
450 Br~ves communications - Brevi comunicazioni [EXPERIENTIA VOL. XIV/12] 

Separat ion  of the P h o s p h o r u s  C o m p o u n d s  
Present  in the  A c i d - S o l u b l e  Fract ion  of Bov ine  

Ret ina  

Once t h e  func t i on  of p h o s p h o r u s  in  m u s c u l a r  work  h a d  
b e e n  es tab l i shed ,  t h e  ques t ion  arose w h e t h e r  t he  phos-  
p h o r u s  c o m p o u n d s  h a v e  some func t i on  in v i s ion  as well, 
s ince,  for i t s  p roduc t i on ,  t h e  ene rgy  f r o m  p h o s p h o r u s  
c o m p o u n d s ,  wh ich  deve lops  r ap id ly ,  s eemed  v e r y  sui table .  

Never the les s ,  a l t h o u g h  a g rea t  n u m b e r  of works  h a v e  
b e e n  d e d i c a t e d  to  t he  so lu t ion  of t he  p r o b l e m  a n d  h a v e  
succeeded  in  c o n f i r m i n g  t he  p resence  in t he  r e t i n a  of a 
cons ide rab le  q u a n t i t y  of organic  a n d  inorgan ic  p h o s p h o -  
rus,  so fa r  no  i n t ens ive  effor ts  h a v e  been  m a d e  to  i so la te  
t h e  va r ious  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s  p r e s e n t  in  t he  acid-  
so luble  f r ac t ions  of t he  re t ina ,  if e x c e p t i o n  be  m a d e  of 
t h e  d a t a  of t{OARE a n d  KERLY 1 a n d  of VI~NKSTERN 2. I n  
m y  p rev ious  researches  a. I h a v e  been  ab le  to  d e m o n s t r a t e  
t h a t ,  in  t he  r e t ina ,  t h e  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s  w i t h  a 
h i g h  c o n t e n t  of ene rgy  prevai l .  

The  d a t a  o b t a i n e d  b y  m e a n s  of t he  effect  d ia lysis  a n d  
of a c t i v a t o r s  a n d  inh ib i t o r s  (KERLY and  BOURNE 4, SLILL- 
MANN a n d  V o s s  5) h a v e  p e r m i t t e d  the  conclus ion  t h a t ,  for 
t he  r e t i n a  also, t he  f o r m a t i o n  of lac t ic  ac id  follows t he  
same  rou t e  of p h o s p h o r i c  glycolysis  as in  e x t r a c t s  of 
musc le ;  neve r the l e s s  t h e  i n t e r m e d i a t e  p h o s p h o r i c  es ters  
h a v e  n o t  b e e n  isola ted.  

The re  are few d a t a  on these  i m p o r t a n t  c o m p o u n d s :  [ 
h a v e  the re fo re  t h o u g h t  i t  of p a r t i c u l a r  i n t e r e s t  to  ca r ry  
ou t  a s y s t e m a t i c  r e sea rch  w i t h  t h e  special  a i m  of e labor-  
a t i n g  a n  a n a l y t i c a l  m e t h o d  t h a t  would  avo id  those  incon-  
ven iences  t h a t  i n e v i t a b l e  occur  w h e n e v e r  a n  a t t e m p t  is 
m a d e  to a p p l y  t he  classical  t e c h n i q u e  of LE PAGE 6 to  t he  
re t ina .  

Experimental part.-- Bovine r e t i nas  r e m o v e d  f rom t he  
eyebal l s  i m m e d i a t e l y  a f t e r  s l a u g h t e r  of t h e  a n i m a l  a n d  
f rozen in d r y  ice are s u b m i t t e d  to  cold e x t r a c t i o n  w i t h  
6 vo lumes  of 3% perch lo r i c  acid. T he  acid f i l t r a t e  is 
t r e a t e d  w i t h  a m i x t u r e  of equa l  p a r t s  of Nor i te-ce l i te ,  
200 m g  pe r  5 ml  of t he  ex t rac t ,  to  get  r id of t he  
nuc leo t ides .  These  are t h e n  e lua t ed  f rom t he  Nor i t e -  
cel i te  w i t h  10~o a q u e o u s  pyr id ine .  The  py r id ine  e x t r a c t  
is t h e n  lyophi l ized  a n d  p re se rved  for t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  
ana lys i s .  T h e  f i l t ra te ,  a f t e r  t r e a t m e n t  w i th  Nor i te-ce l i te ,  
is t r e a t e d  w i t h  a m m o n i u m  m o l y b d a t e  to  r emove  t he  free 
as well as the  c rea t in ic  phosphorus .  The  excess of m o l y b -  
d a t e  is p r e c i p i t a t e d  b y  H2S. Af te r  r e m 6 v a l  of t h e  excess 
of H~S b y  b u b b l i n g  a i r  t h rough ,  t h e  p h o s p h o r i c  es ters  re- 
m a i n i n g  are  p r e c i p i t a t e d  as sa l ts  of b a r i u m  in excess of 
alcohol ,  t h e n  r e s u s p e n d e d  in H~O, a n d  t r e a t e d  w i t h  
A m b e r l i t e  ( I R - 1 2 0  H).  T he  l iquid is lyophi l ized  a n d  pre-  
s e rved  for  c h r o m a t o g r a p h i c  analys is .  Th i s  is p e r f o r m e d  
b o t h  for t he  p h o s p h o r i c  es te r s  a n d  for  t h e  nucleot ides ,  
us ing  the  un id i r ec t i ona l  a s c e n d i n g  t e c h n i q u e  a t  22 ° C. T he  
s t r ips  were W h a t m a n  p a p e r  No.  1 (35 × 18) a n d  t he  sol- 
v e n t  used  was m a d e  u p  of 15 ml  of 30% t r i ch loroace t ic  
acid,  25 of 80% formic  acid,  40 of n o r m a l  b u t a n o l ,  20 of 
n o r m a l  p ropano l ,  25 ace tone .  

i 1). S. HOARE and M. KERLY, Biochem. J. 58, 98 (1954). 
2 T. V. VENKSTERN, Uspei sovremennoy Biology. 
3 E. mE BERARmI~IS and G. AURICCHIO, Ann. oft. C1. ocul. 77, 1 

[1951); 78, 53 (1952), 
4 M. KERLV and M. BOOR~E, Biochem. J. 84, 56a (1940). 

H. SOLLMA~N and T. A. Voss, Enzymologia 6, 246 (1939). 
e j .  A. LE PAGE, Manometric Techniques and Tissue Metabolism 

(N. W. Umbreit and R. H. Burris, Burgess Publ. 19491. 

Inorganic phosphorus Pi • .. • . 
Creatinic phosphorus Pc . . . .  
Fract ion i phosphorus . . . . .  
Fract ion 2 phosphorus . . . . .  
Total  ext rac t  phosphorus . . . .  

]Determined 

25-8 
11.4 

5-0 
7.1 

48.0 

! 
Calculated 

m 

11.0 
10.8 

4?-3 

To d e m o n s t r a t e  t he  p h o s p h o r u s  c o m p o u n d s  on  the  
c h r o m a t o g r a m s ,  t he  t e c h n i q u e  of BANDURm¢I a n d  AX~L- 
ROD 7 waS used.  I n  t he  Table ,  t he  re la t ives  va lues  in  the  
d i s t r i b u t i o n  of the  p h o s p h o r u s  in t he  va r i ous  f r ac t ions  are 
r epor t ed .  T h e  va lues  are  expressed  in  m g  of P /100  g of 
f resh  r e t i n a  a n d  r e p r e s e n t  t he  m e a n  va lues  of severa l  
d e t e r m i n a t i o n s .  

I n  t h e  f i rs t  c o I u m n  the  va lues  of t he  p h o s p h o r u s  de te r -  
m i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  are  given,  whi le  t he  second c o l u m n  
con t a in s  t he  va lues  d e t e r m i n e d  indi rec t ly ,  t h a t  is ca lcu l -  
a ted .  The  Pc was in f ac t  d e t e r m i n e d  b o t h  d i r ec t ly  a f t e r  
p r e c i p i t a t i o n  of t he  P~ a n d  ind i r ec t l y  as t he  di f ference 
be tween  free inorgan ic  P a n d  ' t r u e '  i no rgan ic  P, t h a t  is  Pt. 
T h u s  the fractions 1-2  were  d e t e r m i n e d  both d i r ec t ly  
a f t e r  i nc ine ra t i on  a n d  b y  t he  di f ference b e t w e e n  t h e  t o t a l  
P a n d P l +  Pc- 

The  t o t a l  P ca lcu la ted  on  the  bas is  of single va lues  ob- 
t a i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  (see c o l u m n  I) differs  s o m e w h a t  
(2 .5%) f rom t h a t  d e t e r m i n e d  in  t he  ex t r ac t ,  w h i c h  is 
p r o b a b l y  due  to  t h e  f ac t  t h a t ,  in  t he  f rac t ions  1-2, free 
p h o s p h o r u s  was  st i l l  p r e s e n t  to  some smal l  degree.  

F u r t h e r  d a t a  a n d  cons ide ra t ions  will be  g iven  w h e n  the  
work  is p r e s e n t e d  in extenso. 

E. DE ] ]ERARDINIS  

Ophthalmic clinic o/ the University o/ Naples (Italy), 
May  27, 1958. 

"Riassunto 

L ' a u t o r e  h a  s t u d i a t o  i compos t i  fosforici de l l a  r e t i n a  
in t e re s sa t i  ne l la  glicolisi, m e d i a n t e  u n a  t ecn ica  c o m b i n a t a  
ch imica  e c romatogra f i ca .  Ta le  t ecn ica  o v v i a  agli  incon-  
v e n i e n t i  lbgat i  alle classiche t ecn iche  di LE PAGE ed 
HANES e HISHERWOOD. I r i su l t a t i  o t t e n u t i  c o n f e r m a n o  
Fes i s t euza  ne l l a  r e t i n a  di  u n  a t t i v o  m e t a b o l i s m o  glicidico 
che segue la v ia  n o r m a l e  senza  p e r t a n t o  escludere  u n a  pos- 
sibile v ia  col la terale .  

7 t{.S. ]3ANDURSKI and B. AXELROD, J. biol. Chem. 193,405 (1951). 

Studio  c o m p a r a t i v o  degl i  a m i n o a c i d i  present i  
negl i  es tratt i  e neg l i  idro l izzat i  di ret ina  e di 

epite l io  cornea le  di bue  

L ' in t e re s se  s empre  c rescente  pe r  lo s tud io  del la  d is t r i -  
buz ione  degli  aminoac id i  l iberi ,  qua le  spin del r i c amb io  
pro te ico  in u n  d a t o  t essu to ,  mi  h a  i n d o t t o  a d  a f f r o n t a r e  
q u e s t o  genere  d{ s tud io  ne l  caso de l la  r e t i n a  e del l ' ep i te l io  
cornea 'e .  Ho  p e r t a n t o  s t ab i l i t o  il q u a d r o  n o r m a l e  degli 
a m i n o a c i d i  l iberi  in  ques t i  due tessut i ,  n o n c h 6  il n u m e r o  
ed il t ipo  di aminoac id i  p r e sen t i  negl i  id ro l izza t i  di ques t i  
tessut i ,  essendo la l e t t e r a t u r a  al r i gua rdo  scarsa  e f r am-  
m e n t a r i ~  1. 

1 A. J .  aCHAEFFER, Docum.  opbtal .  5, 403 (1951). 
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Leucina 
Isoleucina. 
Fenilalanina 
Metionina 
Valina 
Tirosina 
Prolina 
Ossiprolina 
Alanina 
Arginina 
Treonina 
Ist idina.  
Glicina 
Lisina 
Serina 
Acido Glutamico 
Aeido Aspartieo 
Cistina 

Quadro degli aminoacidi liberi rispetto agli aminoaeidi presenti twgli idrolizzati dei tessuti in loto 

Epltelio eorneale Cornea Retina 
Aminoacidi 

Estratto ldrolizzat~; hlmlizzat, F.stratto hlr~flizzato 

+ 
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+ 
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+ 
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+ 
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+ 
+ 
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(+) 

+ 
+ 
+ 
+ 
-t- 
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+ 
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+ 
{+ I 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
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La crocetta fra parentesi sta ad indicare la prolmhile presenza dell'amin,~aeido. 

Come mate r ia le  di s tudio sono state usate retina, epi- 
telio corneale  e cornea di b u g  prelevat i  il pifl presto possi- 
bile dopo l 'uccis ione del l 'animale  e conservati  in ghiaceio 
seeco a - 2 0  ° C Iino al momen to  dell 'uso. Gli aminoacidi 
l iberi ven ivano  es t ra t t i  dal la  re t ina  e dall 'epitelio corneale 
con 5 vo lumi  di acqua  dist i l la ta  fredda; l 'es trat to veniva 
deprote in izza to  con acido tricloroacetico al 1 0 o  (concen- 
t razione finale) e l 'eccesso di acido veniva  rimosso me- 
d ian te  r ipe tu te  es t razioni  con etere. Dopo evaporazione 
de l l ' e s t ra t to  cosl t r a t t a to ,  il residuo veniva  ripreso con 
isopropanolo al 10%. 

Gli  idrol izzat i  di  ret ina,  cornea ed epitelio corneale veni- 
vano  prepara t i  idrol izzando campioni  da 200-300 mg di 
tessuto  con 25 ml  di una  miscela in part i  uguali di HCI 
6 N e H C O O H  al 90% per  24 h, in pallone munito di re- 
f r igerante  a r icadere.  L ' idro l izza to  veniva  filtrato, portato 
a secco so t to  vuo to ,  r ipreso con acqua disti | tata, r iportato 
a secco e ripreso con isopropanolo al 10%. 

Sia gli es t ra t t i  che gli idrolizzati  venivano analizzati 
median te  c romatogra f ia  su carla.  1~ s ta ta  usata la tecnica 
bidimensionale  ascendente ;  Carta Wha tman  n ° l  in 
fogli 28 × 28 cm;  t empe ra tu r a  26°C. Come primo solvente 
6 s ta ta  usa ta  la miscela butanolo-acido acetico-acqua 
(40/10/50), come secondo solvente fenolo a11'80%. Gli 
aminoacid i  separa t i  ven ivano  evidenziati  spruzzando i 
fogli con ninidr ina  alcoolica e paragonat i  con varie mappe 
al lest i te  con aminoacidi  purl, nelle medesime condizioni 
sperimental i .  

I r i sul ta t i  o t t enu t i  sono r ipor ta t i  brevemente  nella Ta- 
bella seguente .  I n  essa la presenza sicura di un amino- 
acido 6 indica ta  con una  croce t ta ;  nei casi dubbi, sia per 
scarsa r isoluzione de l l ' aminoacido sia per la esigua quanti-  
tk presente,  Ia c roce t ta  6 racchius~, fra parentesi. Nella 
Tabel la  non f igurano da t i  quan t i t a t iv i  n6 per gli amino- 
acidi l iberi  n6 per  quelti  present i  neU'idrolizzato. Infatt i ,  
nel p r imo  caso la concentrazione varia,  oltre che col sesso, 
eta,  ecc. del l 'animale ,  anche col metodo di uccisione. Per 
di pifl, l ' az ione post mortem delle proteasi  altera la con- 
cent raz ione  degli aminoacidi  tiberi, specialmente in casi, 
come questo,  in cui i tessuti  interessati  non possono essere 
r imossi  immediatamente dopo l 'uccisione dell 'anima e. Nel 
secondo caso poi la eomposizione percentuale in ',mino- 
acidi non pu6 essere di a lcuna utilit{L da ta  la st u t tura  

complessa clei tessuti (per esempio la retina). Accanto a 
questi motivi, per cost dire, contiugenti ,  s t a l a  incertezza 
insita proprio in qualsiasi metodo di cletdrminazimm quan-  
t i ta t iva  degli aminoacidi separati mediante  c romato-  
grafia su carta. 

Dalla Tabella appare eviden t eche  i l q uad ro degli amino- 
acidi liberi 6 una earatteristic:t del tessuto esaminato,  pu t  
non rispecchianclo fedelmente la sua composizicme ill ami-  
noacidi. Ci6 risulta pih chiaramente nel cast) della ret ina 
che non in quello dell 'epitelio corneale, trt~vando umt 
spiegazkme logica nella maggiore complessit~\ istologica 
delia retina (prcsenza di wtsi sanguigni, linfatiei, pigmenti ,  
ecc.). L'epitelio corneale, inoltre, prescnta un numero di 
aminoacidi nel suo idmlizzato maggiore di quello presen- 
taro dalla cornea intera. Tale diserepauza 6 solo appareute ,  
in quanto dovuta  al fittto che nell'itlrc~lizzato di cornea in- 
tera gli aminoacidi tipici ddl 'epi te l io  sfuggono all 'osser- 
vazione data  la loro b~ussa concentrazione percentuale.  

Accanto a queste diversit:\  di na tura  qua l i t a t iva  >'e ne 
sono altre di natura quant i ta t iva  che non risultano evi-  
dent idal laTabel la  su riportata.  Alct, ni aminoacidi,  infatt l ,  
figurano in proporzionc nc t tamente  diversa negli klroliz- 
zati e negli estratt i  (valutazione eseguita in base alia in- 
tensit5 relativa clelle maechie), Nel caso della retina, t ra  
gli aminoacidi liberi figurano in quant i t5  prevalente  glicina 
ed acido glutamieo, mentre alanina 6 appcna percett ibi le;  
nell ' idrolizzato invece quest 'u l t imo aminoacido 6 presente 
in ragguardevole proporzioue rispetto agli altri, compresi  
glicina ed aeido glutamico. Nel cash dell 'epitelio corneale 
tale stridente contrasto 6 meno evidente.  Questa  diversa  
distribuzione indica ehe fra gli aminoacidi liberi f ignrano 
non solo quelli interessati nel normale processo di sintesi 
e demolizioue delle proteiue tessutali  ma  anehe aicuni  altri  
aventi  un ruolo metabolico speciale. ~: questo  il caso per 
esempio ddl ' ac ido  glutanlico di eui sono noti  i numerosi  e 
molteplici processi biochimici ai quali  prende parte.  

Ulteriori dati  sperimentali  e considerazirmi ver ranno 
esposti attrove in un law)ro in extenso di prossima pub- 
blicazione. 

E .  ol~ ]3X.:X~AUO~lr~XS 

Clinica oculistica u;,iversitaria, N apoli, il 12 gittgno 1958, 
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Zusammen/assung 

Mit te l s  P a p i e r c h r o m a t o g r a p h i e  wurde  das  Bi ld  de r  
f re ien Aminos / iu ren  de r  N e t z h a u t  u n d  des C o r n e a - E p i t h e l s  
des R i n d e s  u n t e r s u c h t  u n d  m i t  den  A m i n o s g u r e n  des 
H y d r o l y s a t s  des g e s a m t e n  Gewebes  in  B e z i e h u n g  gebrach t .  
Die  Ergebn i s se  zeigen, dass  das  Bi ld  de r  f re ien  A m i n o -  
sgu ren  ein c h a r a k t e r i s t i s c h e r  Zug  eines b e s t i m m t e n  Ge-  
webes  ist,  o b w o h l  er  n i c h t  ganz  genau  dessen  Z u s a m m e n -  
s e t z u n g  a n  Aminos l iu ren  wiederg ib t .  

D i u r n a l  C h a n g e s  in  the  B r a i n  G l y c o g e n  

As changes  in  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of b r a i n  glycogen pa r -  
allel severa l  a l t e red  s t a t e s  of b e h a v i o u r  1, t he  ques t i on  
arises w h a t  c o n n e c t i o n  t h i s  b r a i n  m e t a b o l i t e  ha s  to  au to -  
nomic  func t ions  wh ich  are r egu l a t ed  a t  t he  h i ghes t  level. 
I n  t h e  p r e sen t  repor t ,  t h e  r h y t h m s  of sleep a n d  wake-  
fulness  were chosen  as r e p r e s e n t a t i v e  of these  func t ions .  

I n  123 r a t s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  of b r a i n  glycogen was 
d e t e r m i n e d  in 6-h  i n t e r v a l s  in  f ive t o p o g r a p h i c a l  reg ions  
of t he  b ra in .  The  s ame  m e t h o d  was used as desc r ibed  in  
a p reced ing  p a p e r  ~. 

Diurnal changes of glycogen in the cerebral cortex and the diencc- 
phalon 

Glycogen (mg]lO0 g of wet weight)* 
Astronomic 

time 

0 
6 

12 
18 

Cerebral 
cortex 

91 4- 5.2 
86 ± 4.6 
89 4- 5.4 
90 + 4 . 1  

* Mean 4- S. E. 

I n [ Diencephalon n 
T 

31 117 ± 3.8 28 
34 131 ± 6"2 25 
28 135 4- 4-2 26 
30 127 4- 5.1 28 

I n  t he  Tab le  the  cha rac t e r i s t i c  resu l t s  of these  exper i -  
m e n t s  are given.  F r o m  these  i t  follows t h a t ,  whi le  t he re  
are  no  s ign i f i can t  per iodic  changes  in t h e  ce rebra l  cor tex ,  
t h e  mesencepha lon ,  ce rebe l lum,  a n d  m e d u l l a  ob longa t a ,  
t he re  is a s ign i f i can t  d i f ference  in t he  d i e n c e p h a l o n  
( P  < 0.Ol b e t w e e n  t h e  i n t e r v a l  0 a n d  12). 

The  m a x i m a l  c o n c e n t r a t i o n  of g lycogen in t he  dience-  
p h a l o n  coincides  w i t h  t he  per iod  d u r i n g  w h i c h  t he re  is a 
m a x i m a l  read iness  of t he  r a t  to  t he  ce reb ra l  i n h i b i t o r y  
s t a t e  z. 

D. SVORAD 

Institute o/Physiology, Czechoslovak Academy o/Scien- 
ces, Prague (Czechoslovakia), June 25, 1958. 

Zusammen/assung 

I n  6s t / ind igen  I n t e r v a l l e n  wurde  bet  der  R a t t e  die Kon-  
z e n t r a t i o n  des  G lykogens  ill de r  H i r n r i n d e  sowie i m  Dien-  
cepha lon ,  Mesencepha lon ,  Cerebe l lum u n d  im verI~nger-  
t en  M a r k  fes tgestel l t ,  I n n e r h a l b  y o n  24 h t r i t t  im  Dien-  
cepha lon  - u n d  n u r  in  d iesem - pe r iod i sch  eine s ign i f ikan te  
VerAnderung  der  G l y k o g e n - K o n z e n t r a t i o n  ein. 

1 M. R. A. CHANCE and'D. C. YAXLEY, J. exp. Biol. 27, 311 (1950). 
- N. Smmzu and Z. KuBo, J. Neuropath. exp. Neurol. 16, 40 (1957). 

2 D. SVORAD, Nature 181, 775 (1958). 
a D. SVORAD, Physiol. Bohemoslov. (1958), in press. 

Effect  of  A l d o s t e r o n e  and  H y d r o c o r t i s o n e  
o n  S o d i u m  in Red Cel ls  

Studies  w i t h  a ldos te rone  in t he  r a t  h a v e  r ecen t l y  led us 
to  t h e  t heo re t i ca l  conc lus ion  t h a t  t h i s  s teroid ,  a n d  perhaps  
r e l a t ed  ones  as well, can  ac t  b y  c o n d i t i o n i n g  sod ium flux 
across  cell m e m b r a n e s .  W e  h a v e  sugges t ed  t h a t  t h e  net  
effect  favors  a n  increase  in i n t r a c e l l n l a r  sodium,  possibly 
b y  h i n d e r i n g  s o d i u m  t r a n s p o r t  (eff luxl) .  The  red  cell 
seemed p a r t i c u l a r l y  a p p r o p r i a t e  for  a d i r ec t  expe r imen ta l  
a p p r o a c h  to  t h i s  pos tu la t e .  GLYNN also p r ed i c t i ve ly  con- 
s idered  t h i s  b u t  was  u n a b l e  to  d e m o n s t r a t e  a n y  effect 2. 
He  used  red  cells in  a buf fe red  m e d i u m ,  however .  I t  
s eemed  to  us  t h a t  t he  p r o b l e m  could  n o t  be  def in i t ive ly  
s e t t l ed  unless  p l a s m a  were  used  as m e d i u m  since quite 
poss ib ly  a co fac to r  or  ca r r i e r  is requi red .  F u r t h e r ,  i t  seem- 
ed  des i rab le  to  s u b j e c t  t he  cells to  forc ing procedures  
f avo r ing  s e p a r a t e l y  e i t h e r  in f lux  or  efflux. Accordingly,  
our  e x p e r i m e n t s  were des igned  to  use whole  b lood  a n d  to 
follow the  changes  in p l a s m a  [Na] a n d  [K] d u r i n g  refrig- 
e r a t i on  or  s u b s e q u e n t  r ewarming .  I n  v iew of ou r  inex- 
per ience  in  t h e  d i f f icul t  field of r ed  cell e x p e r i m e n t a t i o n  
a n d  of t he  i n h e r e n t  v a r i a b i l i t y  of whole  b lood  studies,  
e x p e r i m e n t s  were f reely r epea ted .  "Well de f ined  effects 
were d e m o n s t r a t e d  b o t h  w i t h  a ldos t e rone  a n d  w i t h  hydro-  
cor t isone.  

Methods. - F r e s h  b lood  f rom s t u d e n t  v o l u n t e e r s  was 
col lected in h e p a r i n  (0-2 ml /10  ml  blood) ,  cen t r i fuged ,  and 
the  b u f f y  coa t  r emoved .  T h e  b lood  was  t h e n  r econs t i t u t -  
ed. I t  was  d iv ided  i n to  5 m l  a l i quo t s  a n d  each  was  sam- 
p led  s e p a r a t e l y  for t h e  d e t e r m i n a t i o n  of p l a s m a  N a  and 
K a n d  of h e m a t o c r i t .  The  a l iquo t s  were t h e n  t rans fe r red  
to p r e p a r e d  t u b e s  c o n t a i n i n g  the  s te ro id  in 0.1 ml  of vehi- 
cle, or  t he  vehic le  alone.  I n  cool ing e x p e r i m e n t s  t he  tubes  
were p laced  in a r e f r ige ra to r  a t  4°C a n d  s amp led  in the 
cotd  2, 4, 6 or  24 h la ter .  Whi l e  in  t h e  re f r ige ra to r ,  they  
were  i n v e r t e d  g e n t l y  e v e r y  ha l f  h o u r  t h r o u g h o u t  t h e  day. 
I n  r e w a r m i n g  e x p e r i m e n t s ,  u n t r e a t e d  5 m l  a t i quo t s  were 
f i rs t  r e f r ige ra ted  for  24 h a n d  t h e n  s amp led  s e p a r a t e l y  in 
t h e  cold before  t r a n s f e r  to  f resh  t u b e s  c o n t a i n i n g  the 
s te ro id  or vehicle .  S a m p l i n g  was  aga in  car r ied  o u t  af ter  
0.5, 1, 2, a n d  3 h of r e w a r m i n g  a t  37°C. A ldos t e rone  race- 
m a t e  in  e thy l  a lcohol  a n d  h y d r o c o r t i s o n e  a c e t a t e  in  saline 
were used.  

Ca lcu la t ions  were  b a s e d  on  t he  c h a n g e  in  each  d a t u m  
f rom i ts  own  base  v a l u e  t a k e n  as zero. Regress ion  coeffi- 
c ien ts  were  d e t e r m i n e d  where  app l i cab leK F u r t h e r  details 
are g iven  w i t h  each  e x p e r i m e n t ,  

Results.-Effect of aldosterone on Na, K, and hemalocrit 
during rewarming. Al iquo t s  (5 ml) c o n t a i n i n g  1, 1,4, 1.8, 
a n d  2.0 9 g / m l  of a ldos t e rone  r a e e m a t e ,  or  t h e  vehicle 
alone,  were  r e w a r m e d  a n d  s a m p l e d  as  descr ibed .  Five 
s e p a r a t e  r u n s  were  ca r r ied  out .  T h e  f igure  p re sen t s  the 
essen t ia l  f indings .  A ldos t e rone  c lear ly  depresses  t he  ra te  
of N a  e x t r u s i o n  d u r i n g  r ewarming .  Th i s  is p receded  dur- 
ing t he  f i rs t  ha l f  h o u r  b y  a fall in  p l a s m a  INn] which  is 
m o s t  p r o m i n e n t  a t  lower  doses, The  p r o p o r t i o n a l i t y  of 
t h e  effect  is s h o w n  b y  t h e  dec reas ing  va lues  of t he  re- 
gress ion  coeff ic ient  w i t h  inc reas ing  dose  (Table  I). The 
effects  on  N a  are  n o t  a c c o m p a n i e d  b y  s imi la r  changes  in 
K or  h e m a t o c r i t ;  t h e s e  show t h e  n o r m a l  p a t t e r n s  of 
r ewarming .  

1 S. M. FRIEDMAN, C. L. FRIEDMAN, and M. NAKASHIMA, Amer. 
J. Physiol. (in press for Dec. 1958). 

I. M. GLYNN, J. Physiol. 136, 148 (1957). 
a R. A. FrS~ER, Statistical Methods/or Research Workers, 12th ed. 

(Oliver and Boyd, Edinburgh 1954). 


