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EEG CHARACTERISTIC OF THE TEMPORARY
CONNECTIONS ELABORATED IN THE ASSOCIATION
OF TWO “INDIFFERENT” STIMULI ADMINISTERED

SUCCESSIVELY *) |

by

GH. APOSTOL

The author proves, on the basis of the experimental material, that in rabbits in
free motor activity, the elaboration of a temporary connection between two
so-called indifferent stimuli, is possible. The establishing of this temporary connec-
tion is rendered evident by the deportmental character and the electroencepha-
lographic modifications as a response to the administration of the first stimulus,
by the “spontaneous” elaboration of an alimentary motor reflex to the positive
stimulus, though this has never been strengthened, as well as by the ‘‘spon-
taneons’ extinguishing of the alimentary motor reflex to the positive stimulus,
by the extingnishing of the same reflex to the basic (strengthened) stimulus;

The possibility of the elaboration of temporary connections in the
association of two so-called indifferent stimuli has been established for
the first time in man [11], [32], [31], [19], (20], [21]. Subséquent
investigations showed that such temporary connections (associations)
are likewise fully possible in monkeys [13], [14], [17], dogs [12], [9],
[10], [13], [14], [15], [16], [18], [1], [3], [19], [20], [22], [23], cats
[20]; polecats [1], guinea-pigs [10], birds [24]. A

. The investigations presented in this paper have been carried out
with the purpose of establishing the possibility of elaborating a tempordary
connection between two external stimuli in the rabbit (in this connection
bibliographical data are scarce and contradictory [5], [10], as well as,
in case this ‘connection is possible, its electroencephalographic charac-
teristic, a fact which may yield us valuable indications concerning physio-
logical mechanisms of forming and strengthening the respective reflex:

* Work pfesented at

the First Session of Animal Physiology. (Cluj, 25 .28
may 1965) : . ‘

REV. ROUM. BIOL, ~ZOOLOGIE, Tc;nie 11, N9 6, p. 3#5—583, B'UOAREBT, 1066
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MATERIAL AND RESEARCH METHODS

The experiments were carried out on a nuember of 7 animals (Chinchilla rabhits, males
and female, weighing belween 3 and 3.5 Kg). Previously, to all test animals, NiCr elee-
trodes, with a 300 micron diameter, isolated with Viniflex varnish, were introduced into the
cortical, auditory and visual areas, and with a 20- 25 micron tip diameter into the dorsal
portion of hippocampus, septum, diencephalic nucleus reticularis, lateral hypothalamic area,
amygdala and mesencephalic reticular formation, Electrodes were introduced in pairs, the
distances between them being of 1 mm. After the introduction of electrodes, ahimals,were
subjected to a new surgical Intervention, in' view of Preparing them for recording bieelec-

activity (Fig. 1) (B. 1. Kotlear's method, [4]).

trical activity in conditions of free motor

4
Fig, 1. — The rabbit in the experimental manége prepared for the re

cording of the bio~
electric activity in conditions of free motor activity.

Experfments were effected in a screened and sound-proof chamber. Within it, a 60 %
75 cm mandge ‘was set up, where animals could move freely. The recording of hiopotentia_l,s
was made by means of a “Blofizpribor”, 16-channel ink recording_electroencephaiograph.. As
acoustic stimuli, tones of various frequencies were used, from 400 Lo 1500 hz, a 300 beatings[
min, metronome, from a sound generator, and an electric hell, A 180 w 1amp was used as
optical stimulus. -

Investigations were carrvied out as follaws :

1. The action of stimuli on ‘thg animal — the so-called indifference test —

was pre-
viously verified. c
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2. Two “indifferent” stimuli, suécessively administered, were repeteadly associated, as
G . . o
follox a. first group consisting of ‘2 animals — metronome — 400. hz. tone;.:
b '-second group consisting of 4 animals — 400 hz. tone — light ;
' thi Y isti imal — light — 400 hz. tone. ‘
. third group consisting of one animal ‘ - o
;he action of each stimulus lasted 10 sec., the interval between associations from 3 {o
- i ing the formation of “time reflex”). .
inates (for the purpese of hindering the y i N )
? mm“3 -A(n alimentary reflex was elaborated (L. G. Vorenin's method, [28] in onelof the
: : i i i i ic-or strengthened-stimulus. ‘
umerated stimuli, naming this a basic-or s : - ‘
ahove in On the background of the elaboration and -strengthening of the ahr.nentary reflex
in the b;asic stimulus, the action of the other stimulus, previously assocnated‘wlth thetfo;n}er
mas experimented. This latter was.administered 3—4 times during an experiment, not being
w . - . Y
systematically sivengthened. We named this stimulus — positive. ‘ - . ,
5. ‘We likewise tested the action of other (confrol) stimuli and compared it with that
; basie, and the positive stimuli. . , .
o the [4] Th:a extinguishing of the reflex in the basic stimulus .was . effected, ‘and_ its effect on
‘ i imuli was watched. ]
tion on the other above-mentioned stimu ‘ | )
the = In view of determining the place of the implantation of elgctrodes, at the end of expe
riments, the animals were sacrificed and the brain was subjected to a histological control.
»

RESULTS OBTAINED

ivi isolated activity of
EEG spontaneous activity, as well as the iso ]
stimulqi‘hc?n the belilauviour and EEG of the ammal—were studied -for two
aus. E ninistrations of stimuli in all the ani-
ing the first isolated administrations of stimu :
mals ]gxu;(larigmented on, motor reactions of .a research character vgerzf
observed, always accompanied by 'synchrm}ous waves of the b101130 &1(1)- .
tials Witl’l a 9.5 oscillations/sec. freqnency in the cortical areas ee,((i}_ -
encephalogram : optical and acoustical, dm}’;;ail hlppqca,mpgg-, Isr?g;ggéphﬁ?c
' i i i ral hypothalamic area a ;
cephalic nucleus reticularis, latera area ang mesendophalic
i formation. As a result of the subsequent & [ the
ggfxi%ulsfgmﬁg the motor reaction of orientation — research type dlsa,pd
peared, while a reaction of the “attention” tzlll)e ;lvas (%)reservigiéﬁi?;:si%
portmentally by frequent turnings of the head, ears pri )
gﬁ)?oilg;.?nwhﬂ{, ig EEG, synchronous wa,v%?l with & Gt_nz u?iscv%;a/fgciosﬁﬁ—
re observed. Subsequently, as the same stim a-
g;(ﬁrylrcya:d;;?nistered, deportmental reaction of the “attention” typIe1 dis
appeared, and in EEG irregular oscillations alternating with Cleasynf1 1;)1%1—
zation périods were recorded. Immediately after, it was proc?? f:h_ ff(i
the elaboration of the temporary connections between the two ‘‘in l]le
rent’’ gtimull., Thus, after a 10 sec. a,dm1mst1j‘fjt10tn of thz gﬁﬁj Is}l;;ﬁregs
i i d 400 hz. tone was: )
(300 metronome beatings/min.) & secon ) B fore wa adriinistered,
& th act moment of the cessation of the first, fo g L
qufa,letgxthat of the stimulus previously a,dmlmst?fed. Dpr;le,gtthe flrss
three associations a behavioural reaction of the “attention’™ type ﬁw;?)-
observed in each stimulus separately, accompanied in EEG‘Ey fsync o
hous waves with a 6—7 oscil./sec. frequency (Fig. 2 a). As from °
7th association, the appearance in EEG of certain synchronous wave
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i

‘Fig. 2. — The dynamies of the modifications of electricalractivi‘ty during the elabolration of

-'the temporary.connection between two stimuli (metronome 300 beatings/min. — tone 460

hz.}, @, 4th association ; b, 9th association ; ¢. 17th association ; d. “reaction between signals’”

1 == EEG of the cortical acoustic region; 2 = BEG of the corti i
t . H p cortical optic reglon; 3=TEG of th i
g;tg;et;n& ]ggﬁ.icaé r:ig.l%ns_ .F(E)éico ?%g scoustic: 4}!1 :IEEEGi of‘l the doreal hippocanmpus; § = ](L)‘Eémoft;ﬂ]‘:gsllgtﬁ:?
j 6 = Il e meselicebhalic reticular formaticn; 7 = th rd i i
external stlmuli. The calibration is everywhere equul to 100 microvol:s.r?t(i}::;l 12;;1 Ogeghe action of
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with @ higher frequency was often observed (9—10 osecil./sec.) which
appeared immediately after the administration of the first stimulus for
an about 2—3 sec. length of time, appearing anew, two seconds prior
to the administration of the second stimulus (Fig. 2 b). Deportmentally,
during this period the animal manifested orientation - research reactions

during the action of the first stimulus in.the direction of the second one.

Subsequently, after a number of about 15—16 associations, the
groups of synchronous waves of higher frequency (9--10 oscil/sec.) shifted
towards the end of the action period of the first stimulus, appearing with
2 latency Pperiod of about 7 sec. and being present over the entire action
period of the second stimulus (Fig. 2 ¢). These EEG modifications per-
sisted also later on during other associations, their presence pointing out
to the elaboration of the temporary counnection, initially proposed in
the study. o
‘ Modifications, identical in aspect and duration with those recorded
during associations, were likewise observed in the inferval between these :
“reaction between signals” (Fig. 2 d). According to us, this reaction
plays an important role in memorizing. .

After a number of 25 associations, considering that the temporary
connection between the two external stimuli had been elaborated, we
proceeded to the formation of an alimentary reflex at the 400 hz. tone.
After three days experiments, a time necessary to the elaboration and
strengthening of the alimentary reflex to the tone, we began testing the
action of the other; so-called positive, stimulus, not strengthening it syste-
matically. We found that the latter acquires the significance of a condi-
tioned alimentary stimulus. The alimentary motor reaction which appeared
at the administration of the metronome was ample, complete. As this
reaction was, however, not strengthened, its weakening was by and
by ascertained, and in the end, after 8 days of experiments so was
-ifis complete disappearance.

- A series of other gtimuli'— so-called of control — which were ad-
ministered in parallel, as would be tones of other frequencies, electric bell,
light or flash, have only. set off an ample or less. ample orientation
reaction, depending on their physiological action on the animal. No posi-
‘tive alimentary reactions were ever ascertained to these stimuli.

In EEG during the elaboration of the alimentary reflex to a 400
‘hz. tone, groups of synchronous waves with a 9—10 oscil. /sec. frequency
.appeared in all the studied areas, when deportmentally the animal carried
out the movement of pressing-the-pedal, and in the moment of the admi-
nistration of food. These modifications were also present in the case
of. the second acoustic stimulus (300 metronome beatings/min.). In the
course of time, however, as the latter has not been systematically strength-
ened, we ascertained the gradual disappearance of the second group
of. oscillations, present till then in EEG, at least prior to the adminis-
tration of food. After a period of 8 days of experiments, the disappear-
ance of the first group of oscillations was ascertained at the administra-
tion of the metronome, which so far was present, coinciding with the non-
execution by the animal of the pressing-the-pedal reaction. Control stimuli
have induced in EEG the appearance of certain reactions of the *arousal”
-type, evident at a very short time after their administration. Sometimes
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these reactions were ample enough, but never with a frequency exceed- -

ing 7 oscil./sec. ‘

The extinguishing of alimentary reaction at the 400 hz. tone has

led to the disappearence from EEG of the two groups of synchronous

oscillation of increased frequency (9—10 oscil. fsec.), only a reaction of
‘the arousal type appearing (5—7 osecil./sec.). :

The identity of EEG modifications which appeared during the
-administration of the two acoustic indifferent stimuli, previously as-
sociated, as-well as the positive response obtained .as a consequence to the
administration of the second stimulus (300 metronome beats/sec.) expres-
sed by a positive alimentary reaction, enable us to draw the eonclision
that the formation of temporary connections between. the external, so-
called indifferent, stimuli, in rabbits is fully possible.

The experimental carrying out of the second variant of our expe-
riments was made with the purpose of determining the possibility of

the elaboration of a temporary conmection between the two external :
stimuli, differing by théir nature. The 400 hz tone was associated with

light, following successively each other, and acting each time for 10 sec.
‘But as deportmentally, as well as EEG, the modifications which ap-
Dpeared were not of a different nature from those previously described, we.
shall not stop especially for deseribing them. The elaboration of the

alimentary reflex was made at the 400 hz tone. We ascertained 2 posi- .

tive alimentary response also at the administration of light. Ad-
ministered control stimuli only set off an orientation reaction of the “atten-
tion” type. In an animal we changed the place of the two stimuli in

‘association, in the sense that light followed tone. Alimentary reflex was -

elaborated also at the 400 hz tone. Considering the positive response

obtained to light, we consider that the place of stimuli within associg~ .

tions is not determining.

In order to explain certain negative results obtained by the as-
sociation of two “indifferent’’ stimuli by certain anthors [6—-8], [256—27],
[32] we proposed to study the evolution  of the elaboration and extin-.
guishing of temporary connections between two “indifferent’’ stimuli
by the nse of a large number of associations (above 80).

In two animals, after the introdmction of electrodes in the optical

‘and acoustical regions of the cortex, hippocampus, lateral hypothalamie

arez and mesencephalic reticular formation, it was proceeded to the
elaboration of a temporary connection between two “indifferent’’ stimuli,
% 400 hz tone and light, administered successively, each for a period of
10 gec. Identically, as in the first .series of experiments, we observed
about the same modifications which appeared in BRG during the admi-
nistration of the above mentioned stimuli. After an interval of 5 days

“of experiments, we noticed that as far as behaviour was concerned, the

animals were very different as against the initial period. These employed
most of the time passed in the experiment chamber resting almost mo-

‘tionless or stretched on the chamber floor. During this time, in BEG
‘appeared low frequency and high amplitude waves, particularly persis-

tent during the administration of the respective stimuli (Fig. 3). After a
number of about 80 such associations, we passed on to.the elaboration

‘of an alimentary motor reflex at the 400 hz tone. -4 days from the elabo-

7
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- ration of the above mentioned reflex, we tested the action of the other
windifferent” stimulus, previously associated with tone, but not asso-

ciated with food. No alimentary reaction to this stimulus was observed

L

: " :

4 ki | -

i L SHIEm e 5 5

i il - naate : LR %Em o 5,%‘“

: s -

Fig. 3. — The modifications of electrical activity during the 50th associatifin ofltwo“‘im_iif—

ferent’”” stimuli (fone 400 hz.—light). The extinguishing of the conditioned oricntation reaction
) and the appearance of slow waves as a response to the stimulus.

1 = EEG of the cortical acoustic region; 2 = EEG of the cortical opiic regicn; § = EEQ of the dorsal hippo-

© campus; 4 = BEG of the lateral hypothalamic ared; & = EEG of the mesencephalic reticular formation é =

The recording of the action of external stimull,'*The calibration’ Is everywhere equal to 100 m.lcrovolts. time = 1 sec.

on the part of the animal. Neither in the following days did we obtain
@& positive alimentary response, though the stimulus was administered
11 times in all during the experiments. The results obtained ‘proved the
faet that the initially formed temporary connection was extinguished as
# consequence of the large number of associations (over 80). '

DISCUSSION OF RESULTS

Usually, ‘indifferent” stimuli are called those stimuli which have
at one time no special signalling importance, only giving rise to an
unconditioned orientation reflex. It is considered that, as a rule, orien-
tation reaction is extinguished relatively rapidly in this way too, the indif-
ferent stimulus ceasing seemingly to act upon the organism. If we judge
the action of indifferent stimuli according to electric reactions of the brain,
the problem is more complicated. So far, we failed to find in speciality
literature a study similar to the one carried out by us. According to
us, such a study implies in the first place the nse of a relatively com-
plicated experimental technique, the use of chronic experiment and, in
‘addition, ‘the recording of the electric activity of the brain in condi-
tions of free motor activity. .

As it resulted from the experiments carried out by us, the elabora-
tion of certain temporary connections between the so-called indifferent
stimuli is, under certain conditions, fully possible. Thus, the experimental
material shows that by the repeated association of two indifferent stimuli
(20—25 associations), administered successively, a temporary connec-
tion ig formed between them, rendered evident by modifications which
appeared in the EEG of the studied zones. Thus, if initially, whichever
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of the stimuli administered by us induced in WEG a reaction of the
“arousal’ type, characterized in the rabbit by the appearance of certain
synchronic waves with a 5--7 oseil./sec. frequency in optical and acous-
tical regions of the cortex, hippocampus, diencephalic nucleus reticularis,
mesencephalic reticular formation, a.0., after a number of associations
between the indifferent stimuli, we notice that the frequency and ampli-
tnde of synchronous oscillations are modified appreciably. A modification
similar to that observed by us during the elaboration of temporary con-
nections between indifferent stimuli, was reported by L. G. Voronin
and B. L. Kotlear [29], [30] during the elaboration and strengthening
of alimentary and defence motor reflexes. The above mentioned authors
have observed that the alimentary motor reflex, represented by a motor
reaction of the animal towards the feeder as a result of the adminigtra-
tion of a conditioned stimulus, is accompanied in EEG by the appearance
of synchronous waves with a 9—10 oscil./sec. frequency which always
precede the animal’s motor reaction. In the case of the absence of
this reaction in the conditioned stimulus, the absence of the above men-
tioned modifications is established in BEG. : .

An analogous dynamics is described by the authors also in the
case of a defence motor reflex. It is important to point out to the fact
that the authors have not ascertained the digappearance of these modi-
fications from EEG, not even in the case of the use of a large number
of associations. :

In the case of our experiments, namely of the elaboration of a
temporary connection between two external stimuli, this 8 —10 oscil. /sec.
gynchronous activity gradually disappears from EEG and, at the same
time the extinguishing of the respective temporary connections is observed.
This may account in fact for the negative results obtained by some
authors, by the association of certain external stimuli (sometimes more
than 200 associations).

We consider that the use of a detaled electroencephalographic
study may elucidate the problem of the formation of temporary connec-
tions between “indifferent” stimuli, having in view specific modifications
which appeared in the summary electric activity of the brain during
their formation. .

CONCLUSIONS

In rabbits, in the free motor activity, the elaboration of a tem-
porary connection . between two so-called indifferent stimuli is possible.
The establishment of this temporary connection is proved by :

a) the deportmental character and the electroencephalogram modi-
fications as a response to the administration of the first stimulus, similar
to those which are usnally recorded at the administration of the condi-
tioned stimulus ;

b) the “spontaneous’ elaboration of an alimentary motor reilex
to the positive stimulus, though this has never been strengthened ;

¢) the “spontaneous” exfinguishing of the alimentary motor reflex
to the positive stimulus, by the extingnishing of the same reflex to the
(strengthened) basic stimulug. o
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CONTRIBUTION A L'ETUDE DU PROCESSUS
HEMOSTATI QUE CHEZ CERTAINS CRUSTACES MARINS
ET D’EAU DOUCE *)

I“AR

"MATHILDE JITARIU

Although the problem with regard to the coagulation of the inner medium in
Crustacean decapoda has been studied for a very long time, so far no valid
conclusions are drawn.

In dealing with this problem, the present paper tries. to. put into accordance
various fresh data concerning the coagulation phenomenon in Crusfacean decapoda
such as: Carcinus, Pachigrapsus and Astacus. -

I}e'probléme de Ia coagulation de I’hémolymphe des Crustacés est

‘encore ’'objet de plusieurs controverses. Aucun des nombreux travanx

publiés dés 1879, n’a réussi § établir définitivement si ce Drocessus est
semblable & celul de la coagulation chez les vertébrés, ou #’il g’agit d'un
processus, beaucoup plus simple.

Méme dans la monographie des crustacés [17] parue en 1960, au
chapitre sur le sang, ’auteur, Marcel Florkin, mentionne deux hypo-
théses concernant la coagulation : celle qui soutient que le processus
coagulatif se réalise. par une agglutination des cellules suivie d’'une
gélatination du plasma, et 1’autre, selon laquelle la. coagulation a lieu
par Paction directe de la diastase active (coaguline) sur le fibrinogéne

‘plasmatique.

Cette diastase active existerait dans tous les tissus, y compris les
cellules de 1’hémolymphe qui la libérent, au moment de leur destruction.

Nous. avons commencé i étudier ce probléme en 1958 et toutes les
données obtenues nous ont menés 3 la conclusion que le processns de
coagulation du milien interne des ecrustacéds -marins (O’arcmus, Pachi-
gmpsus) et d’ean. douce (Astacus) ne peut é&tre comparé celui de 12

coagulation des vertébrés supérieurs.

*) Travail présenté & la Premiére Session de Physiclogie animale (Cluj, 25—28 mai 1965).

REV. ROUM, BIOL.~—ZOOLOGIE, Toms 11, NO &, p. 385— 500, BUCAREST, 1066
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Il existe certainement certaines analogies structurelles entre le
milien interne des vertébrés et celui des invertébrés. Aingi I’hémolymphe
des crustacés et le sang des vertébrés contiennent des éléments figurés, les
cellules. Les deux types de cellules {(granulées et hyalines) ressemblent aux
thrombocytes des vertébrés, car elles présentent toutes les deux, mais
surtout les granulées, le phénoméne de ¢la métamorphoge visqueuses
exactement comme les thromboeytes (6). Done, par des transformations
améboides, elles commencent 3 adhérer aux surfaces rugueuses, s’agglu-
tinent et finalement se désintégrent..

Les cellules de 1'hémolymphe ressemblent encore aux thrombocytes
par une plus grande concentration du cytoplasme en ions de Na qu'en
ions de XK, fait déjh signalé par B. Maupin [14] dans les plaquettes
humaines.

Nous avons trouvé aussi bien dans les cellules de I’hémolymphe
des crustacéds d’eau douce que dans celles des crustacés maring, une
plus grande quantité d’ions de Na qgue d’ions de K [15].

Nous avons aussi réussi 4 mettre en évidence la présence d’une
protéine de type acto-miosinique dans les cellules [7], protéine qui a
certains caractéres semblables 4 la « thrombosténine » reconnue récemment.
par Bettex-Galland et Liischer [2] dans les thrombocytes humains.

"Nous avons pu déceler, cette fois-¢ci par des méthodes histochimi-
ques, la présence d'un mucopolysaccharide dans la membrane des deux
types de cellules ganguines et dang les cellules granulées; il existe aussi
sur la surface des granules de Pintérieur des cellules [8].

Cela représente quelques données nouvelles concernant la structure
chimigue des cellules de ’hémolymphe des crustacés, .

La constitution chimique dn plasma du milien interne de ces crus-
tacéds est déji connue [17] et les protéines qu’il contient {17, [3] ont été
géparées électrophorétiqguement sur le papier [4], [18]. Zuckerkandl [18]
aréussi i mettre en évidence b fractions et ’auteur remarque que certaines
-de ces fractions peuvent ne pas apparaitre quand animal se trouve dansg

~ certaines conditions physiologiques. '

Nons avons séparé les protéines du plasina (les cellnles ont été
éloignées par absorption sur un changeur d'ions, spécialement préparé
dans .ce but) [9] movennant Pappareil de Kern et en général nous avons
obtenu 3—6 fractions, suivant ’état physiologique de 1’animal. Comme
mobilité, ces fractions correspondent i celles du sang des mammiféres,
ayant un rdle osmotique, de transport de O,, des lipides et d’autres
pigments (sauf hémocyanine) tandis gue les fractions 3 et 4 se com-
portent comme hétéroagglutinines [167. : ‘

Nos expériences nous prouvent que les fractions qui correspondent
aux globulines plasmatigues des mammiféres, 4 part les réles men-
tionnés, participent au processus de coagulation, car aprés la gélifica-
tion de 'hémolymphe, elles apparaissent dans le sérum (liguide résultant
de la destruction mécanique du gel) dans un rapport plus faible qu

" dans le plasma de la méme hémolymphe [7]. :

Mentionnons aussi la glutination gui probablement prend part elle
aussi, au processus de coagulation, du moment qu'elle apparait en
quantité plus faible dans le sérum, aprés la gélification de la méme
hémolymphe, - : : :
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‘Dans le processus’ de coagulation chez les crustacds que nous
avons étudiés, ce sont en premier licu les éléments figurés qui jouent
le réle principal. Comme ils posseédent la méme fragilité que les thrombo-
cytes des vertébrés, lorsqu’ils touchent une surface rugueuse, le phéno-
méne de métamorphose visqueuse se déclenche immédiatement, suivi de
I’agglutination et finalement de leur désagrégation. L’énergie nécessaire
5 ces fransformations morphologiques est fournie, d’aprés nos données,
par la consommation de glucose de ces cellules, consommation qui-varie,
gelon D'espéce, de 0,03—0,056 mg9%, et qui correspond en méme temps
3 la quantité de glucose que possédent ces cellules [8]. :

~ Mais apport important dans la coagulation fourni par les cellules
du milien inferne, réside d’une part, dans Ia quantité considérable d’ions
qu’elles libérent en se détruisant et d’autre part, dans P'apport d’une
quantité de protéine dont la plus importante, est la protéine de type
acto-miosinique. :

Nous avons pu démontrer expérimentalement que, durant la gélifi-

cation de I’hémolymphe, a lieu un échange ionique gui augmente la
quantité d’ions de Na et K du gel (grice & ’apport cellulaire) et qui
diminue les ions de Ca et Mg (chez les crustacés d’eau douce) ou seule-
ment les ions de Mg (chez les crustacés marins). La quantité d’ions de
Ca et de Mg qui a disparu de I’hémolymphe, se retrouve entrée dans
la constitution des filaments qui apparaissent au cours du processus de
coagulation [15]. '
_ Nos expériences nous montrent en méme temps que le gel qui
se forme et qui constitue la plus grande partie du caillot, est formé
surtout de ponts saling, les uns plus labiles (comme ceux de Na) les
autres plus stables (ceux de K, Ca, Mg). '

Les ions de Mg ont aussi un autre réle; ils interviennent dans
le processus d’agglutination. La preuve la plus évidente nous est fournie
par les expériences sur le milieu interne des. Lamellibranches. Leur hémo-
lymphe ne présente pas le phénoméne de coagulation mais seulement
une agglutination des cellules, au moment ol elles sont sorties du corps.

Toutes nos analyses nous ont prouvé que tandis que les cellules
de I’hémolymphe de ces animaux s’agglutinent, une certaine quantité
d’ions de Mg disparait de I’hémolymphe en échange d’une quantité
d’ions de Ca qui apparait dans I’hémolymphe et qui provient ‘des cellules
agglutinées. Au lieu d’ions de-Ca perdus, on trouve dans les cellules agglu-
tindes, la quantité d’ions de Mg, disparue de 1’hémolymphe (15). Cette
expérience nous permet done de conclure que la désintégration des cellules
de I’hémolymphe des crustacés, fournit en premier lieu une quantité
d’ions qui, en modifiant la concentration électrolytique de 1’hémolymphe,
erée un facteur favorable i la formation de ponts salins dans le proces-
sus de gélification du plasma. En méme temps, certains.ions (Ca, Mg)
réagissent probablement par des protéines cellulaires et plasmatiques, en
participant ainsi 4 Ia formation des filaments insolubles. - '

Nous faisons cette affirmation & la suite de nos expériences qui
nous ont démontré que durant la désagrégation cellulaire il se produit
aussi dans 1’hémolymphe un apport de protéines dont quelques-umnes
participent 3 la formation des filaments qui pourraient étre facilement
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confondus avec les filaments de fibrine, mais qui n’ont pas leur source
dans le fibrinogéne. = - ‘ —

Mous les chercheurs sont d’accord surle fait que les cellules détruites
et agglutinées de ’hémolymphe forment nne masse d’un ton gris-blane
gu'on a nommeée «celfibrine». Ce que devient cette celfibrine au moment
de la coagulation de 'hémolymphe, n’est pas encore préecisé, mais on fait
pourtant la distinetion entre cette celfibrine, et les filaments qui apparais-
sent au cours dela coagulation de hémolymphe et qui d’aprés ces auteurs
sont des filaments de fibrine apparue lors de la transformation du fibri-
nogéne existant dans 1"hémolymphe. '

Nous avons préparé la celfibrine d’aprés la méthode de Glavind
[5] ét aprés une hydrolyse préalable de celle-ci, on a mis en évidence
électrophorétiquement et chromatographiquement, les acides-aminiques
produits. En isolant en méme temps les filaments solides de ’hémolymphe
gélifide, filaments qui selon beaucoup de chercheurs, sont des filaments
de fibrine, nous les avons traités exactement comme la celfibrine préparée
antérienrement. Non seulement les acides-aminiques résultés de 1hydrolyse
de 1a celfibrine et de ces filaments solides apparus lors de la coagulation
normale de I’hémolymphe sont les mémes, mais leur rapport aussi est
le méme, ' ‘

" Tl est logique de conclure que les filaments qui apparaissent pendant
1a coagulation sont en réalité des filaments de celfibrine.

" Chez les thrombocytes humains, ainsi que Pont démontré  certaing
chercheurs, la présence de la protéine de type acto-mioginigue dans les
cellules de I’hémolymphe joue peut-étre un role dans la détermination
de la métamorphose visqueuse {12], [13], mais chez les animaux que
nous avons étudiés, c'est elle aussi qui est, 4 notre avis, le support de
base de l'apparition des filaments de gel.

Nous n’avons démontré expérimentalement que la protéine de type
acto-miosinique de ces cellules, entre dang la structure des filaments
de gel mais toutes les caractéristiques réactionnelles de ceux-ci nous
permettent de soutenir 1’hypothese sus-mentionnée. : ‘

De méme, nous n’avons pu démontrer expérimentalement que su
cette protéine sont fixédes les molécules macroérgiques, mais nous avons
réussi 3, mettre en évidence leur présence dans ’hémolymphe [9]. Si
ces moléonles macroérgiques ne fournissent que’ 1’énergic nécessaire o
la gélification, ou si elles déclenchent aussi une polymérisation de la
protéine de type acto-miosinique, nous ne POUVONS pas encore 'affirmer
mais seulement en émettre I'hypothése. ‘ '

‘Les filaments qui spparaissent au moment de 1a coagulation ne
sont probablement pas seulement formés d’acto-miosine pure, mais dela
réaction de celle-ci, avec une partie des globulines plasmatigues.

Ce fait a 6té mis en dévidence par 1’électrophorése réalizée par
T'appareil de Kern, o les phorégrammes obtenus du plasma et du gel
de la méme hémolymphe, montrent une augmentation du gel dans l'albu-
mine par rapport au plasma et une diminution des globulines par rapport
au méme plasma [7]. Il est certain que les globulines disparues ont
réagi avec ’acto-miosine cellulaire en formant des polymeéres énormes,
qui forment: les filaments de celfibrine. Cette hypothése mne contredit
nullement ce que nous avons constaté amtérieurement, soit la. concordance
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pa,rfa)ite de la composition de la celfibrine avec celle des filaments de
gel, car la méthode de préparation de la celfibrine [5] rend possible
1a réaction de la protéine acto-miosinique cellulaire avec les globulines

o plasmatiques_et la formation de la- celfibrine, done en réalité des fila-

ments de gel,. parce qmue cette réaction a lieu dés le début..
Un_dernier argument qui renforce notre théorie sur le mécanisme
de;coa,gulamon de ’hémolymphe de ces crustacés, c’est ’enregistrement &
I’aide du thrombélastographe, des qualités physiques de ces filaments de
I’hémolymphe gélifiée. . .
Comme les essais de dosage du fibrinogéne nous ont donné des
résultats négatifs et que les enregistrements élastographiques ont mis

a

F:ig. 1. —a, I'Aa‘ Icourbe thrombeélastographique de I'hémolymphe
d’ Astacus f{uv:amzs (3 individus) ; b, La courbe thrombélastographique
de 'hémolymphe de Carcinus moenas (3 individus).

en évidence le manque de toute courbe caractéristique de l'existence des
fils de fibrine, ‘F_lg. 1 nous coneluons gue ces filaments n’ont pas une
origine iibrinogénique et que, par conséquent, le processus coagulatif chez
ces animaux est un processus plus simple que chez les vertébrés et qu'il
se réalise avec le concours en égale mesure de certains composants cellu-
laires et de composants plasmatiques.

Le thrombus est, comme nous le croyons le Tésultat du pa
de 'état de sol i Iétat de gel, de la plupay;rt d’e éléments comgoggiﬁg
d;u plasma et des cellules détruites, la fermeté du gel étant réalisée par
Papparition de certains filaments solides qui ont leur origine dans la
réaction entre une protéine cellulaire de type acto-miosinique et une partie
des globulines plasmatiques, réaction & laquelle participe aussi une cer-
taine quantité d’ions de Ca et de Mg du plasma.
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BEITRAG ZUM STUDIUM DER ZUSAMMENHANGE
ZWISCHEN WACHSTUMSHORMON (STH) UND
' NERVENSYSTEM*®)

VON

Z, KIS

The effect of pituitary growth hormone was investigafed on albino rats with
unilateral extirpation of the brain cortex as well as on atropin or pendiomid
treated ones, The results obtained show that the functional state of the nervous
system (especially that of the wvegetalive cholinergic system) has a great
influence upon the mechanism of the G.H. effects.

‘ Die neuro-endokrinen Vorginge bilden einen der am meisten
untersuchten Gegenstinde der hentigen Endokrinologie.

Fiir eine Korrelation zwischen dem Nerven- und dem endokrinen
System sprechen zahlreiche experimentelle Ergebnisse und klinische
Beobachtungen, durch welche erwiesen wurde, daB die hormonale Sekre-
tion unter gewissen Bedingungen durch Nervenreizung ausgeltst werden

" kann. Mit anderen Worten also : Reize ans der Umwelt 16sen im Zentral-

nerven-System nicht nur die entsprechenden Reize auf die Effektoren
aus, sondern rufen auch entsprechende hormonale Sekretion auf dem
Wege des Hypothalamo-Hypophysarsystems hervor. Obwohl das Bestehen
dieser Zwischenbeziehungen vielfach bewiesen wurde, ist das Problem.
als Ganzes noch nicht geniigend geklirt infolge der Komplexitit und
Vielfalt dieser Beziehunger.

Zu den ungeklirten Problemen gehdrt auch das STH, obwohl dieses
Hormon viel untersucht wurde, Viele seiner biologischen Eigenschaften
und Effekte mind bekannt, wie: allgemeine anabolische Wirkung, lipo-
mobilisierende Wirkung, diabetogene Wirkung. Arteigenheit n.a., ohne

daB jedoch die intimen Mechanismen dieser Wirkungen bekannt wiren

(11— [31, [8] — [7], [12], [14]

Das Problem unter dem Aspekt der Untersuchung der moglichen
Beziehungen zwischen STH und Nervensystem wurde vom Verfasser
unter dem Einfluf einer Reihe von experimentell und klinisch erwiesenen
Tatsachen aufgenommen. So wurde beispielsweise beobachtet, dafl die

*) Anli#filich der ersten Tagung fiir Tierphysiologie, Cluj, 25.~28. Mai 1965 vorgetragen.

. BEV.ROUM BIOL.—ZOOLOGIE, Tome 11,0 6, p.391—30¢, BUCAREST, 1966
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Wirkungen desselben Praparates innerhalb derselben Art nicht identisch
sind. Gleichfalls wurde in der Therapie festgestellt, daB dasselbe Pré-
parat bei einigen Zwergen deutliches Wachstum auslost, wobel andere
der Behandlung widerstehen.

Gestiitzt auf diese Beobachtungen ergibt sich die Frage ob die
wachstumstimulierende Wirkung des Hormons ausschliefllich einer spezi-
fischen Molekularstruktur (akéiver Kern) zu verdanken sei, welche als
Biokatalysator auf die Zellvorginge wirkt, oder ob die katalytische
Wirkung des Hormons auch durch andere Faktoren bedingt sein kénnte ?
Diese Frage fithrte zu der Idee die mogliche Abhingigkeit des Wirkungs-
mechanismuos des Waehstumshormons vom Nervensystem zu untersuchen,
indem von der Annahme auggegangen wurde, dal die nervisen Vorginge,
die in der Phylogenie von Stufe zu Stufe immer hoheren bestimmenden
Rang in dem Zusammenspiel der Funktionen des Organismus einnehmen,
in einem so wichtigen biologischen Vorgang wie es das Wachstum ist
ebenfalls von grofier Bedeutung sein miissen [11], [13].

Auf Grund dieser Annahme wurden folgende Untersuchungen an
weillen Ratten unternommen.

Junge weibliche weiBe Ratten wurden mit Wachstumshormon
Tangfristig behandelt. Im ersten Teil des Experimentes wurde die Wirk-
samkeit des verwendeten Priparates durch Kontrolle der Gewichts-
zunahme untersucht, nachdem die Tiere in folgende Gruppen geteilt
wurden :

Eine Gruppe wurde weiter mit STH behandelt. Bei einer anderen
Gruppe wurde die Hirnrinde der rechten Hemisphire operativ entfernt
und mit 8TH weiter behandelt. Bei der Kontrollgruppe wurde ebenfalls
die Hirnrinde einseitig entfernt. Bei den iibrigen zwei Gruppen wurde
die Behandlung mit STH auch mit Atropin bzw. mit Pendiomid zwecks
Hemmung des parasympatischen und sympatischen Nervensystems asso-
ziiert. Die Behandlung mit STH in Verbindung mit verschiedener Beein-
flussung des Nervensystems dauerfe einen Monat. '

" Nachdem man die Versuchstiere getdtet hat, wurde eine Reihe
von Untersuchungen des Zwischenstoffwechsels durchgefiithrt, in dem
man Hypophyse, Thymus und Pankreas der Tiere hystologisch und hysto-
chemisch untersuchte. AuBerdem wurden auch immunologische Proben
entnommen um die Bildung des Antihormones gegen das verwendete
Priparat heranszustellen. Weiterhin wurden noch zwei Versuchsfolgen durch-

gefiihrt um die Versuchsergebnisge bei der mit STH und Atropin behan-

delten. Gruppe zu bestatigen und zn vervollstindigen, bzw. um die Wachs-
tumswirksamkeit unter Einflu8 der Elektrokoagulation der Mandelkerne
zu untersuchen [8]—[10], [4]. , _

Auf Grund der Arbeitsergebnisse wurde Folgendes festgestellt :

Die. stimulierende Wirkung des STH sank bei jeder Beeinflussung j:

des Nervensystems. Dies erwies sich besonders bei der Behandlung mit
Atropin, in dem das Wachstum der Tiere unter das Niveau der Kontroll-
gruppe zuriickging, obwohl die verabreichte Dosis von STH die gleiche
war wie bei den anderen Gruppen. ' ' _
Die Behandlung mit STH bei verschiedener Beeinflussung des

Nervensystems hatte anch die Strukfur der Hypophyse verindert : unter *

dem Finflu8 von STH exogen verminderten sich die alfa-Zellen. Diese
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“Erscheinung konnte bei der mit STH und Atropin behandelten Gruppe

nicht beobachtet werden, obgleich die spezifischen Wirkungen des STH
nicht aunitraten. . ' _ B
Fir die Abhéngigkeit der wachstumsfordernden Wirkung vom Zu-

- gtand (Tonus) des vegetativen Nervensystems sprechen auch die immuno-

logigchen Untersuchungen, so wie die Bestimmung des Anstansches
‘Gage ; die mit STH und Atropin behandelten Tiere ]ia;gierten nicht auf &iéle:g
Hormon ;. durch Hemmen des parasympatischen Nervensystems stieg der
Atmungskoeffizient an. :

Der EinfluBf des STH auf den Zwischenstoffwechsel verinderte
sich infolge der Beeinflussung des Nervensystems, besonders infolge der
Behandlung mit- Atropin : diese verstirkte die diabetogene Wirkung des
Hormons, hentinte seine lipomobiligierende Wirkung, hemmte den Biwei-
anabolismus, und verinderte betrichtlich auch die Konzentration der
Nukleinséiuren in Thymus und Leber.

Nach Entfernen der Mandelkerne traten betrichtliche Verdinderungen
auf nur betreffs des Einbaues von P2 in den Nebennieren. .

Auf Grund der Forschungsergebnisse sind folgende SchluBfolgerungen
Zu TNennen :

Obwohl das STH den unerliBlichen Faktor fir das Wachstum
darstellt, ist sein Sekretions- und Wirkungsmechanismus bedeutend
vom funktionellen Zustand des Nervensystems beeinfluft. Diese Fest-
stellung wurde durch die Tatsache bewiesen, daB jegliche Beeinflugsung
des Nervensystems die Wirkung des STH auf das Wachstum verminderte.
Die Gewichtszunahme bei den halbseitig dekortikalisierten Versuchstieren
148t sich durch Aufholen der durch den operativen Eingriff bedingten
gfeﬁlus;el :rklﬁil;en. B{iachtenswert ist, daB die vor dem Eingritf mit STH

ehandelten Versuchstiere geringere (ewich i i
S s gering ewie tsverluste zeigten, alg dl_e

Die Ergebnisse bei der mit Atropin oder Pendiomid behandelten
Gruppen leiten zur Annahme, daf die funktionelle Integritat des vege-
tativen Neryensystems (besonders des parasympatischen) eine Grund-
bedingung fiir das Wachstum unter der Wirkung des STH darstellt. Die
Ta.tsa:c]:_te, dal} sowohl die Blockierung des parasympatischen Systetns als
auch die Hemmung des sympatischen die spezifische Wirkung des STH
vermindert spricht fiir die Einheit dieses Systems.

Bei der Deutung des Einflusses des Nervensystems auf das Waehstum
ergeben sich Schwierigkeiten durch die Tatsache, daf dieser Einfluf
sowohl mittelbar durch andere Driisen mit innerer Sekretion, als anch
unmittelbar durch Nervenwirkung stattfinden kann. J edenfalls, unab-
hiingig von mittelbarer oder unmittelbarer Wirkung des vegetativen
Nervensystems, bezeigen die Forschungsergebnisse, daB in einem normalen
Organismus das STH seine Wirkung in enger Verbindung mit dem vege-
tativen Nervensystem, insbesondere mit dem cholinergischen ausiibt.
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BEITRAGE ZUM STUDIUM DER .WIRKUNG‘VON
GLYKOKORTIKOIDEN AUF DEN KOILENHYDRAT-
STOFFWECHSEL BEI DER WEISSEN RATTE*)

VO,

J. MADAR

In the present work the dynamics of the “free” and “bound” insulin aétivitv
of the plasma in white rats was studied, under the action of provoke;i
hyperglycaemia. i - :

It was found that the ratio between the aclivity of the *“free’ and “bound™
plasma insulin is modified in function of the time of treatment with hydro-
cortisone and it changes specifically in relation with the modification of the
insulinogenic index. :

Die Nebennierenrinde spielt in der Regel .

g gelung des Kohlenh -
stoffwechsels. durch die Glykokortikoidhormone %ine wichtigléjL yﬁi;?lg.
Elmge A_ut(_)ren 31, [, 71, [8] haben die Erscheinung des Steroid-Dia-
betes bei Tieren, welche mit ACTH oder mit Glykokortikoiden behandelt

“wurden, experimentell bewiesen. Die Stérun, '
7 ‘ : ] . gen der Kohlenhyd -
~ wechselregelung von diabetischem Typ wurden gleichfalls anf ili?jgig;

Plan, mit grofler Frequenz in den suprarenometabolische
bemerkt [4]. Die meistex_l_ Autoren behaupten, daf der Steﬁ'oglﬁ?]%)di;%ﬁig
zusammen mit der antiinsulinischen Wirkung auftritt, welche durch
-(a[lfixl]en[%berschufs von Glykokortikoidhormonen hervorge’):'ufen wird [3],
’ . :
_ Durch die Wichtigkeit, die der Bestimmung der G
sowie der insulinischen Alktivitit des Plasmas zuiteht h;%ifeﬁieﬁ%?:
gq;'a,nderungen durch Behandlung mit Hydrocortizon ~ auf Grund der
Ntorungen der Kohlenhydratstoffwechselregelung studiert [10], [11].
Nach dlgase’rjl Forschungen haben wir uns das Studium der Dynam,ik VOI‘I
‘der ysfreien sowle der ,,gebundenen” insulinischen Aktivitit des Plasmas
vorgenommen, wie auch das Funktionieren ihres physiologischen Aufls-
Elaﬁ%sﬁmeégilé?;lls%lﬁ& _%m:cha die hyperglykéimische Wirkung (bei den nor-
Stagizer Denanaimg, -el enen mit teilweisem Alloxan-Diabetes, nach

* Anli s . - | . . N
tragen.) ABlich der ersten Tagung fir Tierphysiologie, Cluj, 25.—28. Mai 1965 vorge-
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MATERIALE UND METHODEN

Die Versuche wurden mit weiBenRatten, mi nnlichen Geschlechies, von 180—200 g
Kérpergewicht durchgefithrt, welche reichhaltige Nahrung an Fettstoffen und Kohlehydraten
verabreicht erhieiten — und 18 Stunden vorher in den Hungerzustand verzetzt wurden. Die
einzelnen Gruppen umfaGten je 25.-30 Tiere und wurden in 6 Arbeitsgruppen eingeteilt ¢

I: Kontrolligruppe ; 11: Normale Tiere, die 5 Tage lang mit je 5 mg/100 g Hydrocor-
tison pro Tag (s.c.) behandelt wurden ; II1: Normale Tiere, die 20 Tage lang mit 5 mg/100 g
Hydrocorti,_sbn pro Tag (s.c.) hehandelt wurden ; IV : Tiere niit teilweisem Alloxan-Diabetes ;
v : Tiere mit teilweisem Alloxan-Diabetes, die 5 Tage lang it je 5 mg/100 g Hydrocortison.
pro Tag (s.c.)'behﬁndelt wurden ; VI: Tiere mit teilweisem Alloxan-Diabetes, die 20 Tage:
lang mit je 5 mg/100 g Hydrocortison pro Tag (s.c.) behandelt wurden.

Nach diesen Behandlungen wurde die Glukosetoleranzkurve an der Hilfte der Tiere:
aus jeder Gruppe (10) mit Hilfe der Somogyi-Nelsc n-Methode [9] verfolgt. Der Blutzucker-
spisgel wurde 15, 30, 60, 80 Minuten nach intravensser Belastung von 0,1 g Glukose/100 g
aus einer 209%igen Losung bestimmt. :

Bei der anderen Haiilfte der Tiere aus den verschiedenen Gruppen wurde die ,,freie’”
plasmainsulinische Alctivitdt (AIPI) bestimmt — und 30 Minuten nach der Glukosebelastung
bestimmie man sie von neuem (ATP30°). Fiir diesen Zweek wurden 2 ml heparinisiertes Plasma
verwendet, welches man durch die Blutung enthiupteter Tiere erhielt. Die ,freie’’ plasmainsu~
linische Aktivitat wurde mit Hilfe der Vallance-Owen-Methode auf das isolierte Ratten-Zwerch-
fell dosiert {15]; die ,gebundene” insulinische Aktivitdt wurde durch diese Methode nach
einer vorgehenden Priinkubation des Plasmas mit einem frischen, epididymischen Fettgewebe
(0,1 ml) bestimmt, nach der Technik wvon Antoniades [1]. Um eine gréfitmogliche:
Auflisung zu sichern, haben wir eine Extraktmenge von {iher 18 Mikrogramm N/ml Inhalt.

verwendet.

ERGEBNISSE

Aus den Daten beziiglich der insulinischen Aktivitit des Plasmas
geht hervor, daB die ATPT ‘der Kontrollgruppe 57 mikro-E/ml besitzt
—und die AIP30° bis zu 420 mikro-Ejml anwichst. Die normalen
Tiere, welche 5 Tage mit Hydrocortison behandelt wurden, weisen eine.
merkliche Erhohung sowohl der ATPI, als auch der ATP30’ der Kontroll-
gruppe gegeniiber auf (428, bzw. -+ 63%). Nach einer 20tigigen Behand-~
Tung der normalen Miere mit Hormon, sinken sowohl AIPI als aunch.
ATP30’ unter die Normalwerte (—34, baw. —84%). :

Nach der Erscheinung des teilweisen Alloxan-Diabetes weist die
insulinische Aktivitiat grundverschiedene Werte auf, je nach Dauer der
Behandlung mit Hormon. Auf diese “Art sinkt ATPI und AIP30’ (—58,
bzw.—899,) bei der teilweisen Alloxan-Diabetes-Gruppe. Die 5 Tage lang’
dauernde Behandlung mit Hydrocortison fithrt im Falle des Alloxan-
Diabetes teilweise zur Wiederherstellung der ATPT, wie der ATP30’, ohne.
daB jedoch die Grenzwerte der Kountrollgruppe erreicht werden (-—28,
bzw. —749%). Nach 20tigiger Behandlung der Tiere aus der teilweisen
Alloxan-Diahetes-Gruppe mit Hydrocortison, wird das stirkste Herab-
ginken der ATPT und ATP30’ vermerkt (—65, bzw. —93 %),

Aus den Daten geht hervor, daB der Durchschnitt der nireien™
und der ,,gebundenen’’ insulinischen Aktivitat, wie anch die 30 Minuten.
nach der Glukosebelastung befreite insulinische Aktivitit, bei der Gruppe.
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der Tiere mit teilweisem - Alloxan-Diabetes bezeichnenderweise fallt —
ohne daB jedoch, die insulinische Aktivitst aus einer der beiden Frak-
tionen verschwindet. | . |

: Die urspriinglichen Werte der insulinischen Aktivitit des Plasmas

* yeibessern sich b Tage nach der Behandlung mit Hydrocortison gegen-

iiber der Gruppe mit teilweisem Alloxan-Diabetes; es tritt jedoch ein
Wertunterschied zwischen ,,freier”’ und ,,gebundener’ insulinischer Akti-
vitat auf, wobei die Quantitét des nach der Glukosebelastung befreiten
Ipsuling der verhidltnismiBigen Wiederherstellung der ,,gebundenen”
ingulinischen Aktivitdt gegeniitber unproportioniert vermindert ist.

BESPRECHUNGEN

Die urspriingliche Ubereinstimmung des glykimischen Niffeaus

it der insulinischen Aktivitit des Plasmas — nach 5- bzw. 20tigiger

Behandlung der normalen Tiere, sowie der Tiere mit teilweisem Alloxan-
Diabetes mit Hydrocortison — bezeigen, daff je nach Dauer der Behand-
Tung mit diesem Hormon biphasische Verinderungen eintreten, sowohl
bei der AIPI wie auch bei der ATP30’,— eine Erscheinung, die durch den.
Angporn bzw. Verbrauch des Endokrin-Pankreas zu erkliren ist [5], [12].

Was die erste dieser biphasischen Wirkung betrifft, stimmen unsere
Daten mit einigen Beobachtungen iiberein, nach denen die unter ‘den
Bedingungen des klinischen oder experimentellen  Diabetes zugefiihrten
Glykokortikoiden in beschrinktem MaBe die Syndrome verbessern konnen
[10], [14]. Auf klinischem Plan ist die giinstige Wirkung des Cortisons
bei der Behandlung von Zustinden der Ingulin-Resistenz wohlbekannt
[14], da dieses die Synthese der antiisulinischen Antikérper verhindert.

Der Parallelismus des Niveaus der Glykimie mit der ,freien’ und
der y,gebundenen’ insulinischen Aktivitit 5 Tage nach der Behandlung
mit Hydrocortison gestattet die Rechtferticung der Behauptung, dal
eine Verbesserung des Diabetes eintritt, jedoch nur im Falle wenn keine
Glukosebelastung vorhanden ist. Nach Glukosebelastung konnte keine
proportionierte Verbesserung der befreienden physiologischen Mechanismen
vermerkt werden. Der ingulinogenische Index [13] bleibt im Rahmen
des Diabetes bestehen. Diese Tatsache erfordert eine differenzierte Bewer-
tung der Wirkung des Cortisons im Falle der btdgigen Behandlung.
Nach unserer Meinung ist die iiberschiissige Sekretion des pankreatischen
Insuling wahrscheinlich das Resultat einer effektvollen antiinflamato-
rischen Wirkung, die durch das Hydrocortison auf den durch Alloxan
angegriffenen Pankreas-Inseln hervorgerufen wird, — da die Glykokorti-
koide den befreienden Mechanismus des auBerhalb des Pankreas liegenden,
gebundenen Insuling nicht verbessern kinnen [2]. '

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die angefithrten Daten ergeben folgendes :
: 1. Nach einer kurzen Behandlung mit Hydrocortison, steigt die
Glukosetoleranz der normalen Ratten; desgleichen steigh AIPI und

“AIP30’. Nach lingerer Behandlung sinkt die Glukosetoleranz, parallel

mit AIPI und ATP30.
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2. Die Tiere mit teilweisem Alloxan-Diabetes weisen nach Stégiger
Behandlung mit Hydrocortison eine Besserug des Diabetes auf, wobei
die Werte der AIPI und AIP30’ steigen, Nach 20tdgiger Behandlung,
verschlechtert sich der Diabetes, und die Werte der AIPI wie der AIP30
ginken bezeichnenderweise.

3. Das Hydrocortison itbt eine blphamsche Wirkung aunf die ,,frele”
insulinische Aktivitit des Plasmas aus.

4. Tm teilweisen Alloxan-Diabetes wichst die ,freie’’ und die

sgebundene’ insulinische Aktivitdt nach einer kurzen Behandlung mit
Hydrocortison, der insulinogenische Index jedoch erfihrt durch erhohte
Glukosezufuhr seine wesentliche Besserung.
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.'OIONTRIBUTION A 'ETUDE DE LA FONCTION

TROPHIQUE DE L’EOORCE OKREBRALE. INANTTION*)

PAR

D. I. ROSCA

Continued our studies on the trophic function of the cortex, we examined the
variation of the sanguine hydraemia of the liver, of the skeleton musculature and
of the heart, the respiration of the hepatic and muscular tissues, the number of
the erythrocytes and the hemoglobin in the white rats, normal or decorticated
frontal-parietal bilateral, under the influence of the total alimentary inanition
of four days. : .

‘We find significant differences only in the respect of the respiration of the hepatic
and muscular tissues, more extensive in the decorticated rats. This confirms our
hypothesis that the trophic cortical function appears in visible manner of course
of the chronic sollicitations.

Dans nos recherches antéricures [2]—[8] nous avons déja établi
de nombreuses corrélations entre l’activité de 1’écorce cérébrale et la
dynamique de quelques processus mitaboliques chez les rats blanecs.
Afin de développer et de compléter ces études, nous avons poursuivi chez
les mémes animaux la variation des trois mdlces physiologiques sa,ngums,
aprés quatre jours d’inanition totale.

" MATERIEL ET TECHNIQUE

Le choix des animaux et leur décortication fronto-pariétale ont été effectuds de la
méme fagon que dans tous nos travaux précédents. L’expérimentation proprement dite des
anfmaux a été faite pendant deux mois; aprés cette période a eu lieu un rétablissement post-
opératoire complet,

Les indices physiologiques étudiés ont été: a) la respiration tissulaire hépatique et
musculaire {muscle guadriceps), selon la méthode manométrique de ‘Warburg ; b) le nombre
des grythrocytes (lame Thomas et liguide Marcano) et I'hémoglobine (méthede Gowers-Sahli)

*} Travail présenté 4 la Premitre Session de Physiologie animale (Cluj, 25—28 mai 19‘65)
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dans le sang intégral obtenu par décapitation des rats; ¢) I’hydrémie sanguine, celle du tissu
hépatique et musculaire (muscle guadriceps) et du cour.

Dans les conditions de notre laboratoire (2 la température de 17°C), la survie moyenne
des animaux, normaux et décortiqués, i jeun, a ¢té de quatre jours.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Aprés quatre jours a jeun, les rats des deux lots ont subi une
perte moyenne de poids corporel égal (25,4%); une diminution de la
proportion de ’eau, plus accentude chez les rats témoins que chez les
rats décortiqués (tablean n°® 1), mais la modification des deux lots n’est
pas significative du point de vue statistique ; nne augmentation des- éry-
throcytes et de 1’hémoglobine, la dernidre senlement étant significative
du point de vue statistique.

Aussi nous avons constaté des différences entre les deux lots en ce
qui concerne les variations de la respiration tissulaire : chez les rats

Tableau 1

La variation des certaing indices physiologlquué chez les rats normaux et décortiqués, 3 jeun
A—ean; 8.U,—=substance sec; a, b, ¢, d, lots expérimentaux

_ - -
= &g £ Respiration tissu-
=) Rapport A/S.U. dans: (D%, 2 ; a N
Etat fonctionnel 2‘5‘9 : 2 & =t laire mm®0,/0,2 g/h
des animaux = &, Mus- { 'g '__é = ¢E> Muscu-
5 g Sang l*o;e- ctL:f‘; Ceur '2‘ ? F E 58 Foie lature
z ,
» £ [Moyennel — 3,89 2,50| 3,06| 3,38! 10,43| 95 117,6 37,14 | a
= Moyennel — | 9,09 A,
7 % 2ES.+% 13| 04 | 004] 08 | 86 | 23 18,7 32 |
]
g Moyenne| —25,4|  3,25! 2,38 | 2,85| 3,10| 11,54 |112,5 119,0 30,15 | b
<
Slg ES.£%| 20/ 07 05 ) 07 | 09| 48 | 32 2,5 L8 |
@ B T =
§ T Var %|-254 164 50 —6,0 |—8,8 |410,6 |H18,0 | +1,2 | —1388
! envers {| — 044! 0,16 0,21{ 0,20, 0,22]| 3,5 0,1 2,2
a pl| — 0,0 o010] o10| 010 o,10| 0,01 0,10 0,02
: 0,01
s : ' :
» S [Moyenne| — 3,67 2,49] 2,61 3,19| 9,54 (100 140,3 46,53 | ¢
w |28 -
E. % EIES.+ % — 06| 08 | 06 | 05 | 63 | 3.4 6,4 56 |
'*g Moyenne| —25,4 | 3,43| 2,45 2,77| 3,13{ 11,70 118 128,8 31,50 | d
L] T —
Slg ESE% 15| 09| 05| 09| 04 ) 77 | 44 5,1 2,1
SR | var 1—254( 6,5 |—1,6 |46 {—1,8 |i22,6 |+18 | —81 | —32.3
B lenversf| — 0,03 0,14 o040| ©0,30| 0,70| 2,60 1,30 3,00..
e p| - 0,10 0,10| o040| 0410! 0410 0,02 0,10 0,01
‘ 0,01

normaux 2 eu len une légére augmentation dans le foie et une diminu-
tion dans la musculature, mais dang celle-ci seulement l’augmentation
est plus ample et significative du point de vue statistique; chez les rats
décortiqués la diminution est de beaucoup plus ample dans tous-les—deux
organes et elle est significative du point:de vue statistique (Fig. 1, ¢ et d).

ramam T A

T’augmentation du nombre des, érythrocytes, ainsi que celle de

Ta, quantité de ’hémoglobine ¢t la. diminution de la respiration tissulaire
dans les deux organes étudiés, ne peuvent pas étre expliqués uniquement
ar la perte d’eau dans le sang et dans les tissus, selon Schulz, J. et

: % Muller [9], parce qu’il n’y a pas de parallélisme étroit entre la varia-

tion de ces indices entre eux-mémes ni entre ceux-ci et la variation
hydrémique du sang et des tissus; en dehors des modifications hydrémi-
,ques & certainement lieu une évacuation des organes réservoirs—plus accen-
“fuée chez les animaux décortiqués—et une diminution de lactivité enzy-
matique dans le fole et dans les muscles, plus accentuée ches les rats
décortiqués. Cette supposition est en concordance avec les résultats
obtenus par Niemeyer, H. et collab. [1], chez les rats, sur la phospho-
rilage hépatique, qui baisse aprés trois jours d’inanition de 40 pour cent
ot avee ceux de Terroine, Thérése [10], obtenus aussi chez les rats,
oi aprés sept jours d’inanition totale les animaux ont présenté une
diminution: de Dactivité de bH-nucléotidase (adénilic-3’-phosphatase) de
20 pour cent. ‘ . o _
L’analyse des données présentées .
ci-dessus et de celles qui ont été déja
‘publides par nous sur ce sujet [2]—[8], + %
met en évidence troig faits principaux : 70
 a) Chez lés animaux décortiqués,
aprés au moins un mois et demide ré-
tablissement, quand apparemment le wl
mangue delI’écorce cérébrale est compen- ‘ -
86 par Pactivité des étages sous-corti-
¢aux,la valeur de certains indices physi-

ologiques est différente en comparaison g =
avec celle deg animanx normaux-témoins. & }] Z
Aingi, en dehors des données établies Z
dans le présent travail pourla respira- | p =

tion hépatique et mmusculaire, nous si-
gnalons de méme nne augmentation plus
‘grande du poids corporel, une quantité
Plus ¢levée du glutathion total dans le 1
foie et la musculature et un niveau plus -%
haat des protiéines sériques aux dépens

de D’augmentation des albumines. -
_ b) Pendant les sollicitations aigués, v
les différences nettes-significatives n’ap- Fig. 1. —La variation des quelques indices

araissent nas tonjours au voi ; physiclogiques chez les rats mormaux (co- -
P P J b nt de vue lonnes blanches) et chez les décortiqués (co-

_?f’&?l.?thue, Qans la' variation de_ certains jonnes hachurées), aprés Pinanition totale
indices physiologiques-métaboliques en- durant quatre jours, en comparaison des
tre les animaux témoins et les animanx animaux normalement nourris (M); a =
décortiqués : l'incorporation du phos- Membre des érythrocytes ; b=hémoglobine ;
Phoreradioactif dansles divers organes et ¢ =resb 'rat‘°“£§1;§33§§; ¢ = respiration
la variation d’acide ascorbique surrénal, '

chez les rats témoins exposés 3 l'action du froid séveére (—16°C) durant
une-heure est & peu prés de celle des rats décortiqués; aussi, dans les
memes conditions d’expérimentation, la variation du calcium sérique et
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du phosphore plasmatique n’est pas significative au cours du stress par
le froid. La variation du glutathion hépatique et musculaire, celle de 1a.
protéinémie, de la lactacidémie aprés un effort musculaire, sont insigni-
fiantes, aussi bien que la variation comparative d’hémoglobine et du
nombre des érythrocytes pendant I'inanition alimentaire de quatre jours.

Mais, dans d’autres cas il y a des différences significatives entre les:
deux lots d’animaux ; aingi une inertie évidente des mécanismes compen-
sateurs aprés électrochoque se manifeste chez les animaux décortiqués,
de méme qu’une diminution de la respiration hépatique et musculaire:
aprés inanition. o ‘ -

¢) Lorsque les animaux sont exposés i des sollicitations chroniques.
(systématiquement répétées durant seize jours am moins), il y a une
nette - différence entre les individus décorfiqués et les témoins. Ainsi,

aprés un entrainement 3 Peffort physique durant vingt-six jours, augmen-

tation d’acide lactique sanguin aprés un effort musculaire standard
est plus’ petite chez les rats témoing que chez les non entrainés, alors
que chez les rats décortiqués la croissance de la lactacidémie est plus.
grande que deux fois sa valeur chez les rats non entrainés témoins ou
déecortiqués ; on peut done supposer que pendant I'absence de D’écorce.
cérébrale fronto-pariétale, par la répétition de Peffort physique (au cours.
de l'entrainement) Pefficacité des mécanismes sous-corticaux du réglage:
est diminude ; anssi est-il de méme dans Dactivité phosphatasique alcaline
du sang on du glutathion hépatique et musenlaire. e méme comporte-
‘ment @ été constaté pendant leffort d’acclimatation dans Paction de
quelques facteurs stressants (le froid de —16°C) pour la respiration
tissulairé hépatique et pour l'acide ascorbique des surrénales. _
Tant que les animaux déeortiqués ont des conditions habituelles
de vie, leur comportement général est semblable # celui des animaux
normaux, celui-ci étant assuré par Pactivité des étages sous-corticaux.
Alors que les animanx ge trouvent dans des conditions détavorables qui

nécessitent un. effort permanent d’acclimatation, ils ont un comportement.

tout & fait différent de celui des animanx normaux : 'inertie, Uefficacité,
la plasticité des mécanismes sous-corticanx sont de beaucoup diminudes.
non seulement en ce qui concerne le dosage d’utilisation énergétique, mads
aussi en ce qui concerne le rétablissement du potentiel d’effort et d’aceli-
matation.

CONCLUSIONS

1. Chez les rats décortiqués, par rapport aux rats normaux, la.
proportion d’eaun est légérement diminuée dans le sang, la musculature
de la cuisse et le ceeur; le nombre des érythrocytes est moindre tandis.
que la proportion d’hémoglobine est plus grande; la regpiration hépa-
tique et musculaire est plus intense.

9. Aprés inanition totale durant quatre jours, le comportement des:
deux lots est semblable en ce qui concerne la variation de tous les indices
physiologiques étudiés en dehors de la regpiration tissulaire hépatique et.
musculaire ofi I'abaissement est 3 pen pres double chez les décortiqués.
que chez les normaux-témoins. -
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. 3. Lees présents résultats confirment notre hypothése selon laquelle
_1a fonction trophique de l'écorce cérébrale des rats blancs -est moins
_exprimée chez les rats décortiqués soumis aux sollicitations aigués que.

1 chez les rats soumis aux sollicitations chroniques.
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