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EXPERIENTIA 28/9

Automatic Recording of the Abstinence Syndrome in Opioid-Dependent Mice

The possibility of demonstrating physical dependence

on strong analgesics in mice has only recently been

" appreciated!-® despite the pioneer experiments of
Huipozro et al.4-$, first reported a decade ago.

The development of dependence on morphine is en-
hanced by multiple injections with regular dose in-
crements or, more conveniently, by the implantation of
thealkaloid in the dorsal subcutaneous tissue?. Subsequent
challenge by narcoticantagonists, especially diprenorphine
or naloxone, precipitates an immediate abstinence syn-
drome which is characterized by tremor, piloerection,
increased locomotor activity, defecation and, most
strikingly, by uncontrollable jumping. Despite the dif-
ficulty of assessing the value of one sign in comparison
with another, the jumping response has been reported
predominantly over the last 4 years® ?, and the possibility
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Fig. 1. Circuit diagram of phototransistors, amplifier and counting
system suitable for total counts.
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of using this measure in the estimation of the physical
dependence capacities of novel analgesics has latterly
been proposed 10-12,

‘We have observed rather a high incidence of jumping
with our non-abstinent (control) mice (OLAC/TO strain,
18-22 g, female) when using the circular platform de-
scribed by Wav et al.l, while the table referred to by
Huiposro?® presents an area too large for automatic
recording. A convenient system, which accurately records
the frequency of -stereotyped jumping and allows an
estimation of the extent of defecation at the end of the
experiment, is shown in Figures 1 and 2. 12 mice are
individually housed in ventilated, conical glass bottles
(height 21 cm; base diameter 7 cm). A discrete jump, as
opposed to a rear, is required to break the beam which
passes from the centrally located light bulb (150 watts) to
each of the 12 phototransistors (Type 2N 5777, General
Electric) positioned at a height of 14 ¢cm on the circum-
ference of the apparatus. The performance of each mouse
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Fig. 2. Apparatus used in recording the inci-
dence of jumping in 12 mice, each containing
a subcutaneous implant of morphine alkaloid.
The abstinence syndrome was precipitated by
the administration of diprenorphine hydro-
chloride (0.5 mg/kg s.c.).
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can be readily assessed by connecting each cell to a
counter which is programmed to print total jumps at 15
min intervals.

In general, the antagonist-induced abstinence syn-
drome is followed over 1 h. The automated system is
particularly advantageous when monitoring the gradual
onset of withdrawal in mice after abrupt termination of
drug treatment or in cases where the influence of neuro-
humoral modulators are being investigated on the devel-
opment of the syndrome.
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Résumé. On décrit un dispositif simple et automatique
enregistrant photoélectriquement le syndrome d’absti-
nence charactéristique, le ‘stereotyped jumping’, chez
des lots de douze souris dépendant des opiodes.

A. Cowan and P. CowaN
Phaymaceutical Research Laborvatovies,

Pharmaceutical Division, Reckitt and Colman Lid.,
Hull HU 8 7DS (England), 21 February 1972.

Etude de 'agrégation plaquettaire par le Thrombofax®?!

On a décrit de nombreuses substances capables de dé-
clancher I'agrégation des plaquettes dans des conditions
expérimentales bien établies? 3; toutefois, seulement peu
d’entre elles sont employées couramment; il s’agit no-
tamment de 1'adénosine-5'-diphosphate (ADP), du colla-
géne, de I’adrénaline et de la thrombine. Chacune de ces
substances, cependant, présente quelques désavantages
qui rendent parfois difficile I'interprétation des résultats:
TADP est instable, méme & de basses températures et pro-
voque deux vagues distinctes d’agrégation seulement a
des concentrations critiques, variables d’un sujet 4 Uantre?.
Les méthodes de préparation du «collagéne» varient telle-
ment entre différents laboratoires que le méme terme de
«collagéne» indique en réalité des substances trés diffé-
rentes les unes des autres et difficilement comparables
entre elles®. L’adrénaline est disponible commercialement
sous forme standardisée, mais elle est trés instable, une
fois que I'ampoule qui la contient a été ouverte; en outre
la. morphalogie des agrégations par adrénaline est extréme-
ment variable d’un sujet & 'autre, aussi bien que chez le
méme sujet, de fagon que seulement une évaluation quali-
tative (deuxiéme vague présente ou absente) peut étre
établie®. La thrombine est aussi disponible en commerce
sous forme standardisée pour les testes d’agrégation; il
faut en choisir une concentration telle qu’elle soit active
sur les plaquettes mais pas sur la transformation du fibri-
nogeéne plasmatique en fibrine; il est cependant difficile
d’éviter V'apparition (souvent précoce) de fibrine qui rend
lalecture désrésultats pratiquement impossible. Dans cette
note préliminaire nous désirons présenter l'activité agré-
gante d’une thromboplastine partielle (Thrombofax,
Ortho) qui nous a parue digne d’intérét; en effet, pour
I’étude de I’agrégation, il est possible d’utiliser ce réactif
tel qu’il est disponible commercialement, sans aucune
manipulation ultérieure de la part du biologiste; en outre,
la stabilité du Thrombofax et la réproductibilité de son
action agrégante, étudiées depuis 3 ans, ont été excel-
lentes.

L’adjonction de 0.2 ml de Thrombofax (non dilué) a
0.8 ml de plasma humain, citraté, riche en plaquettes
(PRP, 300.000 plaquettes/ul) dans l’agrégomeétre de
Born7?, sans effet sur la transmission initiale de Ia lumiére,
provoque une agrégation plaquettaire, si le systéme est
sous agitation continue. Cette agrégation est toujours pré-
cédée d’une période de latence (Figure). Dans quelques
PRP (environ 109%) T'agrégation par Thrombofax est
-constituée de 2 vagues distinctes (rappellant I'agrégation
par adrénaline): une premiére vague petite et réversible
suivie d’une deuxiéme beaucoup plus évidente et irréver-
sible. Des courbes obtenues par enregistrement automa-
tique des variations de transmission de la lumiére, il est
possible de calculer au moins 3 parameétres: la période de
latence peut étre mesurée en schématisant la courbe
comme indiqué dans la Figure (droite a). La vitesse maxi-

male d’agrégation est mesurée comme indiqué par la droite
b de la Figure; b exprime en unités, la variation maxi-
male de la transmission extrapolée sur 1 min, le plasma
pauvre en plaquettes ayant, par définition, une transmis-
sion de 100 unités et le PRP possédant en géunéral une
transmission variant entre 10 et 20 unités. L'amplitude
maximale, exprimée en unités de transmission, est cal-
culée (Figure, droite ¢) comme la différence entre la valeur
initiale et la valeur finale de transmission; cette derniere
est obtenue comme indigué dans la Figure.

Les résultats acquis dans 50 sujets normaux sont re-
groupés dans le Tableau I. Ces testes ont été effectués avec
un intervalle de 17 jours entre le premier et le dernier, en
employant au total 7 échantillons différents de Throm-
bofax, provenant de 2 lots (2 J 89 et 1 J 88).

La reproductibilité de 'agrégation par Thrombofax a
été étudiée au moyen des expériences rapportées dans les
Tableaux IT et IIT.

Du Tableau IT on peut voir que Perreur technique du
test est variable pour les différents paramétres mesurés
mais assez petit (de U'ordre de 5 4 109).

Une fois ouvert le flacon, le Thrombofax garde son acti-
vité pratiquement inchangée pendant au moins 20 jours,
si le réactif est soigneusement gardé entre 4° et 8°C.

Le Tableau IIT montre que la variabilité de 1a réponse
au Thrombofax d’un méme sujet, étudiée & différents in-
tervalles, est minime et rentre dans les limites de 1’erreur
technique. L’ensemble de ces résultats indique que la
reproductibilité de la méthode est excellente et que les

Tableau L. Moyennes et déviations standard (D.S.) de 3 parameétres de
l'agrégation plaquettaire par Thrombofax étudiée sur 50 sujets nor-
maux

Moyenne D.S. D.S. dela moyenne
(%)
a) Période de latence (sec) 65,3 24,6 37.7
b) Vitesse maximale 36,6 8,0 21,8
(unités de transmission/min) '
c) Amplitude maximale 44,9 7,1 158

(unités de transmission)
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