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phagia. A differentiation of these individual mechanisms 
of the action of barbiturates - the nervous and humoral 
component of the regulation of food intake, based hitherto 
assembled clinical results, is not yet  possible. 

E. KUHN 

Institute o~ Human Nutrition, Prague (Czechoslovakia), 
September 76, 7958. 

Zusammen/assung 

Im Gegensatz zum Chlorpromazin- und bedingt reflek- 
torischen Heilschlaf 16st die Medikation yon kleinen Do- 
sen kurzwirkender Barbiturate w/ihrend der 14t~igigen 
Sehlafperiode bei Geschwiirkranken und Neurotikern 
eine zeitweilige Hyperphagie verschiedenen Grades aus. 
Der relative Anteil yon einzelnen mitbeteiligten Mecha- 
nismen wird diskutiert. 

P R O  E X P E R I M E N T I S  

E i n  N o m o ~ r a m m  z u r  K o m b i n a t i o n  

m e h r e r e r  E r l ~ e b n i s w a h r s c h e i n l i c h k e i t e n  

Fiir die zusammenfassende Beurteilung der gemein- 
samen Wahrscheinlichkeit mehrerer voneinander nnab- 
h/ingiger Versuchsergebn!sse gibt es verschiedene metho- 
disehe M~3glichkeitenX,~, yon denen die Kombination 
mittets der z~-Werte nach FISHnR ~ wohl die unter den 
gew6hnlichen UmstRnden vorteilhaftestel und deshalb 
auch die verbreitetste * sein dtirfte. Sic beruht darauf, 

I A. Bi l~n~ls~ ,  J,  Amcr. star,  Ass. 49, 559 (195.1). 
K. P~imnu, Biol. Zbl. 63, 152 {1943). 
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burgh 1934). 
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dass die Gr6sse - 2  ~V'loge Pi wie 7. 2 mit 2 k Freiheits- 
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graden verteilt und daher exakt testbar ist. 

Das angefiihrte Nomogramm gestattet nun die schnelle 
und hinreichend genaue graphische Bestimmung der kom- 
binierten Totalwahrscheinlichkeit Pt bei der Zusammen- 
fassung von 2, 3 oder 4 Versuchen. Der Ablesungsvorgang 
ergibt sic]l aus der Rechentafel selbst, bzw. ist aus den 
beigeffigten Schemen zu erkennen. 

Im Falle zweiev l/'evsuche geniigt (lie linke Bildh{ilfte: 
man geht mit P~ und P~ in die linke Netztafel ein und 
erh/ilt das gesuchte P ,  mittels deren Schnittpunktes, bzw. 
genauer dureh dessert Verschiebung parallel zu den ge- 
strichelten Leitlinien bis auf die Resultatleiter I I .  

Im FatIe dveier Versuche wird die Leiter I [ zur 1)reh- 
oder Zapfentinie6: yon ihr aus wird eine Ablesegerade 
durch den Wert fiir P ,  auf Leiter P3a  (nicht P3 !) gelegt, 
deren Sclvfittpunkt mit der Resultatleiter I I I  das ge- 
suehte Pt ergibt. 

Im Falle yon vier Versuchen geht man wie bei I I, aber 
beiderseits symmetriseh yon Pt  und P2 links, bzw. P s .  
und P4 rechts aus vor, wobei zu beachten ist, dass nun- 
mehr auch Leiter P3a  zur Zapfenlinie wird. (Ihre Skala 
entspricht nut dem P eines einzigen Versuches, n~mlich 
dem des dritten yon dreien, und ist daher als solche zur 
Ablesung des kombinierten Wertes yon P~ und P4 allein 
nicht verwendbar.) Die gesuchte Totalwahrscheinlichkeit 
Pt wird in diesem Falle mittels einer durch die entspre- 
chenden Punkte auf II  und 3a gelegte.n Ablesegeraden auf 
der Resultatleiler I V ermittelt. 

Absehliessend wird noch darauf hingewiesen, dass 
zwecks Vermeidung iiberfliissiger I)ezimalstellen alle P-  
Werte in Prozenten angegeben sind und daher zum Beispiel 
der Ausdruck ~ 0,1 ~ einem Zehntelprozent, das heisst einer 
Wahrscheinlichkeit yon 0,001 entspricht. 

b p. LucKl.:v, Nomographie (Leipzig 1953). 
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Herrn D. LAUKO sei an dieser Stelle fiir die technische Ausfiih- 
rung aufriehtiger Dank ausgesproehen. 

R.  ~TUKOVSKY 

Endokrinologi. sches Insti tut  der SlowaMschen Akademie 
der Wissenschaften, Bratislava ( Tschechoslowakei), 22 .Au-  
gust 1958. 

S u m m a r y  

A n o m o g r a p h  is p resen ted ,  w h i c h  g ives  (accord ing  to  
FISHER'S fo rmula )  t h e  pooled p robab i l i t i e s  for the  com- 
b i n a t i o n  of two,  three ,  a n d  four  i n d e p e n d e n t  e x p e r i m e n t s  
respec t ive ly .  

P R O  E X P E R I M E N T I S  

A M e t h o d  for the  S e p a r a t i o n  
a n d  E s t i m a t i o n  of Catecho l  A m i n e s  in  U r i n e  

Adrena l ine ,  n o r a d r e n a l i n e ,  a n d  a t h i r d  c a t e c h o l a m i n e ,  
n a m e l y ,  h y d r o x y t y r a m i n e  are  c o n s t i t u e n t s  of n o r m a l  
u r inO-~ .  V4hile biological  m e t h o d s  a re  ava i l ab le  for de-  
t e r m i n a t i o n  of c a t e c h o l a m i n e s  in  b lood  a n d  ur ine ,  these  
m e t h o d s  h a v e  obv ious  l i m i t a t i ons  for  r o u t i n e  work  a n d  
can  on ly  be e m p l o y e d  for t he  d e t e r m i n a t i o n  of t h e  p h a r -  
maco log ica l ly  ac t ive  h o r m o n e s ,  a d r e n a l i n e  a n d  n o r a d r e n -  
a l ine.  A d i f fe ren t ia l  f iuo romet r i c  m e t h o d  4 h a s  b e e n  used  
in t he  p a s t  for  d e t e r m i n a t i o n  of all t h r e e  ea t echo lamines .  
I n  t h i s  m e t h o d  t h e  c a t e c h o l a m i n e s  a re  e s t i m a t e d  b y  a 
c o m b i n a t i o n  of t h e  f iuo romet r i c  m e t h o d s  of WEIL- 
MALHERBE a n d  BONE ~ a n d  of VON EULER and FLODING 6. 
Tile fo rmer  m e t h o d  e s t i m a t e s  the  s um  of t he  t h r ee  ca te-  
cho lamines .  A d r e n a l i n e  a n d  n o r a d r e n a l i n e  are e s t i m a t e d  
s e p a r a t e l y  b y  t h e  l a t t e r ,  a n d  h y d r o x y t y r a m i n e  is ob-  
t a i n e d  b y  t h e  d i f ference  in  r e su l t s  b e t w e e n  t h e  t w o  m e t h -  
ods.  

I t  s e e m e d  des i rab le  to  deve lop  a m e t h o d  for s i m u l t a n e -  
ous  e s t i m a t i o n  of all t h r e e  ca t echo lamines .  I n  p rev ious  
e x p e r i m e n t s  ~,s i t  was  s h o w n  t h a t  i t  is possible  to  ace ty -  
la te  c a t e c h o l a m i n e s  q u a n t i t a t i v e l y  in b iological  t i ssue  and, 
ur ine .  These  a c e t y l a t e d  d e r i v a t i v e s  of ad rena l ine ,  nor-  
ad rena l ine ,  a n d  h y d r o x y t y r a m i n e  h a v e  b e e n  s h o w n  to  be  
s tab le ,  whe reas  t h e  free c o m p o u n d s  a re  k n o w n  for  t h e i r  
in s t ab i l i ty .  I n  t h e  p rocedu re  desc r ibed  be low we ace ty l -  
a t ed  the  c a t e c h o l a m i n e s  in u r ine  a n d  s e p a r a t e d  t he  ace ty l -  
a t ed  d e r i v a t i v e s  b y  p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y .  

Ur ine  samples  were ac id i f ied  to  p H  2 a n d  h y d r o l y z e d  
b y  re f lux ing  a t  100°C for  30 min .  Af te r  cool ing to  r o o m  
t e m p e r a t u r e ,  t h e  u r ine  s a m p l e  was  e x t r a c t e d  four  t imes  
w i t h  a n  equa l  v o l u m e  of e t h y l a c e t a t e .  T h e  o rgan ic  p h a s e  
c o n t a i n e d  all  t h e  acidic  ca techo l s  w h i c h  cou ld  in te r fe re  
w i th  t he  s e p a r a t i o n  of t h e  ca t echo l  amines .  T h e  aqueous  
ur ine  e x t r a c t  was  a d j u s t e d  to  p H  4 b y  a d d i n g  0.5 n N a O H  
while  s t i r r ing.  The  ca techo l  a m i n e s  in  t he  e x t r a c t  were 
a c e t y l a t e d  b y  a d d i n g  5 g N a H C O  3 a n d  2.5 cm ~ acet ic  an-  
h y d r i d e  in four  equa l  p o r t i o n s  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r ing  un t i l  

P, HOLTZ et al., Arch. exp. Path. Pharmakol. 200, 13,56 (194o~). 
U. S. YON EULER e~ al., Biochem. J. 49, 655 (1951). 
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M. HOGOPIA~, to be published. 

S M. GOLDSTEIN, M. HOOOPIAN, and R. 1. DORYMAN, IV. Int. 
Biochem. Congress, Vienna 1958. 

Table [ 
Comparison of Rf Values obtained after Paper Chromatography of 

Free Catechol Amines and their Triacetate Derivatives 

Catecholamine 

Noradrenal ine 
Adrenal ine 
Hydroxytyramine  

Ry Values 

Free Triacetate 
Compound* 

0.15 
0 .28 
0.33 

Derivative** 

0.12 
0.50 
0.82 

* Solvent System: Phenol]HC1. 
** Solvent System: Toluene: ethyl acetate: methyl alcohol. 

f oaming  ceased.  M e t h y l e n e  ch lor ide  (50 ml) was  a d d e d  
a n d  s t i r r ing  was c o n t i n u e d  for a n o t h e r  10 min.  The  m i x t u r e  
was t r a n s f e r r e d  to a s e p a r a t o r y  funne l  a n d  t h e  o rgan ic  
p h a s e  r emoved .  The  w a t e r  was  e x t r a c t e d  t h r e e  t imes  w i t h  
50 m l  of m e t h y l e n e  ch lor ide  a n d  t he  c o m b i n e d  m e t h y l e n e  
ch lor ide  e x t r a c t s  were  c o u n t e r  w a s h e d  w i t h  50 ml  of 
w a t e r  f i l tered t h r o u g h  Na~SO4 a n d  e v a p o r a t e d  in  a v a c u -  
um.  T h e  d r y  e x t r a c t  was  d isso lved  in  0.5 ml  of m e t h y l  
a lcohol  a n d  app l ied  to  W h a t m a n  No. t p a p e r  for  c h r o m -  
a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  in t h e  B u s h  s y s t e m  'C' ~ us ing  as 
so lven t s :  to luene ,  e t h y l  ace ta t e ,  m e t h y l  alcohol,  a n d  w a t e r  
in  t he  r a t io  1 0 : 1 : 5 : 5 .  

Ascend ing  c h r o m a t o g r a m s  were  deve loped  a f t e r  24 h.  
The  con t ro l  a rea ,  w h i c h  c o n t a i n e d  100 y of a d r e n a l i n e  
ace t a t e ,  n o r a d r e n a l i n e  ace t a t e ,  a n d  h y d r o x y t y r a m i n e  
ace ta t e ,  was  deve loped  b y  s p r a y i n g  f i rs t  w i t h  10% K O H  
in M e O H : H ~ O  (1:1) a n d  t h e n  w i t h  a f resh ly  p r e p a r e d  
m i x t u r e  of 1% FeCla a n d  2 %  IqaFe(CN)~. A d r e n a l i n e  
ace t a t e ,  n o r a d r e n a l i n e  ace ta t e ,  a n d  h y d r o x y t y r a m i n e  
a c e t a t e  were  a s sumed  to  be  oppos i t e  t h e i r  con t ro l  spots .  
These  a reas  were  c u t  o u t  a n d  a m i x t u r e  of e t h y l e n e d i a -  
m ine  a n d  e t h y l e n e d i a m i n e  h y d r o c h l o r i d e  was  a d d e d  to 
c o r r e s p o n d i n g  p a p e r  s t r ips .  A one  s t ep  r eac t i on  was car-  
r ied ou t  b y  s h a k i n g  a n d  h e a t i n g  th i s  m i x t u r e  a t  50°C, 
r e su l t i ng  in  hyd ro lys i s  of t h e  ace t a t e  d e r i v a t i v e  a n d  con-  
d e n s a t i o n  of t h e  f lee  c o m p o u n d  w i t h  e t h y l e n e d i a m i n e .  
Tile f luo rescen t  c o n d e n s a t i o n  p r o d u c t  was  e x t r a c t e d  in to  
i s o b u t a n o l  a n d  a q u a n t i t a t i v e  f i uo rome t r i c  d e t e r m i n a t i o n  
u s ing  t h e  XA~rEIL-MALHERBE s m e t h o d  was  ca r r i ed  out .  

A c o m p a r i s o n  of t h e  R I va lues  (see T a b l e  I), o b t a i n e d  
f rom p a p e r  c h r o m a t o g r a p h y  s e p a r a t i o n  of t h e  a c e t y l a t e d  
c a t e c h o l a m i n e  d e r i v a t i v e s  a n d  t h e  free c o m p o u n d s ,  shows 
t h a t  a n  ef fec t ive  s e p a r a t i o n  c a n  be  ca r r i ed  o u t  b y  t h e  use 
of t h i s  m e t h o d .  A n o t h e r  a d v a n t a g e  of t he  m e t h o d  is the  
e l i m i n a t i o n  of t h e  a d s o r p t i o n  of t he  c a t e c h o l a m i n e s  on  
a l u m i n a .  A d s o r p t i o n  on  a l u m i n a ,  w h i c h  was  a n  essent iM 
s tep  in  p r ev ious  procedure.~, is k n o w n  to  be  o n l y  a 
s e m i - q u a n t i t a t i v e  ope ra t ion .  

A p r e l i m i n a r y  s t u d y  of t h e  a c e t y l a t i o n  m e t h o d  for the  
s e p a r a t i o n  a n d  d e t e r m i n a t i o n  of c a t e c h o l a m i n e s  ha s  been  
c o m p l e t e d  on  t he  u r ines  of t en  p s y c h i a t r i c  p a t i e n t s  w i th  
va r i ous  d iagnoses  who  were rece iv ing  d i f f e ren t  t r ea t -  
men t s .  T h e  re su l t s  (see T a b l e  I I )  d e m o n s t r a t e  a wide 
i n t e r - s u b j e c t  v a r i a b i l i t y  a m o n g  t h e  p s y c h i a t r i c  p a t i e n t s  
s tud ied .  Values  o b t a i n e d  b y  th i s  m e t h o d  are  h i g h e r  t h a n  
t hose  o b t a i n e d  b y  b ioas say  ~° or b y  specific f luoromet r i e  
me thods% Th i s  m a y  be  t h e  resu l t  of t h e  e l i m i n a t i o n  of 
a l u m i n a  a d s o r p t i o n  or m a y  occur  because  of non-specif i -  
c i t y  of t he  c o n d e n s a t i o n  w i t h  e t h y l e n e d i a m i n e .  

1. E. BUSH, I~iochem. J. 50, 370 (1951). 
a0 U. S. yon E~JL~R, Acta physiol, scand. 19, 207 (1949). 


