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Ozet

Bu aragtirmanmn temel amac, diigiik dozda kronik diazepam (DZ) uygulamasinin ve diazepamdan
yoksuniugun sicanlarn iki yonlii sok kutusundaki kaginma davramg: iizerindeki etkisini incelemektir.
Yirmi dort sican segkisiz olarak ii¢ gruba (1 mg/kg DZ, 2 mg/kg DZ, kontrol grubu) ayrilms, tim
sicanlar kutunun zeminindeki 1zgaralardan verilen elektrik sokundan (0.8 mA), kutunun icinden bir
bolmeden digerine gecerek kacinmalar icin egitiimislerdir. Yedi giinliik bir siire iginde verilen 5
oturumluk bir egitimden sonra, kronik ilag uygulamasina baglanmistir. Yirmi sekiz giin boyunca
birinci gruba 1 mg/lkg DZ (DZ1), ikinci gruba 2 mg/kg DZ (DZ2) ve iigiincii gruba (kontrol grubu —
KONT grubu) ise ilacin ¢ozuldiigi eriyik verilmistiv. Biitiin hayvaniar, kronik ilac uygulamaswun 1.,
7., 14, 21. ve 28. giinlerinde test edilmislerdir. Yirmi sekiz giinliik ilag uygulamasindan hemen sonra,
iki haftalik DZ'den yoksunluk baglanimistir ve biitin hayvanlar yoksunlugun 1., 4., 7. ve 14.
giinlerinde test edilmiglerdir. DZ’nin akut uygulamas: kaginma davranis: iizerinde herhangi bir etki
yaratmamistir. Ancak ilag uygulamaswn ilk giiniinde tim gruplar icin (KONT, DZI ve DZ2 gruplary)
kaginma davramginda bir artis gizlenmemigtir. DZ 'nin kronik uygulamasimn ve DZ'den yoksunlugun
da kaginma davranmsini etkilemedigi gézlenmistir. Bu bulgunun, denek sayisimin az olmasi, deney
siiresince denek kaybimin ortaya gikmasi, egitimde tavan etkisi, enjeksivonun baglamasimin ve/veya
sona ermesinin yarattigi anksiyojenik etki gibi karistiric: degiskenlere bagh olabilecegi tartisiinusar.

Anahtar Kelimeler: Diazepam, kaginma, tolerans, yoksunluk, iki yonlii sok kutusu

Abstract

The present study was designed to evaluate the effects of chronic diazepam (DZ) treatment with low
doses and diazepam withdrawal on the two-way shurtle-box avoidance performance in rats. After 24
rats were randomly assigned into three groups (I mg/kg DZ, 2 mg/kg DZ and control groups), all
animals were trained to avoid from an electrical foor shock (0.8 mA) delivered through the grid floor
by crossing to the other compartment of the box. Following the avoidance training, the first group
received 1 mg/kg DZ (DZI), the second group received 2 mg/kg DZ (DZ2), and the control group
(CONT group) was given a vehicle chronically for 28 days. All rats were tested on the 1%, 7 14,
21th and 28" days of chronic treatment. Following chronic DZ treatment, two weeks of withdrawal
from chronic DZ treatment started and all animals were tested on the I, 4", 7", and 14" days of
withdrawal. Acute administration of DZ did nor produce any impairment on avoidance performance.
However, all groups showed a significant increment in avoidance performance for the first day of
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drug administration. Neither chronic administration of DZ nor withdrawal from it had a significant
effect on avoidance performance, These findings were discussed by taking potential confounding
variables, such as subject loss throughout the experiment, ceiling effect of training, anxiogenic effect
of beginning, and discontinuation af injection, into consideration. ’

Key Words: Diazepam, avoidance, tolerance, withdrawal, two-way shuttle-box

Benzodiazepinler 1960’lardan beri diinyada
en stk kullamlan ilaglardir. Sedatif-hipnotik etkileri
nedeniyle, dzellikle 1980°lerde kullanim sikliklan
maksimum ditzeye ulagmistir. Daha sonralari, bu
ilaglarm klinik etkilerine g¢ok ¢abuk tolerans
geligtigi ve bagimlik yapma ozellikieri nedeni ile
yoksunluk sendromlarima neden olduklar igin
kullanim sikhkiarinda diisme gézlenmistir (Rickels,
Schweiser, Case ve Greenblat, 1990; Taylor ve
Arlow, 1988). Temel olarak ‘“anksiyolitik”
dzeltikleri nedeniyle kaygi  bozukluklarinin
tedavisinde kullanibirlar. Anksiyolitik etkileri, sinir
sisteminde benzodiazepin resepibrlerine
baglanarak, temelde ‘ketleyici (inhibitory) bir
- nbrotransmiter olan  gamma-aminobiitrik  asit
{(GABAYnm faalivetinin arttirlmasiyla ortaya
cikar. Anksiyolitik etkilerinin yam sira, sedatif-
hipnotik, kas gevsetici, bellek kaybi ve epilepsi
nobetlerini azaltic1 ya da dnleyici etkileri de vardir.
Anksiyolitik etkileri, sedatif etkiye oranla daha
ditstk dozlarda ortaya ¢ikmaktadir. Diger bir
deyisle, diisilk dozlarda anksiyolitik etki baskmn
iken, yilksek dozlarda sedatif etkinin artmasi
nedeniyle, anksiyolitik, bellek kayb: gibi diger
davranigsal etkileri sedatif etkiden ayirdetmek
eliclesmektedir (Harvey, 1985)

Benzodiazepinlerin 6l¢tilen davranis ya da
performans iizerindeki etkilerinin doza bagh olarak
degistigi deney hayvanlan ile yapilan pek ¢ok
¢aligmada gosterilmigtir (Cook ve Sepinwall, 1975;
Griffitts ve Goudie, 1987; Harvey, 1985; Sannerud
ve ark, 1993; Wolgin, 1989). Bu ¢aligmalarda
benzodiazepinlerin, diisitk  dozlarda  &lciilen
davramisi ya da performans: arttinrken, yiiksek
dozlarda davranis ya da performans: azalttify
gosterilmistir.  Yilksek dozlarda ortaya ¢tkan
performans azaltici etki daha gok sedatif etkiye
baghdir. Doz arttikca sedasyon arttid1 igin
performansdaki  azalmanm  sedasyona  mi,
- kaslardaki gevseme nedeniyle motor
davraniglardaki azatmaya m1 yoksa ilacin 88renme
ve bellek fizerindeki etkilerine mi ya da anksiyolitik
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etkiye mi  bagh  oldugunu  aywrdetmek
zorlagmalctadir.

1950lerin sonlarinda kesfedilen
benzodiazepinler ile ilgili klinik ve deneysel
calismalar giliniimiizde de yofun olarak devam
etmektedir. Deney hayvanlari fizerinde,
benzodiazepinlerin fizyolojik, farmakolojik ve
davramgsal etkilerini deferlendirmek icin g¢ok
cesitli teknikler gelistirilmistir. Giinlimiizde bu
teknikler, yeni kesfedilen benzodiazepin tlirevi
ilaglarm ya da benzodiazepinler disinda kalan yeni
anksiyolitikierin (6rnegin, buspiron) fizyolojik ya
da davramssal etkilerini degerlendirmek amaciyla
da kullanimaktadrr. Ayrica, benzodiazepinlers
tolerans gelisimi ve ilacin kesilmesinden sonra
ortaya gikan yoksunluk sendromlarmin fizyolojik
ve davramigsal etkileri de cesitli deneysel teknikler
kullanilarak test edilmektedir (File, 1985, 1990;
Green ve Hodges, 1991).

Anksiyolitik ilaglarin davranigsal etkilerinin
deneysel olarak degerlendirilmesinde kullamlan
teknikler temel olarak iki grupta toplanmaktadir,
Birinei gruptaki teknikler, klasik ve edimsel
kosullama teknikleridir (pekistirme teknikleri,
kacma ve kacinma teknikleri, ¢atisma teknikleri
gibi). Ikinei gruptaki teknikler ise herhangi bir
kosullama igermeyen teknikierdir, Yiikseltiimis arti
seklindeki labirent testi, acik alan testi, sosyal
etkilesim testi bu tiir testlere 6rmek olarak verilebilir
(Green ve Hodges, 1991).

Benzodiazepinlerin davranigsal etkilerinin
degerlendiriimesinde kullanilan kosullama
tekniklerinden birisi olan kaginma teknikleri pasif
ve aktif kagimma olarak simiflandinlir.  Pasif
kaginma tekniZinde, organizma bir davranist yapt:g
zaman sok ile cezalandirihir, Omegin, deney kutusu
igindeki bir platformdan disariyl adim atti@1 zaman
solt uygulamr. Hayvan soktan _kaginarak bir

davramis1 yapmamay: &frenir. Benzodiazepinler,

diisik dozlarda pasif kaginma performansinda
azalmaya neden olmaktadwr. Gray’e (1982} gire,
ilag itiei uyancimin yarathfl ketlenmeyi ortadan
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kaldrmakta ve  itici  uyanc  tarafindan
cezatandirlan davramsin siklifi artmaktadir.

Aktif kaginma teknikleri ise, iki yonlil ve tek
yonlil kaginma olmak Uzere iki gruba ayrilrr. Tek
yonlit aktif kaginma tekniginde genellikle bir
baglama bir de hedef kutusu vardir. Hayvan
bagiama kutusuna birakihr ve bir siire sonra sok
verilir. Hayvan hedef kutusuna ulagtify zaman sok
kesilir. Benzodiazepinlerin tek yoniii aktif kaginma
performans1 Uzerinde hi¢ bir etkileri olmadig
gosterilmistir (Gray, 1982).

iki yonli kaginma teknigi ile yapilan
cahismalarda ise daha gok iki ydnlli sok kutusu
(two-way shuttle box) kullambr. Sok kutusu,
ortasinda hayvanin gegebilecegi kadar agiklik

bulunan bir engel ile ayriims iki bSlmeden olugur,

Bayvan kutuya birakilir, ses ya da i;k gibi bir
ayirdedici uyariciy! takiben gok verilir ve hayvan
diger bsimeye gectifi zaman soktan kagabilir.
Belirli bir stire sonra, tekrar ses ya da 151k ve sok
sunulur ve hayvan tekrar diger bolmeye gecerek
soktan kagabilir, Eger hayvan ayirdedici uyanc:

verildifi anda difer bGlmeye gecerse, soktan -

kaginmay) dgrenmis demektir.

Iki yonlii kaginma teknigi kulianilarak
yaptlan c¢aligmalar da daha ¢ok kaginma
davramisinmm  kazamlmasinda benzodiazepinlerin
etkileri lizerine yoZunlagiimistir, Bu ¢aligsmalarda,
hayvana herhangi bir egitim verilmeksizin, deney
kutusuna konulmadan hemen tnce ilag verilmekte
ve ka¢inma davramsinin kazamilmasinda ilacin
etkisi dlclilmektedir. Kontrol grubu ile karsilas-
tirildiginda, ilact alan grubun, kaginma davramsim
daha cabuk  Bgrendigi  bulunmugtur. Bir
benzodiazepin antagonisti olan Flumazenil’in ise
benzodiazepinlerin kaginma davraniginin
kazanimasindaki kolaylastirici etkisini ketledigi
ghzlenmigtic  (Criswell ve Breese, 1993;
Escorihuela, Fernandez-Teruel, Zapata, Nunez ve
Tobena, 1993; Prunell, Escorihuela, Fernandez-
Teruel, Nunez ve Tobena, 1994). Gray (1982),
benzodiazepinlerin kaginma davranginin
kazanimasim  kolaylagtrmasin,,  ikincil itici
uyaricilarin (ses ya da 1g1k gibi aymredici uyaricilar)
davrams  bastirma  etkisinin  benzodiazepinler
tarafindan ketlenmesi ile agiklamaktadir. Bu teknik,

yaygin anksiyete bozuklugu i¢in bir hayvan modeli
olarak &neriimektedir.

Benzodiazepinlerin kronik uygulanmasinin
ve bunu-takiben ilacm kesiimesinin neden oldugu
yoksunlufun davranigsal etkileri daha gok
pekistirme teknikleri kullandarak test edilmisgtir,
Kagmma teknigi kullamlarak kronik benzodiazepin
uygulamasimin ve ilagtan yoksunlufun davramssal
etkilerine iliskin caligmalara ise literatiirde hemen
hemen hic¢ rastianmamakiadir. Bir ¢aligmada, bir
benzodiazepin  tiirevi olan  Klordiazepoksid
(CDPYin akut uygulamasmn, iki ybdnll sok
kutusunda  kazanimig kagmmma davranig
performansimi  doza baZhi  olarak  azalt:
bulunmustur. Doz artttkga (15 - 33 mg/kg)
CDP’nin kag¢inma performansimi azaltici  etkisi-
artmaktadwr.  Akut doz  cevap  efrisinin
belirlenmesinden sonra, 3 hafta stire ile her giin
uygulanan 60 mg/kg CDP’nin performans: azaltma
etkisine tolerans geligtizi gosteriimistir  (Le,
Khanna, Kalant ve Grossi 1986). _

Bu ¢aligmanin amaci ise, bir benzodiazepin
tiirevi olan diazepamin (DZ), diigiik dozlarda kronik
uygulamasmin ve diazepamdan yoksunlupun iki
yonlll sok kutusundaki kaginma davrarisina etkisini
incelemektir. Deney hayvanlani iki ybnlii test
kutusunda soktan kaginmak icin egitildikten sonra,
1 ve 2 mgkg diazepamin kaginma davramsi
tizerindeki kromik etkileri 28 glin boyunca; ilag
kesildikten sonra, ilaca yoksunlugun etkileri ise 14
giin boyunca test edilmistir Doz arttikca daha
baskin olarak ortaya ¢ikabilecek olan sedatif etkiyi
kontrol edebilmek igin dilsiik doz tercih edilmistir.

Yéntem

Denekler

Denekler, erkek, albino siganlardir (n = 24)
ve deney basladiginda agwliklari 180-200 gr.
arasinda olup yaslan yaklagik 3 aydwr. Deneyin
efitim asamasinda 3 hayvan rahatsizlandifi igin
aragtirmadan cikartilmig ve analizler egitim ve
kronik uygulama igin 21 sican iizerinden
vapilmistir. Yoksunluk dénemi iginde de 3 hayvan
rahatsizlandig icin analizier 18 denek iizerinden
yapilmigtir, Deney siiresince iglit dortli gruplar
halinde, su ve yiyeceSin her an var oldugu
kafeslerde tutulmuglardir. Bulunduklari odann
sicaklifi 22 £2°C°dir ve odanin aydinlanma durumu
12 saat aydinlik (8:00 am — 8:00 pm) ve 12 saat
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karanhk (8:00 pm — 8:00 am) olacak sekilde
diizenlenmigtir,

Veri Toplama Aracr

Kaginma davranigr. iki yonlii sok kutusu
(Columbus Instruments International Corporation,
ABD) kullamlarak 6l¢lilmiistiir. Kutunun boyutlar:
60 x 29 x 26 cm’dir. Kutu tam ortasindan, bir
kontrplak araciif: ile ikiye bolinmistir ve
kontrplagm tam ortasinda hayvamin bir bdimeden
digerine gecmesini saflayacak bir agiklik (8 x 4.5
cm) vardir. Kutu bir PC bilgisayara baghdir ve
hayvanin kagma ve kaginma davramglarimi kayit
etmek igin ise “V8/16 Reflex” programn
kulianilmistir,

Hag

Diazepam (Hoffman La Roche), pH diizeyi
0.1 N NaOH ile 7.4’e ayarlanarak 0.1 N HCL
iginde ¢bzitimiigtiir. Daha sonra, 100 ml igin 100 ul
Tween 80 eklenerek, diazepam eriyifi eide
edilmigtir.

Isiem

Deneysel  islemler baglamadan  nce
hayvanlar seckisiz olarak kontrol grubu, diazepam
1 mg/kg ve 2 mg/kg alacak iki deney grubu olmak
iizere 3 gruba ayriimiglardir. Biitin hayvanlar ilk
once, sok kutusunun tabamindaki Jzgaralardan
verilen soktan (0.8 mA), kutunun bir bélmesinden
digerine gegerek kaginmalar igin egitilmisterdir.
Her denemede 10 sn’lik ses uyanicisini (60dB) 10sn
sok izlemigtir. Ses ya da sok, hayvan bir bslmeden
digerine gectigi an sona ermistir. Ses verildigi anda
hayvan bir bdlmeden digerine gecerse ses sona
ermi§ ve onu takiben ok verilmemistir (kaginma
davramsy). Eper hayvan sok verildiginde bir
bolmeden diZerine gegerse, sok sona ermektedir
(kagma davranigt). Ses ya da sok sona erdikten
sonra, denemeler arasindaki siire 30 sn olup her
oturum 30 denemeden olusmustur, Hayvaniar
efitimin 1., 2., 3, 4. ve 7. glinlerinde test
edilmiglerdir. Yedi glnlik bir egitim siiresi
sonucunda, tiim hayvanlann denemelerin yaklasik
% 90"mda basar ile kaginma davranigina ulastiklar:
goriilmilgtiir.

Egitim tamamlandiktan sonra kronik ilag
uygulamasina baglanmughir. Birinei grup 28 giin
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boyunca ! mg/kg DZ (DZ1 grubu) (n = 6} alirken,
ikinei grup 2 mg/kg DZ (DZ2 grubu) (n = 7)
almstir. Kontrol grubuna (n = 8) ise ilacm iginde
coziildagi eriylk (vehicle) verflmigtir (KONT
grubu). DZ ya da eriyik ber giin, deney baslamadan
30 dak. o6nce hayvanlarmm karm bogluguna
(intraperitoneally) ifne ile uygulanmistir. Tiim
hayvanlar, kronik ila¢ uygulamasinin 1., 7., 14., 21.
ve 28. giinlerinde test edilmiglerdir. Kronik DZ
uygulamasin: takiben, iki haftalik ilagtan yoksunluk
uygulamasina baglanmustir. 1ki hafta sire ile
hayvaniara ilag ya da eriyik uygulanmamistir.
Yoksunluk siiresince, 1., 4., 7. ve 14. giinlerinde
tim hayvanlar test edilmigtir. Tiim deneysel
islemeler glinditz 9:00 — 14:00 saatleri arasinda
gerceklestirilmistir,

Bulgular

Kaginma davranisinin  kazamlimas: igin
uygulanan egitim, kronik DZ uygulamas: ve
DZ’den yoksunluk glinlerinde 6lgitlen toplam
kaginma davraniglari i¢gin doz-cevap egrisi Sekil 1,
2 ve 3'de sunulmustur. Sekil 1'de de goriildiigi
gibi, kaginma davraruglar dérdiineit giiniin sonunda
%-90’a ulagmis ve egitimin son oturumunda (7.
glinde) davramglarda sabitlik gozlenmistir. Egitim
silresince doz gruplar arasimda fark olup olmadigim
test etmek igin 3 {grup: KONT, DZ1 ve DZ2 grubu)
X 5 (efitim giinleri), son fakitrde tekrar &lglimli
varyans analizi uygulanmstir. ANOVA sonucunda,
sadece giin temel etkisi antamh bulunmustur (F(4,

68) = 19.76, p < .001); ne grup temel etkisi ne de’

grup x glin ortak etkisi anlamhdir.

Egitim silresince gruplar arasinda aldiklan
ok sayisi agisindan fark olup olmadi@im test etmek
igin toplam kagma davramsi degiskenine 3 (grup:
KONT, DZ1 ve DZ2 grubu} x 3 (egitimin 1., 2. ve
3. ginleri) son fakttrde tekrar ol¢imli varyans
analizi uygulanmis ve sonugta sadece giin temel
etkisi anlamlh bulunmustur, F(2, 34) = 20.99, p <
001,

DZ'nin akut etkisini test etmek icin, her tic
grupta, .eZitimin sonuncu gini  ve ilag
uygulamasinin ilk gimi igin veriler 3 (grup; KONT,
DZ1 ve DZ2 grubu) x 2 (giin: egitimin son giinii ve
kronik uygulamanin ilk gitnii), son faktérde tekrar
dleimlt varyans analizi ile kargilagtiriimistir. Sonug
olarak sadece giin temel etkisi anlamiz bulunmustur,

"
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F(1, 18) = 4.47, p < .05. Kronik ila¢ vygulamasinin
ilk giiniindeki ortalama kaginma davranis: sayist (X
=25.33, 88 = 3.41), egitimin son glinimde gdzlenen
degerden (X = 22.62, SS = 5.39) anlamli olarak
daha ytiksek oldugu bulunmugtur. Grup temel etkisi
ve grup x giin ortak etkisi anlamli degildir.

Egitim (A}
30 -
‘z i
U‘? 25
c —&—Konfrel grubu
£ 20
> —&— 1.0 mg/kg DZ
g 191 grubu
g —=— 2,0 mg/kg DZ
o 101 grubu
E
c
g 51
¥
0

1 2 3 4 7
Egitim gtnleri

Sekil 1. Tki yonli sok kutusunda egitim sirasinda
gbzlenen ortalama kaginma davranis: sayist
Not: Besinci egitim oturumu 7. glinde verilmigtir.

Kronik DZ  uygulamasmmn  etkisini
degerlendirmek igin, kronik uygulama sirasinda
elde edilen toplam kaginma davrams: agisindan DZ
alan gruplar ile kontrol grubu kargilagtiriimigtir. Bu
amagla, 3 (grup: KONT, DZ1 ve DZ2 grubu) x 5
(kronik uygulama giinleri), son faktérde tekrar
tlgtimld varyans analizi uygulanmistir. Grup ve glin
temel etkisi ve grup x giin ortak etkisi antamh
degildir (Bkz. Sekil 2).

Kronik ilag  uygulamasinin  etkisini
degerlendirmek igin ayrica, efitimin son glind
gozlenen kaginma performansi, kronik
uygutamanin 28, gimii elde edilen performans ile 3
(grup: KONT, DZ1 ve DZ2 grubu) x 2 (giin:
efitimin son ginii ve kronik uygulamamn son
giinil}, son faktérde tekrar Slglimlil varyans analizi
ile kargilastirilmistir. Temel ve ortak etkiler
anlamsiz bulunmustur.

Toplam kaginma davramiglart igin ilagtan
yoksunlupun etkisini test etmek igin de 3 (grup:

KONT, DZ1 ve DZ2 grubu) x 4 (yoksunluk
giinleri) son faktérde tekrar 6l¢iimlii varyans analizi
uygulanmigtir, ANOVA sonucunda hem grup ve
glin temel etkisi hem de grup x giin ortak etkisi
anfaml bulunmamgtir (Bkz. Sekil 3)

Kronik uygutama (B)

30
§ 25
E 20 —a— Kontrol
8 grubu
2 .
5 15 4 ‘ —4— 1.0 mg/kg
2 DZ grubu
S 10 —a—2.0 mglkg
E bz grubu

0 T T

1 7 14 21 28
Kronik DZ ganleri

Sekif 2. Kronik DZ uygulamasi sirasinda
gozlenen ortalama kacinma davranis savis.

Yoksuniuk (C)

30
w 29 4
S 28
c 271 —a&— Kontrol
[ =4
5 26 grubu
£ o —4— 1.0 mylkg
i DZ gruby
8 . —m— 2.0 mgikg
g 23 DZ grubu
5 22
X 21

20 T : : T

1 4 7 14
DZ'den yoksuniuk ginleri

Sekil 3. DZ’den yoksunluk sirasinda gbzlenen
ortalama kacinma davranisi savisi.
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Tartigma

Benzodiazepinlerin diisik dozda belirli bir
pekistirme  tarifesine gbre efitilmis  deney
hayvanlarinda  pekistirilen  davrams  oranm
arttirirken, yiiksek dozda sedatif etkilerinden dolay1
ilgili davranig: azalttiklart pek ¢ok galismada rapor
edilmistir (Cook ve Sepinwall, 1975; Griffitts ve
Goudie, 1987; Sannerud ve ark,; Wolgin, 198%). Bu
aragtirmada ise diisiik dozdaki akut benzodiazepin
uygulamasimn kaginma davramisi Uizerinde anlamh
bir etkisi olmadin gozlenmistir. Diisiik dozda
benzodiazepinlerin  davranty oranm  arttirdifs
gbzlenen ¢ahgmalarda daha ok organizma bir
davranigindan dolay1 pozitif bir uyanc: ile (su,
yiyecek gibi) ddiillendiriimektedir. Bu aragtirmada
ise sicanlar bir davranig yaparak negatif bir
uyaricidan (50k) kurtularak $ditllendirilmislerdir,
Literatiriin tersine, bu aragtirmada digitk dozda
benzodiazepinlerin kaginma performansim
etkilememis  olmasini, blgtilen  davramglann
dogasina atfetmeden once dikkate alinmasi gereken
birkag nokta vardir. Ornegin, egitim siiresince
siganlarin yaklasik % 90 duzeyinde performans
gistermeleri saglanmugtir ve kaginma
performansinda  ilaca bagh bir  degisiklik
gozlenmemesi bu “tavan” etkisine bagh olabilir.

Egitimin son ginii ve kronik uygulamanm
ilk giinii (akut uygulama) elde edilen veriler
karsilastirlldifinda, dozdan bafimsiz olarak tlim
gruplarda ortalama kagmma davramginda bir artig
gbzlenmistir (egitimin son giinil tim gruplar igin X
= 22.62 iken kronik uygulamanmn ilk gini igin X =
25.33’ diir). ANOVA sonucunda grup temel etkisi
ya da grup x giin ortak etkisi anlamli olmadig: igin
bu artisi, DZ uygulamasma atfetmek yanhs
olacaktir. Kaginma davramigindaki bu anlamh artg,
egitimin hemen sonunda ilag ya da kontrol grubuna
erivik vermek igin enjeksiyona baglamanm
yaratttign “anksiyojenik” etkiye bagh olabilir. Ilag
uygulamasma  baglamadan 6nce  hayvanlara
dokunulmastna (handling) bagh olarak
benzodiazepinlerin davramgsal etkilerinin
farkhlastifina dair arastirma bulgular: vardrr (File,
Andrews, Wu, Zharkovsky ve Zangrossi, 1992;
Gray, 1982). Bu nedenle, gelecek g¢aligmalarda,
enjeksiyonun karigtiricy etkisini ortadan kaldumak
icin deneye alinan hayvanlarin tlimiine, egitim
sirasinda enjeksiyona baglamak, ilacin akut etkisini
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gbrmek agisindan daha sagikh sonuglar verecekitir.
Nitekim, egitimin son giinil ile kronik uygulamanin
son giinii icin kaginma performansi
karsilastirildiginda, ne grup ve giin temel etkisi ne
de ortak etki antamhdir. Bu da hayvanlarin
enjeksiyona alismis olmalan olarak
degerlendirilebilir.

Kronik ila¢ uygulamas: boyunca da hem
kontrol hem de diazepam gruplarmin kaginma
performanslarmda  anlamhi  bir  degisiklik
gbzlenmemistir. Ilacin akut etkisi kaginma
davramsinda bir degisiklik yaratmadifn ve 28
ghnlitk kronik ilag uygulamasi . swasmda da
davramgsal degisiklik gozlenmedigi icin kazanilmig
aktif kacinma davramsmin diazepama tolerans
gelisimini ya da diazepammn beliek zerindeki
etkilerini degerlendirmek igin kullamlabilecek bir
teknik olmadifim s8yleyebiliriz. Ancak, bu tiir bir
yorum yapmadan Once deneysel kisithliklardan
kaynaklanan bir ka¢ noktay: dikkate almak
gerekmektedir. Birinci olarak, daha &nce de
belirtildigi gibi, egitim stiresince siganlarin %90
performans diizeyine ulagmalarimin neden oldugu
tavan etkisi gbzbnine ahnmalidr. Nitekim,
hayvanlar % 50 duzeyinde kagmma davranigt igin
egitildikten sonra dugiikk dozlarda (0.5, 1 ve 2
mg/kg) diazepam uygulanmasimn  kazanilan
kagmma davramginda anlamli olarak azalmaya
neden oldugu gbzlenmigtir (Celik, Deniz, Ozbay,
Palaogln ve Ayhan, 1999).

ikinci olarak ise kronik uygulama boyunca
her giin ilag ya da kontrol grubuna eriyik enjekte
edilmesine ragmen sadece 1., 7., 14., 21. ve 28.
glinlerde hayvanlardan Sigiim almmustir. Bir hafta
ara ile 6lgim ahnmasimn neden oldugu bir
kanstinc: etki de performansta hig bir degigiklik
gbzlenmemesine neden olmug olabilir. Bu nedenle

. gelecek calismalarda hem tavan etkisi hem de

aralikh 6lgiimiin etkisi kontro] edilmelidir.
Benzodiazepinlerin ani olarak kesilmesinin
yoksunluk belirtilerine neden oldugu hem insanlarla

yapilan ¢aligmalarda (Rickels ve ark., 1990) hem de.

deney hayvanlan ile vyapilan calismalarda (File,
1990) gosterilmigtir. Ancak bu galigmada, DZ’den
yoksunlugun kaginma performansi itzerinde anfamli
bir etki yaratmadify gdzlenmistir. Yine bu bulgu
tavan etkisine ya da arabkli performans diglimiine
bagli olabilir. : a

¢
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DIAZEPAM VE KAGINMA DAVRANIS!

Sunulan aragtirmamn bir baska kisithhi: ise
denek sayisin az olmasi ve aragtuma siiresince
denek kaybmm ortaya gikmasidir. Bu nedenle
arastrma yukarida belirtilen kasithliklar kontrol
edilerek daha fazia sayida denek lizerinde tekrar
ediimelidir. Boylece, kazanilmig kaginma davramsgi
iizerinde benzodiazepinierin kronik etkileri ve
ilacin kesilmesinden somnra ortaya ¢ikan yoksuniuk
etkileri ya da benzodiazepinlerin Sgrenme ve bellek
iizerindeki etkileri daha saghkhi bir sekilde
dleiilebilir.
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Summary

Effects of Chronic Diazepani Treatment and
Withdrawal on Avoidance Behavior

Belgin AYVASIK®
Middie East Techincal University

Haldun SOYGUR
Social Security Institution Hospital

Benzediazepines (BDZs) have been among
the most widely used drugs in the world since
1960s. Besides their anxiolytic effects, they have
been shown 1o have sedative-hypnotic, muscle
relaxant, amnesic, and anticonvulsant effects
(Harvey, 1985), To evaluate physiclogical,
pharmacological, and behavioral effects of BDZs, 2
wide variety of experimental techniques have been
developed. These techniques are based on either

conditioned responses (e.g., conflict tests, -

reinforcement schedules in operant conditioning) or
unconditioned responses (e.g., elevated plus-maze,
open field-test, social interaction. test) (File, 1985,
1990; Green and Hodges, 1991).

One of the conditioned behavioral
techniques is two-way shuttle-box avoidance
(active avoidance). It has been shown that BDZs
facilitate shuttle-box avoidance acquisition, and that
the early acquisition of two-way shuttle-box
avoidance is a valid animal model of anxiety
(Criswell and Breese, 1993; Escorihuela,
Fernandez-Teruel, Zapata, Nunez and Tobena,
1993; Prunell, Escorihuela, Fernandez-Teruel,
Nunez and Tobena, 1994). However, development
of tolerance to and withdrawal from chronic BDZ
treatment have been rarely reported in active
avoidance animal model of anxiety. The present
study was undertaken to examine whether or not
two-way shuttle-box avoidance performance is
modified in rats during chronic treatment with and
withdrawal from low doses of diazepam treatment.

Unal ZAGLI
Ankara University

Ozden PALAOGLU
Ankara University

I. Hakki AYHAN

Ankara University

Method

Subjects

The subjects were 24 male rats with the
mean body weight of 180-200 gr. when training
started, They were housed in groups of 3-4 per
cage, with food and water available ad lib, in a
temperature regulated room (22 + 2°C) with a 12 h.
light-dark cycle (8:00 am on).

Apparatus

In this study, the avoidance performance
was tested in a two-way shuttle-box (60 x 29 x 26
cm) (Columbus  Instruments International
Corporation). The apparatus was divided into two
equal compartments by a door with a single
opening (8 x 4.5 cm). The shuttle-box was
connected to a PC computer equipped Wwith an
interface. The reflex V8/16 software was used to
control events and record the avoidance-escape

performances of rais in the shuttie-box.

Drug - :
Diazepam (Hoffman La Roche) was
dissolved in 0.1 N HCL, and pH was adjusted to 7.4
with 0.1 N NaOH. By adding 100 pl of Tween 80
for 100ml, the suspension of diazepam was
achieved.

Address for comespondence: Dr. Beigin Ayvagtk, ODTU, Psikoicji Bslumu, 06531 Ankara, Turkey. e-mail: abelgin@metu.edu.tr
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Procedure

Originally 24 animals were randomly
assigned to three groups {(control, 1 mg/kg DZ and
2 mg/kg DZ groups) before training. All animals
were first trained to avoid from an electrical foot

- shock (0.8 mA) delivered through the grid floor by

crossing to the other compartment in the shuttle-
box. Each trial consisted of 10sec. of sound
stimulus followed by 10sec. of electric shock.
Sound or shock was finished when the animal

~ crossed to the other side. Then, a 30sec. intertrial

interval was presented and each session included 30
trials. A 90% avoidance performance was obtained
after five training sessions over a seven-day
training period. During training, three rats became

sick of unknown reasons and were excluded from

the experiment,

After the training was completed, chronic
drug administration days were started. One group
received 1 mglkg DZ (DZ1) (n=6), the second
group received 2 mg/kg DZ (DZ2) (n=7) and the
control group (n=8) was given vehicle chronically
for 28 days. All rats were tested on the 1%, 7%, 14%
21* and 28" days of chronic treatment where DZ
were administered 30 min. before the experimental
sessions.  Following chronic DZ treatment, two
weeks of an observational period for withdrawal

- from chronic DZ treatment started and all animals

were tested on the 1%, 4%, 7" and 14" days of
withdrawal. DZ and vehicle were quitted during
withdrawal days, Three more animals were
sacrificed in the withdrawal sessions because of
unknown sickness.

Results )

Diazepam dose-effect data for the number of
avoidance responses during the ftraining, chronic
DZ treatment and withdrawal from DZ treatment

_are shown in Figure 1, 2, and 3.

To assess the effects of acute administration
of DZ, the data for the last day of training were
compared to the first day of chromic treatment in all
three different dose groups with a two-way analysis
of variance. ANOVA did show a significant day
mhain effect (F (1,18) = 4.47, p <. 05). The average
avoidance responses in the last day of chronic

training (X=22.62, SD = 3.41) was significantly less

than those in the first day of chronic training

(X=25.33, 5D = 5.39).

A two-way analysis of variance (ANOVA)
was applied to total number of avoidance responses,

JUNE 1989, VOLUME 14, NUMBER 43

Chronic DZ treatment or withdrawal days served as
within-subjects repeated measures factor (5 days for
chronic freatment: 1st, 7th, 14th, 21st and 28th
days; 4 days for withdrawal: 1st, 4th, 7th and 14th
days) and the chronic treatment groups (3 groups:
1.0 and 2.0 mg/kg DZ and control groups) as the
between-subjects factor.

ANOVA did not yield any dose and day
main effects and interaction effects for both chronic
DZ treatment and withdrawal days,

-Discussion ‘

Response increment effects of lower doses
and response suppression effects of the higher
doses of BDZs have been reported in the
reinforcement schedules of operant conditioning
{Cook ve Sepinwall, 1975; Griffitts and Goudie,
1987; Sannerud ve ark.; Wolgin, 1989). In the
present study, neither 1.0 mg/kg nor 2.0 mg/kg DZ
produced a dose-related increment or suppression
of responding in the shuttle-box avoidance
performance in rats. However, it has been showed
that acute administration of the low doses of BDZ
and . vehicle increased the number of avoidance in
all gronps. This effect might be due to “anxiogenic”
effect of injection that had been started at the first
day of drng administration. Acquired avoidance
performance was not changed throughout chronic
treatment and withdrawal days. These findings can
be considered as “ceiling” effect of training since
all animals were acquired 90% performance during
training. Furthermore, during chronic treatment and
withdrawal, all animals were only tested once a
week. This intermittent testing might be another
confounding variable in measuring avoidance
performance. Since six animals were lost
throughout different phases of the experiment, this
study should be repeated with a larger sample of
animals by controlling potential confounding
variables such as ceiling effect of training,
anxiogenic effect of beginning, or discontinuation
of injection.
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