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Soy i¢ci C57BL/6J
Farelerde Beklentisel Bulanti ve Kusma Modeli
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Ozet

Beklentisel bulanti ve kusma (BBK) kemoterapinin en yaygin goriilen yan etkilerinden biri olup, klasik kosullamanin 6r-
negi olarak kabul edilmektedir. Kemoterapide kullanilan ekipmanlar, klinigin kokusu, hemsirelerle etkilesim gibi notr uya-
ranlar, bir ya da daha fazla kemoterapi seansindan sonra hastalik ile eslestirilerek kosullu uyarict haline gelebilmektedir. Bu
eslestirme sonucunda kanser hastalar1 ayni ¢cevresel uyaranlarla tekrar karsilastiginda kosullu tepki yani BBK gosterirler.
Siganlar ve soy disi1 fareler kullanilarak yapilan klinik 6ncesi aragtirmalarda, kanser hastalarinda goriilen BBK benzeri bir
durumu modellemek i¢in lityum kloriir (LiCl) gibi bulant1 ortaya ¢ikaran ilaglar, ¢cevresel uyaranlarla birden ¢ok kosullama
oturumu ile eslestirilmistir. Bu paradigma kosullu ¢evre itinmesi (KCI) olarak adlandiriimaktadir. Bu galismamizda soy ici
C57BL/6J farelerde, kanser hastalarinda goriilen BBK y1 taklit eden bir hayvan modeli olusturmak amaciyla LiCl ile orta-
ya ¢ikan hastalik ile yeni bir cevrenin eslestirildigi tek bir kosullama uygulands. ilk deneyde, 30 dakika siiren bir kosullama
oturumunda farelere hastalik olusturmak igin 4.5 mEq/kg dozunda LiCl enjekte edildi. Ikinci deneyde ise LiCl 6 mEq/kg
ve 7.5 mEq/kg dozunda uygulandi. Kontrol hayvanlarma ise her iki deneyde izotonik sodyum kloriir (NaCl) enjeksiyonlari
yapildi. Kosullamadan 3 giin sonra gergeklestirilen bellek testinde, hayvanlar kosullama kafeslerine 30 dakika maruz bira-
kilarak su ve siikroz tiiketimi 6l¢iildii. Her iki deneyde de bellek testinde deney ve kontrol gruplari arasinda sivi tiiketimleri
acisindan herhangi bir anlamli fark gézlenmedi. Bu durum tek bir kosullama oturumunun, soy i¢i farelerde yetersiz kal-
mast, hayvanlarin LiCl toksisitesine karsi duyarsiz olmasi veya noronal siireclere bagli olarak KCI 6grenmesinin gercek-
lesmemesinden kaynaklantyor olabilir. Ayn1 zamanda siv1 tiiketimi KCI 6grenmesini gostermede yetersiz kalms olabilir.

Anahtar kelimeler: Beklentisel bulanti, fare, klasik kosullama, kanser, kosullu ¢evre itinmesi

Abstract

Anticipatory nausea and vomiting (ANV), an instance of classical conditioning, is one of the side effects of chemotherapy
treatment. After one or more treatment session, neutral stimuli such as chemotherapy equipment, smell of clinic, inter-
action with nurses can become conditioned stimuli as they are associated with illness. As a result, cancer patients show
conditioned response (ANV), when they re-encounter same environmental stimuli. Nausea-inducing drugs such as lithium
chloride (LiCl) are paired with contextual cues in multiple conditioning cycles to recapitulate ANV in rats and outbred
mice. This paradigm is called conditioned context aversion (CCA). In this study, one conditioning trial was conducted
during which a novel context was paired with LiCl in inbred C57BL/6J mice to create a novel animal model of ANV. In
the first experiment, mice were injected with LiCl at a dose of 4.5 mEq/kg during the 30-minute conditioning trial. In the
second experiment, LiCl was administered at the doses of 6 mEq/kg and 7.5 mEq/kg. Control animals were given isotonic
sodium chloride (NaCl) injections. Retention tests were performed 3 days after conditioning by re-exposing animals to
conditioning cages for 30 minutes and water/sucrose consumption was measured. No significant difference was observed
between the fluid consumption of the experimental and control groups during retention tests in both experiments. Lack of
CCA learning may be due to the inadequacy of single conditioning, the insensitivity of animals to LiCl toxicity, or neuro-
nal processes. It is also possible that fluid consumption may not sensitive to demonstrate CCA learning.
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Kanser hastalari, emetojenik kemoterapi tedavisi-
nin bir sonucu olarak bulanti ve kusma yasarlar (Hes-
keth, 1999). Bu iyatrojenik etkileri hafifletmek icin
antiemetik ilaglar regete edilmektedir (Hesketh ve ark.,
2017). Ancak kemoterapiye bagli bulanti ve kusma etkili
bir sekilde kontrol edilmezse, kanser hastalari bulant1 ve
hastalik deneyimleri ile hastanedeki ¢evresel uyaranla-
11 eslestirebilirler (Roscoe ve ark., 2011). Bu eslestirme
sonucunda, fizyolojik ve farmakolojik mekanizmalar ile
aciklanamayan ve beklentisel bulanti ve kusma (BBK)
olarak adlandirilan psikolojik bir bozukluk ortaya cikar
(Kamen ve ark., 2014). Kanser hastalarin %30’unun
BBK’dan muzdarip oldugu bilinmektedir (Boakes ve
ark., 1993). BBK gelistiren hastalar fiziksel, bilissel ve
sosyal islevselliklerindeki olumsuzluklara bagl olarak
yasam kalitelerinde diisiis bildirmektedir ve kanser teda-
visini birakabilmektedirler (Kamen ve ark., 2014).

BBK, klasik kosullanmanin bir sonucu olarak or-
taya ¢tkmaktadir (Stockhorst ve ark., 2007). Kemoterapi
ilaglar1 kosulsuz uyaran (Ksuz U), bu ilaglarin hastalarda
ortaya ¢ikardigi bulant1 ve kusma durumu ise kosulsuz
tepkidir (Ksuz T) (Stockhorst ve ark., 1993). Kemoterapi
seanslar1 sonrasinda hastane ortamindaki ¢evresel uya-
ranlar, hastalik hissi ile eslestirilmesi sonucunda kosullu
uyaran (Klu U) 6zelligi kazanir (Rodriguez, 2013). Bu
durum iliskisel bir 6grenme bi¢imi olan klasik kosulla-
madan kaynaklanmaktadir. Klinikteki kokular, esyalar,
sesler vb. potansiyel Klu U’lardir (Stockhorst ve ark.,
2007). Kemoterapi seanslari ilerledik¢e Ksuz U ve Klu U
arasindaki iliskinin kurulmasina bagl olarak, kemoterapi
tedavisinin hatirlaticilart mide bulantisi ortaya ¢ikarma-
ya baslar (Chan ve ark., 2015). Cevresel ipuglarmna kars1
hastalarin gosterdigi tepkiler ise kosullu tepkidir (Klu
T) (Stockhorst ve ark., 1993). Klasik kosullanmanin bir
sonucu olarak kanser hastalarinda gézlemlenen bu olgu
BBK olarak adlandirtlmistir (Rodriguez, 2013). Hastala-
rin BBK gelistirme riski, tekrarlanan kemoterapi seans-
lart ile artar ve tedavinin tamamlanmasindan uzun siire
sonra bile devam edebilmektedir (Aapro ve ark., 2005).
Bu fenomenin altinda yatan psikolojik ve ndrobiyolojik
temeli anlamak klinik bir dneme sahiptir. Kanser hasta-
larmin yasadigi stres ve rahatsizlik ile miicadele i¢in yeni
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Kosullu Cevre itinmesi (KCI), BBK’nin hayvan
modelidir (Cloutier ve ark., 2017, 2018; Limebeer ve
Parker, 2000). Ozellikle siganlar iizerinde yapilan ¢a-
lismalar; hayvanlara gorsel, duyusal ve kokusal ¢esitli
uyaranlarin bulundugu bir ¢evrede hastalik olusturan
ilaglar enjekte etmenin, hayvanlarin bu cevreye karsi
itinme davranigi gelistirmesine neden oldugunu goster-
mistir (Rodriguez ve ark., 2000). Bu modelde hastalik
olusturmak i¢in kullanilan ilaglar Ksuz U, hastaligin
olusturdugu gastrointestinal stres Ksuz T, ¢evresel uya-

ranlardan olusan ortam ise Klu U’dir (Symonds ve Hall,
2000). Klasik kosullama 6grenmesine dayanan bu mode-
le KCI denilmektedir (Kislal ve Blizard, 2016). Kanser
hastalarinin yasadigi BBK deneyimini taklit etmek igin
cesitli KCI prosediirleri olusturulmustur (Rodriguez ve
ark., 2000; Cloutier ve ark., 2017). Farmakolojik ajanlar,
KCI galismalarinda hastalig1 ortaya gikarmak igin Ksuz
U olarak kullanilmaktadir. Lityum kloriir (LiCl) bu ajan-
lardan siklikla kullanilanlaridan bir tanesidir (Symonds
ve ark., 1998). Kemirgenlerde, intraperitoneal LiCl en-
jeksiyonu sonucunda hayvanlar gastrointestinal rahatsiz-
lik yasar (Sieklucka-Dziuba ve ark., 1998). LiCl ayrica
hipofaji (McCann ve ark., 1989), mide bosalmas1 (Mc-
Cann ve ark., 1989), karin iizerine yatma (Meachum ve
Bernstein, 1992) gibi mide bulantisi/halsizlik ile iligkili
davranislarin ortaya ¢ikmasina yol agar. LiCl’nin yiiksek
dozlarda bile giivenli olmast, bu ilacin KCI ¢aligmalarin-
da hastalik ortaya ¢ikarmak i¢in sik sik kullanilmasina
yol agmistir (Sieklucka-Dziuba ve ark., 1998).

KCI’nin gelisimini ortaya koymak igin cesitli Klu
T’ler incelenmistir. Caligmalarin ¢ogunda, sivi tiiketimi,
itinmenin gergeklestigini gosteren bir Klu T olarak 6l¢ii-
liir (Rodriguez ve ark., 2000; Symonds ve ark., 1998).
Klu T olarak siv1 tiiketimini kullanilan ¢aligmanin klasik
bir drnegi Rodriguez ve arkadaslari (2000) tarafindan
yapilmistir (Rodriguez ve ark., 2000). Bu ¢aligmada, si-
canlara, ¢esitli yeni uyaranlar i¢eren bir baglama maruz
birakilmadan hemen &ncesinde LiCl enjeksiyonu veril-
mistir (Rodriguez ve ark., 2000). Ertesi giin, ayn1 sican-
lar, farkli ¢evresel uyaranlar igeren bir baglama maruz
birakilmadan 6nce sodyum kloriir (NaCl) enjeksiyonu
almistir (Rodriguez ve ark, 2000). Bu 2 giinliik kosul-
lama dongiisti 4 kez tekrarlanmistir (Rodriguez ve ark.,
2000). Son kosullama dongiistinii takiben hayvanlar 4
giinliik iyilesme donemine birakilmis ve bu 4 giiniin so-
nucunda baglamlardan bir tanesine tekrar maruz biraki-
larak siikroz tiiketimleri 6l¢tilmiistiir (Rodriguez ve ark.,
2000). LiCl ile eslestirilen baglamda siikroz soliisyonuna
erisim verilen siganlarin, NaCl ile eslestirilen baglamda
ayni1 soliisyona erisim verilen siganlardan daha az soliis-
yon tiikettigi bulunmustur (Rodriguez ve ark., 2000). Bu
sonuglar siganlarin baglamsal ipuglar ile gastrointestinal
hastalig1 eslestirerek, daha sonra bu ipuglarmin varligin-
da test edildiklerinde Klu T (siikroz tiiketiminde azalma)
gosterdigini ortaya koymaktadir (Rodriguez ve ark.,
2000). Bu durum siganlarin BBK’y1 modellemede kulla-
nilabilecegini gostermektedir (Rodriguez ve ark., 2000).

KCI calismalarinda, baglamlarda cesitli ekstero-
septif ipuglart (dokunsal, isitsel, gorsel ve koku) kulla-
nilmig ve itinme davranisini dlgmek i¢in tatlandirilmig
soliisyonlar kullanilmistir (Symonds ve ark., 1998).
Ancak, gecmis donemde yapilan bir ¢aligmada kiiglik
cevresel degisikliklerin rolii arastirilmistir (Revusky ve
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Parker, 1976). Bu ¢alismada siganlarin, kosullama de-
nemeleri sirasinda daha Once hastalik ile eslestirilmis su
siselerine karsi itinme sergiledikleri gosterilmistir (Re-
vusky ve Parker, 1976). Bu durumun si¢anlarin hastalik
ile su siselerinin goriintiisii arasinda kurdugu iligkisel
ogrenmeden kaynaklandig ileri siirtilmiistiir (Revusky
ve Parker, 1976). Daha sonra Nachman ve meslektaslar1
tarafindan tartisildig1 gibi bu ¢aligmadaki su sigelerine
verilen kosullu itinme tepkisi, gorsel (farkli kaplarin go-
riiniimii) veya somatosensoriyel stimiilasyona (oral du-
yumlar) bagli olarak agiklanabilmektedir (Nachman ve
ark., 1977). Duyusal ipuglarinin soy dis1 farelerde itinme
ogrenmesindeki roliinii degerlendiren yakin zamanli bir
caligmada kii¢lik gorsel ipuglar hastalik ile eslestirilmis-
tir (Kislal ve Blizard, 2016, 2018). Su siselerinde yapi-
lan (bir bant pargas: eklemek gibi kiigiik bir degisikligin
bile), hastalikla eslestirildiginde farelerde itinme davra-
nisinin ortaya ¢ikmasina yol agtig1 gézlenmistir (Kislal
ve Blizard, 2016, 2018). Farelerin gosterdigi itinme
davranisinin haftalarca devam ettigi gdzlenmistir (Kislal
ve Blizard, 2016, 2018). Diger ¢alismalarda kullanilan
aromal1 ¢ozeltilerin etkisini ortadan kaldirmak i¢in, bu
caligmada ayn1 zamanda sade su kullanilmstir (Kislal ve
Blizard, 2016, 2018). Bu ¢alismanin sonuglar1 kosullu
itinme 6grenmesinde gorsel ipuglarinin énemini vurgu-
lamakta ve ayrica KCI’yi degerlendirmek igin aromali
soliisyonlarmn kullanilmasmimn gerekli olmadigini kanit-
lamaktadir.

Farelerde spesifik genlerin ve transgenlerin roliinii
aydinlatmak i¢in genis ¢apli arastirmalar yapilmis ol-
masina ve farelerin 6grenme ve hafizanin nérobiyolojik
temellerini arastiran ¢aligmalarda yaygin olarak kulla-
milmasina ragmen, KCI ¢alismalar1 esas olarak siganlar
iizerinde yiritilmistir (Cloutier ve ark., 2017; Parker
ve ark., 1984; (Rodriguez ve ark., 2000). Ancak yakin
tarihli bir ¢aligmada C57BL/6J ve DBA/2J soylarindan
elde edilen farelerin BKI gelistirebildigi gosterilmistir
(Kislal ve Blizard, 2016). Bu sonuglarin genetik olarak
heterojen farelerin baglamsal ipuglarma kars: itinme
gelistirdigini ve bu nedenle KCI ¢alismalarinda kullani-
labilecegi kanitlayan ilk caligmadir (Kislal ve Blizard,
2016). Laboratuvarimizda yaptigimiz dnceki calismala-
rimizda benzer bir yontem kullanilarak CD1 farelerde
tek bir kosullama oturumunun yeterli oldugunu gézlem-
ledik (ilhan ve ark., incelemede). Bu deneylerde tek bir
kosullama oturumundan 72 saat sonra, hayvanlarin su ig-
meleri herhangi bir enjeksiyon olmadan test edildiginde,
kosullama sirasinda LiCl enjeksiyonu alan hayvanlarin
NaCl enjeksiyonu alan hayvanlara gore anlamli dlgiide
diisiik su tiikettigi bulunmustur.

Bu calismada, bellek ve 6grenme aragtirmalarinda
yaygin olarak kullanilan bir tiir olan C57BL/6J (B6) fa-
relerinde KCI 6grenmesinin arastirilmasi hedeflenmek-

tedir. Amacimiz, soy i¢i B6 farelerinin melez fareler gibi
hastalik ile eslestirilen yeni bir ortama kosullu itinme
davranis1 gosterip gdstermeyecegini arastirmak ve si-
canlar yerine KCI ¢aligmalarinda kullanilabilecek iyi bir
alternatif olup olmayacagini degerlendirmektir.

Deney 1

Birinci deneyin amaci, soy i¢i B6 farelerin LiCl’nin
neden oldugu hastalik ile eslestirilmis bir baglama kar-
st KCI gelistirip gelistirmeyecegini arastirmaktir. Bu
amagla, fareler, tek bir kosullama oturumuna alindi.
Otuz dakikalik kosullama oturumunda hayvanlara yeni
bir ortamda LiCl (4,5 mEq) veya NaCl (%0.9) enjek-
siyonlar1 yapildi. KCI kosullama oturumundan iki giin
sonra, hayvanlar kosullama ortamina herhangi bir enjek-
siyon olmadan yeniden maruz birakilarak 6lciildii. KCI
davranisini 6lgmede tatlandirilmis soliisyonlarin gerekip
gerekmedigini arastirmak i¢in fareler hem siikroz ¢6zel-
tisi hem de sade su kullanilarak test edildi.

Yontem

Hayvanlarin Bakimi

Her iki deneyde agirliklar: 19 ila 25 g arasinda de-
gisen 12 haftalik B6 erkek fareler kullanildi. Fareler, sef-
faf duvarlar1 (365 x 207 x 140 mm) olan kafeslerde birer
hayvan olacak sekilde bakildi. Koloni odasi, 24 °C +/-1
sicaklikta 12 saat aydinlik/karanlik doéngiisiinde tutuldu.
Hayvanlarin tiim deney boyunca standart fare yemine
ad libitum erisimi saglandi ancak asagida tarif edildigi
gibi sudan yoksun birakma uygulandi. Deneyler, Orta
Dogu Teknik Universitesi Hayvan Etik Kurulu tarafin-
dan etik olarak onayland: (Karar Sayis1:01; Karar Tarihi
01.02.2021).

Deney Gruplar:

Fareler viicut agirliklarina gore es iki gruba ayrildi:
LiCl (n=10) ve NaCl (n =9). Kosullama sirasinda, LiCl
grubundaki hayvanlara lityum kloriir (LiCl) enjeksiyo-
nu ve NaCl grubundaki hayvanlara (NaCl) enjeksiyonu
yapildi.

Tlaclarm Enjeksiyonu

NaCl, LiCl ve siikroz Sigma (St. Louis, MO, ABD)
markasi kullanildi. LiCl 4.5 mEq/kg dozda uygulandi.
Kontrol hayvanlarina %0.9 NaCl enjeksiyonlar1 yapildi.
Tiim ilaglar 0.3 mL/kg’lik bir oranda enjekte edildi. Tim
ilaglar intraperitoneal olarak uygulandi.

islem

Deney prosediirii Tablo 1’de verilmistir. Deney pro-
sediirii alistirma, su igme egitimi, kosullama, iyilesme,
tat asinalig1 kazandirma ve bellek testinden olugmaktadir.
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Tablo 1. Deneysel Prosediir

1-7 Giin 8-10 Giin 11. Giin 12-13 Giin 14. Giin 15. Giin 16. Giin
Alistirma Su Igme Egitimi Kosullama Tyilesme Tat Asinahgt Bellek Testi 1 Bellek Testi 2
Kazandirma
12:30-13:00
arasinda
Hayvanlar Havyvanlara 2 hayvanlara
giinde 3 dakika 12:30-13:00 ay neofobik 12:30-13:00 12:30-13:00
- Hayvanlara 3 giin boyunca .
olmak tizere 5 . arasinda etkiyi ortadan arasinda arasinda
. giin boyunca Lo
giin boyunca ele hayvanlara . kaldirmak icin hayvanlarin hayvanlarin
kafeslerinde . S
alistirildi. . . kosullama siikroz verildi. kosullama kosullama
10:00-10:30 ve . - . -
. . kafesinde LiCl . . kafeslerinde kafeslerinde
17:00-17:30 10:00-10:30 ve . .
veya NaCl . . su veya siikroz | su veya siikroz
arasinda su o 17:00-17:30 e R
verildi. enjeksiyonu arasinda su tiketimi tilketimi
Aligtirmanin son yapildr. 17:00-17:30 olgiildii. olguldii.
giinii 17:30°da arasinda
su kisitlamasi hayvanlara su
baslatildi. verildi.

Not. Deney prosediirii alistirma, su igme egitimi, kosullama, iyilesme, tat asinaligi kazandirma ve bellek testi olmak tizere 6 asamadan ve 16 giinden

olugmaktadir.

Alistirma. 7 ginlik alistrma agamasinin son 5
giinli boyunca tiim fareler, manipiilasyona aligmalari igin
giinde 3 dakikaligina elde tutuldu. Son giin 17:30°da su
siseleri kafeslerden alinarak su kisitlamasi baglatildi.

Su I¢gme Egitimi. Hayvanlar, alistirma agamasin ta-
kip eden 3 giin siiresince su igme egitimi aldi. Bu siireg-
te sadece 10:00-10:30 ve 17:00-17:30 saatleri arasinda
farelerin kafeslerine standart plastik su siseleri takildi.

Kosullama. Su igme egitiminin ertesi giiniinde saat
12:30’da baslayarak 30 dakikalik kosullama yapild.
Farkli ¢evresel bir ortam olusturmak amaciyla kosul-
lama kafesleri ve kosullamanin yapildig: odaya cesitli
gorsel, duyusal, dokunsal ve kokusal uyaricilar eklendi.
Bu amagla kosullama kafeslerinin duvarlar1 siyah-beyaz
bantlarla kapland1 ve kafeslerde yataklik olarak kedi
kumu kullanildi. Kosullama odasinda, 75 desibellik
beyaz giirtiltii, 60 wattlik los kirmizi 151k ve limon yag:
kokusu uyaricilart eklendi. Kosullama sirasinda her bir
hayvan ayr1 ayr1 kosullama kafeslerine yerlestirildi ve
kosullama odasmna tasindi. 15 dakika sonra, hayvanlara
hastalik ortaya ¢gikarmak i¢in LiCl ya da kontrol uygula-
ma olarak NaCl enjeksiyonlar1 yapildi. Kosullama sira-
sinda paslanmaz celik bilyeli uglu agizlari olan yesil cam
siseler hayvanlara su vermek icin kullanildi. 30 dakika-
lik kosullama oturumu baslamadan 6nce ve kosullama
oturumu sonlandiktan hemen sonra su siseleri tartilarak
hayvanlarin siv1 tiiketimi 6l¢iildi.

Iyilesme. 1ki giinliik iyilesme siiresince hayvanlar
koloni odasindaki kendi kafeslerinde su egitim agama-
sinda oldugu gibi belirli saatlerde su verildi.

Tat Asinaligi Kazandirma. lyilesmeyi takip eden

ertesi giin hayvanlara 12:30-13:00 saatleri arasinda ko-
loni odasindaki kafeslerinde siikroz soliisyonu (%0.5) ve
17.00-17.30 saatleri arasinda su verildi.

Bellek Testi. Tat aginalig1 kazandirma asamasindan
sonra her bir hayvan 12:30’dan baglayarak 30 dakika
boyunca herhangi bir enjeksiyon yapilmadan kosullama
kafeslerine tekrar koyularak, kosullama odasina yerles-
tirildi. Birinci bellek testinde her iki gruptaki (LiCl ve
NaCl) farelerin yarisi su diger yarist ise siikroz tiiketimi
icin test edildi. Ikinci bellek testinde ise fareler ilk bellek
testinde kullanilmayan soliisyon ile test edildi. Birinci ve
ikinci bellek testinde su verilen hayvanlarin tiiketimleri
tek bir data haline getirilerek gruplar arasinda su igme
davranis1 arasinda fark olup olmadigi karsilastirildi.
Ayni sekilde birinci ve ikinci bellek testinde siikroz veri-
len hayvanlarin tiiketim verileri tek bir data haline geti-
rilerek gruplar arasinda siikroz icme davranisi agisindan
fark olup olmadig: karsilastirildi.

Veri Analizi

Istatistiksel analizler GraphPad Prism (Version 9)
kullanilarak yapildi. Veriler t-testi, tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ve Tukey post-hoc testi ile analiz edil-
di. Istatistiksel anlamhilik p <.05 olarak tanimland.

Bulgular

Kosullama sirasinda gruplarin tiikettikleri stvi mik-
tarlar1 Sekil 1°de gosterilmektedir. Bagimsiz drneklem t
testi sonuglart LiCl grubundaki (M = 0.183, SD = 0.094)
hayvanlarin su tiikketimlerinde NaCl grubuna (M = 1.001,
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Sekil 1. Kosullama Sirasinda Su Tiiketimi

Sekil 2. Bellek Testleri Sirasinda Su ve Siikroz Tiiketimi

Deney 1'de Kosullama Sirasinda Su Tiiketimi (A) (B)
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Not. Deney 1'de kosullama sirasinda LiCl
enjeksiyonu alan fareler NaCl enjeksiyonu alan
fareler gore daha az su tiiketmislerdir. Degerler
ortalama + SH seklinde verilmistir. ***p <.001

Not. Deney 1°de bellek testleri sirasinda ortalama sivi titkketimi. (A) Birinci bellek testi sirasinda
gruplarin tiikettikleri ortalama su miktar1 gosterilmektedir. (B) Ikinci bellek testi sirasinda
gruplarn tiikettikleri ortalama siikroz miktar1 gosterilmektedir. Kosullama sirasinda LiCl veya
NaCl enjeksiyonu alan farelerin bellek testleri sirasinda su ve siikroz tiiketimlerinde herhangi

bir azalma gozlenmemistir. Degerler ortalama + SH seklinde verilmistir.

SD = 0.184) gore anlaml bir sekilde diisiis oldugunu
gostermektedir, #(17) = 12.36, p <.001.

Gruplarn tiikettikleri su miktarlar1 Sekil 2(A)’da
gosterilmektedir. Bagimsiz 6rneklem t testi sonuglari
LiCl (M = 0.784, SD = 0.102) ve NaCl (M = 0.843, SD
= 0.109) grubundaki hayvanlarin su tiiketimlerinde an-
lamli bir fark olmadigint gostermektedir, #(17) = 1.224
p =233. Gruplarm tiikettikleri siikroz miktarlar1 Sekil
2(B)’de gosterilmektedir. Bagimsiz drneklem t testi so-
nuglart LiCl (M = 0.717, SD = 0.203) ve NaCl (M =
0.844, SD = 0.165) grubundaki hayvanlarin siikroz tii-
ketimlerinde anlamli bir fark olmadigini gostermektedir,
t(17)=1.487,p =155

Tartisma

Birinci deneyimizin amaci, B6 farelerin KCI 6g-
renmesi gelistirip gelistirmeyecegini test etmekti. Bu
amacla, cesitli uyaricilar ile donatilmis yeni bir ortamda
deney grubundaki farelere hastalik olusturmak amaciyla
LiCl, kontrol grubundaki hayvanlara olarak NaCl en-
jeksiyonlar1 yapildi. Kosullama sirasinda LiCl enjekte
edilen hayvanlarin hastalik haline bagli olarak su tiike-
timlerinde azalma gozlendi. Ancak NaCl enjeksiyonu
yapilan hayvanlarin su tiikketimlerinde herhangi bir azal-
ma olmadi. KCI’yi test etmek amaciyla kosullamadan 3
giin sonra hayvanlar kosullamanin yapildig1 ayn1 ortama
herhangi bir enjeksiyon olmadan tekrar maruz birakildi.
Birinci bellek testinde farelerin yarisinin su tiikketimleri
oOlgiiliirken diger yarisinin siikroz tiiketimleri ol¢tildi.
ikinci bellek testinde ise ilk bellek testinde su tiiketimle-
1i 0lgiilen hayvanlarin siikroz, siikroz tiiketimleri 6l¢giilen
hayvanlarin ise su tiikketimleri 6l¢iildii. Yeni bir baglamda
LiCl veya NaCl enjeksiyonu alan hayvanlarm iki testteki
stvi tiiketimlerinde de herhangi bir azalma gozlenmedi.

Deney 2

Birinci deneyde B6 farelerin KCI gelistirmemesi-
nin altinda yatan nedenlerden birisi kullanilan LiCl do-
zunun (4.5 mEq/kg) bu tiir farelerde yeterince giiglii bir
hastalik hissi olusturmada yetersiz kalmasi olabilecegi
diistintilmiistiir. LiCl toksisitesine duyarliliktaki gene-
tik mekanizmalarin rolii lizerine yapilan arastirmalarda
farelerde tiir farkliliklart oldugu goriilmektedir (El-Kas-
sem ve Singh, 1983; Ingram, 1982). Oliimciil dozda
verilen LiCl sonrasinda oliime kadar gegen siirenin
degerlendirilmesi, B6 farelerinin LiCl toksisitesine en
duyarl: tiir olan 129/ReJ’den 15 kat daha direncli oldu-
gunu gostermektedir. Bir bagka ¢alismada diger alt1 fare
tiiriiyle (129/RelJ, S.W., C3H/S, DBA/2, Balb/c) kiyas-
landiginda, B6 farelerin idrar yoluyla lityumu viicuttan
atma konusunda en basgarili tiir oldugu ortaya konulmus-
tur (El-Kassem ve Singh, 1983). Bu bulgulari destekler
nitelikte DBA/2J farelerinin, B6 farelere kiyasla LiCl ile
eslestirilen bir tattan daha fazla kaginma davranigi gos-
terdikleri bildirilmistir (Risinger ve Cunningham, 2000).
Bu bulgulara dayanarak ikinci deneyde hastalik ortaya
cikarmak amaciyla kullanilan LiCl’1n dozu arttirilmstir.

Yontem

Hayvanlarin Bakimi
Hayvanlarin barinma, bakim ve beslenme durum-
lart Deney 1 ile aynidir.

Deney Gruplar:

ikici deneyde, Deney 1'de oldugu gibi, daha énce
herhangi bir deneyde kullanilmamais fareler kullanilmis-
tir. Fareler viicut agirliklarina gore es {i¢ gruba ayrildi:
LiCl — Diisiik Doz (n = 8), LiCl — Yiiksek Doz (n = 8)
ve NaCl (n = 8). Kosullama sirasinda, LiCl — Diisitk Doz
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Sekil 3. Kosullama Sirasinda Su Tiiketimi

Sekil 4. Bellek Testleri Sirasinda Su ve Siikroz Tiiketimi
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Not. Deney 2’de kosullama sirasinda ortalama
siv1 tiiketimi. Kosullama sirasinda LiCl enjeksi-
yonu alan fareler NaCl enjeksiyonu alan fareler
gore daha az su tiiketmislerdir. Degerler ortalama
+ SH seklinde verilmistir. ***p <.001

ve LiCl — Yiiksek Doz grubundaki hayvanlara LiCl (i.p)
enjeksiyonu ve NaCl grubundaki hayvanlara NaCl (i.p)
enjeksiyonu yapildi.

ilaclarin Enjeksiyonu

LiCl 6 mEq/kg (diisiik doz) ve 7.5 mEq/kg (yliksek
doz) olarak uygulandi. Kontrol grubundaki hayvanlara
9%0.9 NaCl enjeksiyonlart yapildi. Tiim ilaglar 0.3 mL/
kg’lik bir oranda enjekte edildi.

islem
Hayvanlarin kosullanmasi ve test edilmesinde uy-
gulanan islemler Deney 1 ile aynidir.

Veri Analizi
Veri analizinde kullanilan teknikler Deney 1 ile
aynidir.

Bulgular

Kosullama sirasinda gruplarn tiikettikleri sivi mik-
tarlar1 Sekil 3’te gosterilmektedir. Tek yonli ANOVA
testi sonuglart gruplarin su tiikketim miktarlart arasinda
anlamli bir fark oldugunu gostermistir. Tukey testi so-
nuglart NaCl (M = 1.085, SD = 0.252) grubundaki hay-
vanlarin hem LiCl — Diistik Doz (M =0.202, SD = 0.084;
p <.001) hem de LiCl — Yiiksek Doz (M = 0.208, SD =
0.059; p <.001) grubundaki hayvanlara kiyasla anlamli
derecede daha yiiksek su tiikettigini gostermistir. LiCl —
Diisiik Doz grubu ile LiCl — Yiiksek Doz grubu arasinda
ise anlamli bir fark gézlenmemistir (p = .998).

Gruplarin tiikettikleri su miktarlar1 Sekil 4(A)’da
gosterilmektedir. Tek yonlii ANOVA sonuglari {ic grup
arasinda su tiiketim miktar1 agisindan anlamli bir fark
olmadigini gostermektedir, F' (2, 21) = 1.227, p = 313.
Gruplarin tiikettikleri siikroz miktarlart Sekil 4(B)’de

Not. Deney 2°de bellek testleri sirasinda ortalama sivi tiiketimi. (A) Birinci bellek testi sirasinda
gruplarin tiikettikleri ortalama su miktar1 gosterilmektedir. (B) Ikinci bellek testi sirasinda
gruplarin tiikettikleri ortalama siikroz miktari gosterilmektedir. Kosullama sirasinda yiiksek dozda
LiCl, diisiik dozda LiCl veya NaCl enjeksiyonu alan farelerin bellek testleri sirasinda su ve siikroz
tikketimlerinde herhangi bir azalma gozlenmemistir. Degerler ortalama + SH seklinde verilmistir.

gosterilmektedir. Tek yonliit ANOVA sonuglart {i¢ grup
arasinda siikroz titketim miktar1 agisindan anlamli bir fark
olmadigimni gostermektedir F' (2, 21) =0.199, p = .821.

Tartisma

ikinci deneyimizin amaci, B6 farelerin KCI 6gren-
mesi daha yiiksek dozlarda uygulanan LiCl sonrasinda
gelistirip gelistirmeyecegini test etmekti. Bu amagla yeni
cevresel ipuglarina maruz birakilan hayvanlara 6 mEq/
kg, 7.5 mEqg/kg dozlarinda LiCl veya % 0.9 NaCl enjek-
siyonlar1 yapildi. Kosullama sirasinda her iki dozda da
LiCl verilen hayvanlarin tiikettikleri su miktarinda azal-
ma gozlenirken, NaCl enjeksiyonu yapilan hayvanlarda
bu durum s6z konusu degildi. Kosullamadan 3 giin sonra
tiim hayvanlar ayn1 ¢evresel uyaranlara birakilarak su ve
siikroz tiiketimleri test edildi. Iki kere uygulanan bellek
testinde hayvanlara herhangi bir enjeksiyon yapilmadi.
Bellek testi sonuglar1 LiCl veya NaCl enjeksiyonu ya-
pilan hayvanlarin tiikettikleri su ve siikroz miktarinda
herhangi bir azalig olmadigini gosterdi. Bu sonuglar B6
farelerin kosullama sirasinda yiiksek dozlarda LiCl en-
jeksiyonu alsalar bile, ¢evresel uyaranlara karsi itinme
davranisi gelistirmedigini géstermektedir.

Genel Tartisma

Bu calismada soy i¢i B6 farelerin LiCl ile ortaya
cikan hastalik ile eslestirilmis, cesitli ¢gevresel uyaranlar-
dan olusan baglama kars1 kosullu itinme davranist gelis-
tirip gelistirmeyecegini arastirmakti. Bu amagla fareler
kosullama sirasinda, siyah-beyaz bantlarla duvarlar
kaplanan ve yataklik olarak kedi kumu kullanilan kosul-
lama kafeslerine koyulduktan sonra igerisinde kirmizi
1siklandirma, beyaz giiriiltii ve limon yagi kokusu bulu-
nan kosullama odasina 30 dakikaligina yerlestirildi. Tlk
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deneyde, kosullamanin 15. dakikasinda farelere hastalik
olusturmak i¢in 4.5 mEq/kg dozunda LiCl enjekte edildi.
Kontrol hayvanlarina NaCl enjeksiyonlart yapildi. Ko-
sullamadan 3 giin sonra gergeklestirilen bellek testinde
hayvanlar kosullama kafeslerine tekrar yerlestirildi ve
kosullama odasina tasindi. 30 dakikalik bellek testinde
hayvanlara herhangi bir enjeksiyon yapilmadi. KCi’nin
gostergesi olarak hayvanlarin su ve siikroz tiikketimleri
olgiildii. Bellek testinde LiCl veya NaCl enjeksiyonu ya-
pilan hayvanlarin siv1 tiiketim miktarlar1 arasinda anlam-
I bir fark gozlenmedi. Ikinci deneyde ise 6 mEq/kg ve
7.5 mEq olmak iizere LiCl iki farkli yiiksek dozda uygu-
land1. Ancak bellek testinde hayvanlarimn sivi tiiketimleri
arasinda tekrar anlamli bir fark gézlenmedi.

Daha o6nceki c¢alismalar siganlarin LiCl ile esles-
tirilen ¢evreye tekrar maruz birakildiklarinda sivi tiike-
timlerinde azalma oldugunu ortaya koymaktadir (Rod-
riguez, 2013). C57BL/6J ile DBA/2] tiirleri ve biiyiik
ile kiigiik tiirlerin melezlenmesiyle elde edilen soy dist
farelerde yapilan iki ¢aligmada ise siganlar ile elde edilen
bulgular tekrarlanmistir (Kislal ve Blizard, 2016, 2018).
Ancak bizim ¢alismamizda soy i¢i B6 farelere yiiksek
dozlarda LiCl uygulandiginda bile sivi tiiketimlerinde
herhangi bir azalma bulgulanmadi. Hayvanlar LiCl uy-
gulanan ortama tekrar maruz birakildiginda NaCl uygu-
lanan hayvanlar ile esit miktarda su ve siikroz tiiketimi
gosterdiler. Hayvanlarin su tiiketimlerinde azalma goriil-
memesinin bir nedeni, tek bir kogullamanin soy i¢i fare-
lerde KCI 6grenmesinin olusumu igin yetersiz kalmasi
olabilir. Sicanlar ile yapilan c¢alismalarda hayvanlara
dongiiler halinde birden ¢ok kosullama gergeklestiril-
mistir (Cloutier ve ark., 2017). Tekrarlanan kosullama
oturumlar1 hayvanlarin LiCl ile olusturulan hastalik ile
¢evresel uyaranlar arasinda daha iyi bir iligski kurmasina
yol agiyor olabilir. Bunu destekler nitelikte siganlar ile
yapilan bir ¢calismada hayvanlarin tek bir kosullama otu-
rumundan sonra 0grenmelerinin gergeklesmedigi goz-
lenmistir (Parker ve ark., 1984). Ancak bizim soy dist
fareler ile daha dnce yaptigimiz ¢alismalar tek bir ko-
sullama oturumunun hayvanlarin KCI gelistirmesi i¢in
yeterli oldugunu ortaya koymaktadir (Kislal ve Blizard,
2016, 2018). ileriki calismalarda soy ici farelerin birden
fazla kosullama sonucunda KC1 gelistirilip gelistirmeye-
cegi arastirilmalidir.

Soy ici farelerin KCI gelistirmemelerinin bir diger
nedeni, bu tiir 6grenmenin ger¢eklesmesi i¢in gerekli
noronal siiregler ile iligkili olabilir. Calismalar, B6 tiirii
farelerin Morris su labirenti (Upchurch ve ark., 1988;
Paylor ve ark., 1996; D’hooge ve ark., 2001), radyal
labirent (Ammassari-Teule ve ark., 1993), baglamsal
korku kosullamasi (Paylor ve ark., 1994; Bothe ve ark.,
2004) gibi hipokampiise bagli gérevlerde yiiksek perfor-
mans sergiledigini; ancak ¢evresel kaginma (Risinger

ve Cunningham, 2000), ¢evresel itinme (Siegfried ve
Frischknecht, 1989), kosullu tat itinmesi (Risinger ve
Cunningham, 2000) gibi goérevlerde diisiik performans
sergiledigini gostermektedir. Sonuglarimiz bu bulgu-
lar ile birlikte ele alindiginda, B6 soy ici farelerin BKI
gelistirmemesinin bir nedeni olarak bu tiir 6grenmede
gorevli beyin bdlgesinin amigdala olabilecegini ve B6
farelerdeki 6grenme eksikliginin amigdala ile iliskili g6-
revlerde diisiik performans gostermesine bagli oldugunu
diisiindiirmektedir. KCI 6grenmesinde gérevli beyin bol-
gelerinin belirlenmesi i¢in gelecekte daha fazla arastir-
ma yapilmasi gerekmektedir.

Daha onceki ¢aligsmalarda Klu U olarak kullanilan
baglamin 6zelliklerinin itinme davraniginin olugmasina
etkisi oldugu goézlenmistir (Prados ve Sansa, 2002). Bir
calismada aydinlik ve kii¢lik bir kafes LiCl ile ortaya
cikartilan hastalik hali ile eslestirildiginde Klu U iglevi
kazansa da, biiyiik ve karanlik bir kafes ayni1 islem son-
rasinda Klu U iglevi kazanmamistir (Prados ve Sansa,
2002). Bu durumun kullanilan baglamn koloni kafesleri
ile benzer olmasinin nedeni olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(Prados ve Sansa, 2002). Bizim ¢alismamizdaki bagla-
min Klu U olarak islev kazanmayismin nedeninin, bag-
lam icerisinde kullanilan uyaricilarin hayvanlarda itinme
6grenmesini olusturmayacak kadar giivenli olmasi pek
olasi degildir. Hayvanlarmn kafeslerinde kullanilan ve ra-
hat ettikleri talas yerine sert ve tanecikli kedi kumu kul-
lanilmistir. Ayrica baglam igerisine gii¢lii bir koku, ses
ve aydmlatma eklenmistir. Bu uyaricilarin, hayvanlarin
itinme 6grenmesinin gelistirmesine katkida bulunacagi
Ongoriilmistiir. Buna ek olarak daha dnceki ¢aligmalar
benzer uyaricilar kullanilan bir baglamda sicanlar kosul-
landigin1 da gostermektedir (Rodriguez ve ark., 2000).

KC1 6grenmesi test etmede siv1 titketiminden fark-
It olarak bazi davraniglar da analiz edilmistir. Tipik bir
ornegi Limebeer ve arkadaslar1 (2006) tarafindan kulla-
nilan modelde, hayvanlarm LiCl ve NaCl enjeksiyonu
aldiklar1 gevrelerde orofasiyal ve somatik tepkileri dijital
olarak kaydedilmistir (Limebeer ve ark., 2006) LiCl ile
eslestirilen ortama tekrar maruz kaldiklarinda siganlarin
kosullu 6giirme refleksi gosterdigi bulunmustur (Lime-
beer ve ark., 2006). Bu refleksin KCI &grenmesinin bir
gostergesi oldugu ileri siiriilmistiir. Daha eski tarihli bir
baska ¢aligmada itinme gostergesi olarak &n ayak hare-
keti ve 6giirme refleksi kullanilmistir (Parker ve ark.,
1984). LiCl ile eslestirilen ortamda hayvanlarin daha
fazla siklikta ayak hareketi ve dgiirme refleksi gosterdi-
gi bulunmustur (Parker ve ark., 1984). KCI’yi 6lgmek
icin viicut yikama, kasima, arka ayaklar: iizerine kalk-
ma gibi baska davranigsal gostergeler de kullanilmistir
(Doobay ve ark., 2021). Calismamizdaki bulgularin bir
diger agiklamas1 B6 farelerin KCI gelistirdigi ancak stvi
tiiketiminin KCI 6grenmesini tespit etmede yetersiz kal-
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mast olabilir. KCI égrenmesinin yukarida bahsi gegen
davranigsal gostergeleri farelerde incelenmemistir. Gele-
cekteki galismalarda KCI 6grenmesini tespit etmede sivi
tiiketimi yerine davranissal bazi gostergelerin kullanilip
kullanilamayacag1 arastirmalidir.

Sonuc¢

Soy i¢i farelerin tek kosullama oturumunda LiCl
enjeksiyonu yapilan ¢evreye tekrar maruz birakildiginda
stvi tiiketimlerinde herhangi bir azalma gozlenmemis-
tir. Bu durum KCI 6grenmesinin gesitli nedenlere bagh
olarak gerceklesmemesinden ya da sivi tiiketiminin KCI
ogrenmesini gostermede yetersiz kalmasindan kaynakla-
niyor olabilir. Gelecekteki ¢aligmalar soy i¢i farelerin bu
tiir 6grenme gorevinde siganlardan ve soy dis1 farelerden
neden farkli olduguna dair fikirler sunabilir.
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Summary
Anticipatory Nausea and Vomiting in C57BL/6J Inbred Mice
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Cancer patients experience nausea and vomiting
because of emetogenic chemotherapy treatment (Hes-
keth, 1999). Antiemetic drugs are prescribed to alleviate
these iatrogenic effects (Hesketh et al., 2017). Howev-
er, if chemotherapy-induced nausea and vomiting are
not effectively controlled, cancer patients may associate
their feelings of illness with environmental stimuli in the
hospital (Roscoe et al., 2011). As a result, 30% of can-
cer patients develop anticipatory nausea and vomiting
(ANV) (Kamen et al., 2014). Patients who develop ANV
report a low quality of life due to impaired in physical,
cognitive and social functionality and they may discon-
tinue cancer treatment (Kamen et al., 2014).

The ANV is accepted as an instance of classical
conditioning (Stockhorst et al., 2007). In the terminol-
ogy of classical conditioning, chemotherapy drugs are
the unconditioned stimulus (US) that causes nausea and
vomiting which is the unconditioned response (UR)
(Stockhorst et al., 1993). As the chemotherapy sessions
continue, patients associate environmental stimuli in the
hospital with nausea and vomiting which causes these
stimuli to become conditioned (CS) (Rodriguez, 2013).
Smells, equipment, sounds, etc. in the clinic are potential
CSs (Stockhorst et al., 2007). As chemotherapy sessions
progress, reminders of chemotherapy treatment induce
nausea (Chan et al., 2015). This phenomenon, observed
in cancer patients as a result of classical conditioning,
is called ANV (Rodriguez, 2013). The risk of develop-
ing ANV increases with repeated chemotherapy sessions
and may persist long after the treatment (Aapro et al.,
2005). Understanding the psychological and neurobio-
logical mechanisms of ANV has substantial clinical val-
ue to develop new treatment methods.

Conditioned Context Aversion (CCA) is employed
as the animal model of ANV (Cloutier et al., 2017, 2018;
Limebeer and Parker, 2000). Researchers have shown
that injecting illness-inducing agents in a novel envi-
ronment containing various cues causes rats to develop
aversion to that context. (Rodriguez et al., 2000). In this
model, illness-causing agent is the US that causes the
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gastrointestinal stress which is the UR. The context in
which illness is experienced is the CS. (Symonds and
Hall, 2000). Lithium chloride (LiCl) is frequently used
as an illness inducing agent (Symonds et al., 1998).

Although extensive studies have been conducted in
mice to elucidate the role of specific genes and trans-
genes involved in the neurobiological basis of learning
and memory, CCA studies have been mainly conducted
on rats (Cloutier et al., 2017; Parker et al., 1984; Rodri-
guez et al., 2000). Only one recent study investigated the
development CCA in mice (Kislal and Blizard, 2016).

In this study, we investigated CCCA learning in
C57BL/6J (B6) mice, a strain that commonly used in
memory and learning studies. Our aim was to evaluate
whether inbred B6 mice would show conditioned aver-
sion to a illness-paired context.

Experiment 1

The aim of our first experiment was to investigate
whether inbred B6 mice would develop CCA to a context
after its pairing with LiCl-induced illness.

Method

Housing

12-week-old B6 male mice weighing between 19
and 25 g were used. Mice were housed in cages with
transparent walls (365 x 207 x 140 mm). The colony
room was maintained on a 12-hour light/dark cycle at
24 °C +/-1. Animals were given ad libitum access to
standard mouse chow but water restricted as described.
Experiments were ethically approved by the Middle East
Technical University Animal Ethics Committee.

Experimental Groups

Mice were divided into two groups according to
their body weights: LiCl (n = 10) and NaCl (n = 9).
During conditioning, animals in the LiCl group received
injections of lithium chloride (LiCl); animals in the NaCl
group received an injections of sodium chloride (NaCl).
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Drug Injection

NaCl, LiCl and sucrose were purchased Sigma (St.
Louis, MO, USA). LiCl was administered at a dose of
4.5 mEq/kg NaCl injections (0.9%) were used as sham
treatment. All drugs were injected at a volume of 0.3 mL/
kg. All injections were given intraperitoneally.

Procedure

The experiment consisted of habituation, water ac-
climation (WA), conditioning, recovery, taste familiar-
ization, and recovery phases.

First, the animals were handled 3 minutes per day
for the last 5 days of the 7-day habituation phase. On the
last day, water restriction was started at 17:30. Then, the
animals received 3 WA sessions during which standard
plastic water bottles were presented only between 10:00-
10:30 and 17:00-17:30. On the next day of the WA ses-
sion, 30 minutes conditioning was conducted starting at
12:30. Various visual, audial, tactile, and olfactory stimuli
were added to the conditioning cages and the conditioning
room to create a novel context. The walls of the condition-
ing cages were covered with black and white tapes, and cat
litter was used as bedding in the conditioning cages. In the
conditioning room, 75 decibels of white noise, 60 watts of
dim red light, and lemon oil scent were employed. During
conditioning, each animal was placed in its conditioning
cage and moved to the conditioning room. After 15 min-
utes, animals received injections of LiCl to induce illness
or NaCl as sham treatment. Green glass bottles with stain-
less steel ball-bearing spouts were used to present water
and sucrose. Fluid consumption was measured by weigh-
ing these bottles before and after conditioning. During the
two-day recovery period, the animals were given access
to water as in the WA phase in their homecages. The next
day following the recovery period, the animals were given
sucrose solution (0.5%) in their home cages in the colony
room between 12:30-13:00 to familiarize them to the taste
of the solution and water between 17.00-17.30 hours. Af-
ter the next day of the taste familiarization phase, each an-
imal was placed back in the conditioning cages and con-
ditioning room for 30 minutes starting at 12:30 without
any injection. In the first retention, half of the mice in both
groups (LiCl and NaCl) were tested for water consump-
tion and the other half for sucrose consumption. In the
second retention, the mice were tested with the solution
that was not used in the first retention test.

Data Analysis

Statistical analyzes were performed using Graph-
Pad Prism (Version 9). T-test, one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) and Tukey post-hoc tests were used to
determine statistical significance for the conditioning
and retention tests. Alpha level was set at p <.05.

Results

Independent sample t-test results showed that LiCl
group (M = 0.183, SD = 0.094) drank significantly less
water than NaCl group (M = 1.001, SD = 0.184) during
conditioning, t(17) = 12.36, p <.001.

During retentions, independent sample t-test re-
sults showed no significant difference in water consump-
tion among LiCl (M = 0.784, SD = 0.102) and NaCl (M
= 0.843, SD = 0.109) groups, t(17) = 1.224, p = .233.
Also no significant difference was observed in sucrose
consumption among LiCl (M = 0.717, SD = 0.203) and
NaCl (M = 0.844, SD = 0.165) groups, t(17) = 1.487, p
=.155

The aim of our first experiment was to test wheth-
er B6 mice would develop CCA. During conditioning,
animals injected with LiCl but not NaCl showed sup-
pression of water consumption. However, there was no
difference in both sucrose and water consumption during
retention test.

Experiment 2

In our second experiment, we increased the dose of
LiCl to see whether B6 mice would develop CCA with
higher doses.

Housing
Housing conditions were the same as our first ex-
periment.

Experimental Groups

Mice were divided into three groups according to
their body weights: LiCl— Low Dose (n = 8), LiCl — High
Dose (n = 8) and NaCl (n = 8). During conditioning, an-
imals in the LiCl — Low Dose group was injected with
6 mEqg/kg LiCl, and animals in the LiCl — High Dose
group was injected with 7.5 mEq/kg LiCl and animals in
the NaCl group were injected with 0.9% NaCl.

Drug Injections

LiCl was administered at 6 mEq/kg (low dose) and
7.5 mEq/kg (high dose) doses. 0.9% NaCl injections
were used as sham treatment. All drugs were injected at
arate of 0.3 mL/kg.

Procedure
The procedure was the same as that used in the first
experiment.

Data Analysis
Data analysis was the same as our first experiment.
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Results

One-way ANOVA test results showed that there
was a significant difference in water consumption among
the three groups during conditioning. Tukey post-hoc
test results showed that NaCl (M = 1.085, SD = 0.252)
group had lower water intake than both LiCl — Low Dose
(M=0.202, SD =0.084; p <.001) and LiCl — High Dose
(M =0.208, SD =0.059; p <.001) groups. No significant
difference was observed among the LiCl — Low Dose
group and the LiCl — High Dose group (p = .998).

During retention, one-way ANOVA results showed
no significant difference in water consumption, F (2, 21)
= 1.227, p = .313 among the three groups. Also, there
was no significant difference in sucrose consumption
among the three groups, F (2,21)=0.199, p = .821.

The aim of our second experiment was to test
whether B6 mice would develop CCA with higher dos-
es of LiCl. During retention tests, the three groups dis-
played similar water and sucrose consumption.

Discussion

The present study was conducted to investigate
whether inbred B6 mice would develop CCA against a
novel context. In the first experiment, mice were inject-
ed with LiCl at a dose of 4.5 mEq/kg to induce illness.
In the second experiment, LiCl dose was increased to 6
mEq/kg and 7.5 mEq/kg. Control animals were inject-
ed with saline. During retention tests, water and sucrose
consumptions were used as the index of CCA. In both
experiments, there was no significant difference in su-
crose and water consumption of animals injected with
either LiCl or NaCl.

Previous studies have shown that fluid consump-
tion of rats decreases when they are re-exposed to the
environment where they received LiCl injections (Ro-
driguez, 2013). These findings also replicated in out-
bred mice (Kislal and Blizard, 2016, 2018). However,
in our study, no significant reduction in fluid consump-
tion was observed even when LiCl were administered in
high doses. One reason for the lack of aversion-induced
suppression of fluid consumption may be that a single
conditioning trial was insufficient for inbred mice to de-
velop CCA. Previously, one study found that rats did not
develop aversion after a single conditioning trial (Parker
et al., 1984). However, our previous studies with outbred
mice reveal that a single conditioning trial is sufficient
for animals to develop CCA (Kislal and Blizard, 2016,
2018). Future studies should investigate whether inbred
mice will develop CCA with multiple conditioning trial.

Another reason for the lack of aversion in inbred
mice may be related to neuronal processes required for

such learning to occur. Studies have shown that B6 mice
show high performance in hippocampus- but not amyg-
dala-related task (D’hooge et al., 2001; Risinger and
Cunningham, 2000). However, the neural substrate for
CCA learning remain elusive. Further research is needed
to identify brain regions involved in CCA learning.

Researchers also measured other behaviors to
investigate the development of CCA. Limebeer et al.
(2006), recorded orofacial and somatic responses of an-
imals in an environment where they received LiCl and
NaCl injections (Limebeer et al., 2006). Rats were found
to exhibit a conditioned gaping reaction when they are
re-exposed to the reinforced context (Limebeer et al.,
2006). It has been suggested that this reflex is an indi-
cator of CCA learning. In another study, forepaw move-
ment and gaping reflex were employed to investigate
CCA (Parker et al., 1984). It was found that animals
showed more frequent foot movements and gaping re-
flexes in the environment paired with LiCl (Parker et al.,
1984). Other behavioral indicators, such as body wash-
ing, scratching, and rearing were also used to measure
CCA (Doobay et al., 2021). Another explanation of our
findings may be that B6 mice did develop CCA, but flu-
id consumption was insufficient to detect CCA learning.
The aforementioned behavioral indicators of aversion
learning have not been studied in mice. Future studies
should investigate whether some behavioral indicators
can be used instead of fluid consumption to detect CCA
learning.

Conclusion

No suppression of fluid consumption was observed
when inbred mice were re-exposed to the environment
where they experienced illness. The reason for this ob-
servation may be that inbred mice is not sensitive to de-
velop CCA with our procedural design. It is also possi-
ble that inbred mice did develop CCA, but our response
measure was not suitable to detect the development of
aversion learning. Future studies may offer insights into
why inbred mice differ from rats and inbred mice in
CCA learning.



