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C h a p t e r  X 

I  n  T R O D  U C T I P  M

Much v a l u a b l e  I n f o r m a t i o n  h a s  a l r e a d y  b e e n  a c c u m u l a t e d  

o n  t h e  p r o f o u n d  p h y s i o l o g i c a l  a c t i o n  o f  t h e  a d r e n o c o r t i c o »

; t r o p h i c  h o rm o n e  a n d .  o f  c o r  t  l a  one  ̂  l i k e  d r u g s  an d  "with t h e  

i n c r e a s i n g  u s e  o f  t h e s e  com pounds  i n  t h e r a p y  i t  i s  d e s i r a b l e  

to  c o n t i n u e  t o  a d d  t o  o u r  k n o w le d g e  o n  t h i s  i m p o r t a n t  s u b -  

2 j e c t  i n  o r d e r  t o  make d i a g n o s i s  and  c o n t r o l  o f  t r e a t m e n t  

o f  s t i l l . g r e a t e r  v a l u e  t o  t h e  c l i n i c I a n  a n d  u l b i m B t e l y  t o  

t h e  p a t i e n t ,  a t  p r e s e n t  t h e  c h i e f  m eans  o f  a s s e s s i n g  t h e  

f u n c t i o n a l  s t a t e  o f  a p a t i e n t ’s a d r e n a l  g l a n d s  i s  t o  e s t i m -  

2 a t e  t h e  l e v e l  o f  e x c r e t i o n  o f  1 7 - k e t o s t e i > o i c l s  and  c o r t i -  

s c o l d s  i n  u r i n e ,  F u r t h e r  i n f o r m a t i o n  c a n  b e  o b t a i n e d  b y  

r e p e a t i n g  t h e s e  t e s t s  d u r i n g  a c o u r s e  o f  a d r e n a l  s t i m u l a -  

s t i o n  w i t h  a d r e n o o o r t i c o t r o p h i c  h o rm o n e  a s  i s  d o n e  i n  t h e  

f h o r n  t e s t  (Tboxui^ F o r s h a m ,  P r u n t y  an d  H i l l s *  1 9 4 8 ;  Renolc^  

F o r a  t e  m, H a i s  t e r r e  na and  T h o m ,  1 9 5 1 )   ̂ a n d  s u c h  t e s t s  h a v e  

p r o v e d  a d i s t i n c t  a d v a n c e  a l n o e  i t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  i n  

a c e r t a i n  p r o p o s i t i o n  o f  c a s e s  s u f - e r i r i g  f r o m  a d r e n o c o r t i c a l  

d y s f u n c t i o n ,  t h e  e x c r e t i o n  o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  s t e r o i d s  

may f a l l  w I t h i n  t h e  rcange o f  a c c e p t e d  n o im ia l  v a l u e s ,  y e t  

t h e  p a t i e n t s  f a i l  t o  show a r e s p o n s e  t o  e x o g e n o u s  nGTll 

( N a b a r r o , 1 9 5 4 ) ,

More r e c e n t l y  a t t e n t i o n  h a s  b e e n  d i r e c t e d  t o  c h a n g e s

I n /



9 ,

I n  b l o o d  o o r t l o o 8 t o r o i d  l e v e l s ,  b u t  t h e s e  o a n  a t i l l  b e  r e -  

î g a r d e d  a s  a t  t h e  i n v e s t i g a t i o n a l  s t a g e  an d  t h e  f i n d i n g  may 

be c o m p l i c a t e d  b y  r e n a l  o r  h e p a t i c  d i s e a s e  ( B o n g l o v a n n i  and  

Hb0 ï* le i*n,  1955  a ) ,  o r  b y  d i u r n a l  v a r i a t i o n  ( R e d d y ,  Abu 

H a y d a r ,  t e  i d l a w ,  R e n o I d  a n d  T h o r n ,  1 9 6 6 ) ,

F o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  I V - k e t o s t e r o i c i s  t h e  / . immerman 

r e a c t i o n  ( 1 9 5 5 )  h a s  f o r  l o n g  b e e n  r e c o g n i s e d  a s  t h e  b a s i s  o f  

a l l  r e  l i a b l e  m e t h o d s ,  b u t  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  u r i n a i » y  c o r t -  

; l o o i d s  m any  d i f f e r e n t  m e th o d s  h a v e  b e e n  e m p lo y e d  u t i l i s i n g  

d i f f e r e n t  p r i n c i p l e s .  One a s p e c t  o f  t h e  w o r k  w h i c h  h a s  r e -  

; c e i v 0 d s c a n t  a t t e n t i o n  i s  t h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  c h e m i c a l  

a n d  b i o l o g i c a l  m e th o d s  o f  a s s a y ,  i n  p a r t i c u l a r  i n  r e l a t i o n  

t o  t h e  c o n j u g a t e d  f r a c t i o n  o f  t h e  c o r t i c o s t e r o i d s  o f  t h e  

u r i n e .

I t  i s  t h e r e f o r e  p r o p o s e d  i n  t h i s  i n v a s t i g e t i o n  t o  s t u d y  

t h e  d e g r e e  o f  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  t h e  r e s u l t s  f o u n d  b y  o n e  

p a r t i c u l a r  o h o m i o a l  m e th o d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  u r i n a r y  

c o r t i c o ï d e ,  e n d  t h e  a s s a y  o f  t h e  same m a t e r i a l  b y  a b i o l o g i o *  

s a l  m e th o d  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  a f u l l e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  

a i g n i f i c a n o e  o f  t h e  c o n j u g a t e d  m a t e r i a l

The u r i n e s  e x a m i n e d  h a v e  b e a n  o b t a i n e d  f r o m  n o r m a l  s u b -

s j e c t s  a n d  f r o m  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  f r o m  8 immonde * d i s e a s e ,

C u s h i n g ’ s s y n d r o m e  an d  f r o m  c a s e s  o f  p e m p h ig u s  a n d  n e p h r o s i s

u n d e r g o i n g  c o u r s e s  o f  t r e a t m e n t  w i t h  o o r t i s  one a n d  ACTE#

D i s  c u s s  i o n  o f  M e t h o d s , /
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Die o u e e lo n  o f  Methode*

T he m a i n  a d v a n t a g e  o f  t h e  b i o l o g i c © 1  m e th o d s  o f  a o a o y  

I n  t h l R  f i e l d  I l e a  i n  s h e  f a c t  t h a t  o o r t n I n  s p e c i f i c  p h y s i o -  

I l o g i c a l  r e a p o m o a  c o n  b e  s e p a r a t e l y  s t u d i o d « E x a m p le s  o f  

Urn e f f e e t  c l  a c t i v e  a d r e a o e o r t l c a l  s  t e r o l d e  e r e  t h e  e m b o l i e  

n o t i o n  a s  m e a a u M d  b y  g r o w t h  an d  i n o r e a o o  I n  b o d y  w e i g h t  

COrollmo.ri ,  1G 41)^  e l e c t r o l y t e  b a l a n c e  a n d  r e n o t r o p h l o  a c t i o n  

iiB m m e v a m d  b y  c o r  t a  I n  r e n a l  f u n c t i o n  u c a t e  a n d  b a l a n c e  

s t u d i o s  ( H a r t m a n  e n d  8 p o o r ,  1640 ) ,  g lx io o n o o g o n e e  I s  an d  c a r b o -  

1 h y d r a  w  c o n t r o l  b y  g i u q o e e  t o l s r a n o o  t e a  t a  e n d  s h e  aoourmim- 

s l o t  i o n  o f  g l y c o g e n  i n  t h e  l i v e r  ( B r i t t o n  a n d  h l X v o t u o ,  193B), 

B i o l o g i c a l  t e s t e  o f  a  m o re  g e n e r a l  o i m r o o t e r  s u c h  no c o l d  

s u r v i v a l  t o a t a  (D o r fm w n ,  D h i p l o y ,  8 c h i l l e r  e n d  H c w w i t t ,  1940)^ 

an d  c a p a c i t y  f o r  w o rk  ( I n g l e , 1940 '}, h a v e  b o o n  ueoc l ,  a n d  a g a i n  

t h e  d e o r o a s Q  i n  c i r c u l a t i n g  e o e l n o p h l l c n  \v-n b o o n  u e e d  eii tm  

l i i û e x  o f  o o r t i o o i d  a c t i v i t y  ( S p a I r a  e n d  H e y e r ,  1949  t R o o e n -  

t b e r g h ,  C o r n f i e l d ,  B a t e s  a n d  a n d c M o n ,  1 9 5 4 ) #

O m  I m p o r t a n t  o Q m  id  e r a  t i o h  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  b i o  l o g *  

: l o o l  t o s t  i s  t h a t  t h e  s t o i o t u r e  o f  t h e  com pound  n e e d  n o t  

m m e a e a r l l y  b o  k m m n  am) t h a t  acasye o n n  bo  made o n  r e l a t i v e  

: l y  c r u d e  e x t r a  e t a  a n d  a m o rp h o u s  w  t o r l a  1 ,  b u t  e u  oh  a a e c y e  

a n f f ç r  f r o m  t h e  d l c a d v a y r t a g c  t h a t  r e l a t i v e l y  l a r g e r  a m o u n t s

o f  m a t e r i a l  a r e  r e q u i r e d  a n d  m o r e o v e r  t h e y  i n v o l v e  t h e

i O T a s t i g û t o



4 .

I n v e s t i g a t o r  I n  c o n s i d e r a b l y  more w o r k ,  a n d  u s u a l l y  t h e  en d  

r e s u l t s  a r e  a t a t i s t l o a l l y  l e s s  s i g n i f i c a n t  t h a n  a o o r r e s -  

s p o n d i n g  c h e m i c a l  m e t h o d .

F o r  t h e  c h e m i c a l  m e t h o d s  o n  t h e  o t h e r  h a n d  a k n o w le d g e  

o f  t h e  s t r u c t u r e  o f  t h e  compound i s  a n e c e s s a r y  p r o l l m l n a r y ,  

s i n c e  t h e s o  t e s t s  d e p e n d  w h o l l y  u p o n  t h e  d i f f e r e n t i a l  p a r -  

: t i t i o n i n g  b e t w e e n  s o l v e n t s  f o l l o w e d  b y  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  

Imovm c h e m i c a l  r e a c t i o n s  f o r  c e r t a i n  g r o u p s  a n d  l i n k a g e s  i n  

t h e  s t e r o i d  m o l e c u l e ,  b u t  i n  t h e  g e n e r a l  s t e r o i d  f i e l d  a 

s u r p r i s i n g  n u m b e r  o f  w h a t  c o u l d  b e  t e r m e d  s p e c i f i c  r e a c t i o n s  

h a v e  b e e n  é l a b o r a  t e d  f o r  b o t h  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  

w o r k .

R e s u l t s  o f  p r i m e  i m p o r t a n c e  i n  t h e  q u a l i t a t i v e  and  s e m i -  

: q u a n t i t é t i v e  s e n s e  h a v e  b e e n  o b t a i n e d  b y  m e t h o d s  e m p l o y i n g  

p a p e r  p a r t i t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( Z a f f a r o n l ,  B u r t o n  a n d  K e u tm a n ,  

1 9 5 0 ;  B u s h ,  1 9 5 8 ; )  an d  a n  e n t i r e l y  new a s p e c t  o f  a d r e n o o o r t i c *  

; a l  s t e r o i d  c h e m l a t r y  l e a d i n g  t o  t h e  I s o l a t i o n  an d  i d e n t i f i -  

s o a t i o n  o f  a l d o s t e r o n e  ( S i m p s o n ,  Ta i t , w e t t s t e l n ,  Neh e r ,  

v o n  liluw & H e l o h s t e i n ,  1 9 5 3 ) ,  was I n  l a r g e  m e a s u r e  d e p e n d e n t  

u p o n  t h e  u s e  o f  t h i s  t e c h n i q u e *

The f i r s t  m e th o d  e m p lo y e d  f o r  t h e  c h e m i c a l  d e t e r m i n a t i o n

o f  u r i n a r y  o o r t l o o s t e r o i d s  was t h a t  o f  F i e s e r ,  F i e l d s  an d

L i e b e r m a n  ( 1 9 4 4 ) ,  who u s e d  p e r i o d i c  a c i d  a n d  l e a d  t e t r a -

; c h l o r i d e  a s  o x i d i s i n g  a g e n t s  t o  o x i d i s e  t h e  s i d e  c h a i n  o f  
t h e /
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t h e  m o l e c u l e  a n d  l e a v e  a  l * 7 - k e t o s t © r o i d  r e s i d u e .  The m e th o d  

h ad  t h e  l i m i t a t i o n  t h a t  i t  i n v o l v e d  w o r k i n g  b y  d i f f e r e n c e  

s i n c e  1 7 - k o t o s t e r o i d s  t e d  t o  b e  d e t e r m i n e d  b e f o r e  and  a f t e r  

o x i d a t i o n ,  and  s i n o e  o n l y  'ohe f r e e  f r a c t i o n  was b e i n g  d e t e r -  

sm ined  i n  u r i n e  e x t r a c t s ,  tViis d i f f e r e n c e  was r e l a t i v e l y  

s m a l l .  The sam e p r i n c i p l e  h a s  b e e n  r e i n t r o d u c e d  b y  B r o o k s  

an d  M orym bers  k l  ( 1 9 6 8 )  who n a e d  s o d i u m  b  i s m u tha  t e , a m o re  

p o w e r f u l  o x i d i s i n g  a g e n t ,  t o  d e t e r m i n e  w h a t  a r e  now t e r m e d  

'% 1 7 - k e t o g e n l c  s t e r o i d s ^ ’ .  The m e th o d  o f  T a l b o t ,  S a l t s m a n ,  

Wlxam a n d  j o l f e  ( 1 9 4 6 ) ,  d e p e n d e d  u p o n  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  

O C ,-ke to l  s i d e  c h a i n  o f  t h e  i s o l a t e d  s t e r o i d  t o  r e d u c e  

a l k a l i n e  c o p p e r  r e a g e n t  i n  o m a n n e r  a n a l o g o u s  t o  t h e  s u g a r s *  

T h i s  l a t b e r  m e th o d  o n  w h i c h  was b a s e d  many o f  t h e  v a l u a b l e  

e a r l y  o b s e r v a t i o n s  t e a  b e e n  l a r g e l y  s u p e r s e d e d .  The m e th o d  

o f  H e a r d ,  B o b e l  an d  V e n n in g  ( 1 9 4 6 )  w h i c h  u s e d  t h e  game 

p r i n c i p l e ,  t h e  r e d u c t i o n  o f  p h o s p h o m o l y b d a t e ,  s e r v e d  m ore a s  

a  s c r e e n i n g  t e s t  an d  i s  now i n  t h e  same c a t e g o r y ,

Lo wens t o  i n ,  C o r a o r a n  and  P ag e  ( 1 9 4 6 )  i n t r o d u c e d  a m e th o d  

b a s e d  u p o n  t h e  a b i l i t y  o f  p e r l o d l c  a c i d  t o  y i e l d  f o r m a l d e h y d e  

f r o m  t h e  C g Q - k e t o l  o r  g l y o o l e n e  s i d e  c h a i n .  The f o r m a I d e -  

shyd© i s o l p t e d  b y  d i s t i l l a t i o n  a n d  e s t i m a t e d  b y  a s p e c i f i c  

r e a c t i o n  w i t h  c h r o m o t r o p i c  a c i d ,  a r e a c t i o n  d i s  c o v e r e d  b y  

B e g r l e v e  ( 1 9 5 7 )  a n d  a d a p t e d  f o r  t h e  q u a n t i t a t i v e  e s t i m a t i o n  

o f /
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o f  f 02?maldQhycle b y  MaGFodyon ( 1 9 4 5 ) ,  T l ie se  t h r e e  m e th o d s  

i n  t T i e i r  o r i g i n a l  f o r m  e s t i m a  t e d  o n l y  f r e e  o o r t i c o i d s *

A g a i n  t h e  m e th o d  o f  '{eddy ,  J e n k i n s  end  T h o r n  ( 1 9 5 2 )  

b a s e d  o n  t h e  ' P o r t e r  and  8 l i b e r  r e a c t i o n  ( 1 9 5 0 )  w h i c h  u s e d  

p h e n y l h y c l r a ^ i n e  i n  s u l p h u r i c  a c i d  a s  t h e  o h r o m o g e n i c  a g e n t  

haB b e e n  i n t r o d u o e d  f o r  t h e  e s t ima 1 1 o n  o f  o o r t l c o q  t e r o i d s  

w h i c h  havQ a 1 7 - h y d r o x y l  g r o u p ,  and  i n  v i r t u e  o f  t h e  f a c t  

t h a t  ‘bi3. u a no 1  i s  u s e d  a s  t h e  s o l v e n t ,  i t  h a s  t h e  a d v a n t a g e  

t h a t  i t  i s  c a p a b l e  o f  e x t r a c k i n g  g l u c u r o n i c  a c i d  s t e r o i d  

glycosides and  as a  c o n s e q u e n c e  i s  c a p a b l e  o f  e s  t im a  t i n g  t h e  

t o t a l  G 0 3 r » t I c o s to r o id s  w i t h o u t  a p r e l i m i n a r - y  ens îymic  h y d r o l y -  

; s i s .  The d e g r e e  o f  p i g m e n t a t i o n  o f  t h e  e x t r a c t s  l i m i t a  

t h e  v a l u e  o f  t h e  m e t h o d ,  p a r t i o u l a r l y  I n  t h e  e s t i m a t i o ^ i  o f  

f r e e  c o r t i c o i d s ,  b u t  e f f o r t s  h a v e  b e e n  made t o  r e d u c e  t h i s  

b y  l i a i s i n g  t h e  pH a t  w h i c h  e x t r a c t i o n  t a k e s  p l a c e  and  b y  

p a s s i n g  t h e  e x t r a c t  t h r o u g h  a m agnesium, s i l i c a t e  c o l i m n  

p r i o r  t o  c o l o u r  d e v e l o p m e n t  ( G l e n  e n d  .H e lao n ,  1 9 5 5 ) ,

I t  was e a r l y  recog .n isQ cl  t h a t  t h e  s e v e r e  a c i d  h y d r o l y s  I s  

n e c e s s a r y  f o r  t h e  l i b e r a t l o j i  o f  u r i n a r y  s t e r o i d s  f r o m  t h e i r  

c o n j u g a t e a  c o u l d  r e s u l t  i n  p r o f o u n d  c h a n g e a  s u c h  a s  d 0 h y d r a -  

s t i o n ,  o t e r e o i Q o m e r ' i o  t r a n e f o r m a t i o n s  and  c h l o r i n e  s u b s t i t u -  

s t i o r m ,  i n  t h e  c a s e  o f  1 7 * * k e t o s t o r o i d s  ( H i t m a n  an d  C o h e n ,  1951),  

a n d /



an d  i t .  show n  t h a t  b o i l i n g  w i t h  d i l u t e  m i n e r a l  a c i d

c o u l d  r e s t a i t  i n  a Inios t  c o m p l e t e  l o s s  i n  t h e  c a s e  o f  c e r t a i n  

o o r t l c o s t e r o l d a  ( H e a r d ,  H o b e l  and  V e n n i n g ,  1 9 4 6 ;  T o r n p a e t t ,  

1 9 5 3 )  an d  u n t i l  r e c e n t l y  n e a r l y  a l l  t h e  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e  

was o n  t h a t  f r a c t i o n  w h i c h  was f r e e  i n  u r i n e . .  I t  h a s  b e e n  

show n h o w e v e r  ( T o m p s e t t ,  1 9 5 3 ;  1 9 5 5 )  t h a t  d e s o x y c o r t i c o s t o r -  

2 o ne  and  c e r t a i n  a clre.no o o r t  l e a l  s t e r o i d  me b a ' b o l i t e a  , i n c l u d -  

s i n g  t h o s e  w h i c h  h a v e  a 2 1 ,  2 c ,  1 7 - t r i o  1 a i d e  c h a i n ,  a r e  

a c i d  s t a b l e  u n d e r  p r e s c r i b e d  c o n d i t i o n s  e n d  t h i s  p r o p e r t y  

h a s  b e a n  s u g g e s t e d  a s  a means t o  t h e i r  e s t i m a t i o n ,

iilnaymio h y d r o l y s i s  f o r  t h e  r e l e a s e  o f  c o n j u g a t e d  s t e r o i d  

I'vos f i r s t  u s e d  t o  l i b e r a t e  o e s t r o g e n  f r o m  u r i n e  ( c o h e n  an d  

• i a r r i a n ,  1 9 3 5 )  and  r a t  l i v e r  p r o  pa r a t  I o n  o f  c r u d e  ^ - g l u c u r -  

î o n i d o s e  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  G^g an d  CpQ 

s t  G r  o i  d g l u  c u r o n i d e s  ( Ta l b  o t , .  R y a n  a nd W o l f e ,  194 3 ) , ,

By f a r  t h e  g r e a t e r  p a r t  o f  t h e  c o n j u g a t e d  m a t e r i a l  was 

sh o w n  C ohen  ( 1 9 5 1 )  a n d  Cox an d  M a r r l a n  ( 1 9 5 1 )  t o  b e  coîïh 

;b i n 0 d  w i t h  g l u c u r o n i c  a c i d , a l t h o u g h  N o r y m b e r a k i  h a s  c o n ten d ^ -  

sed t h a t  u p  t o  t o I f  o f  t h e  t o t a l  1 7 - k e t o g © n i c  s t e r o i d s  a s  

ea  t  l.ma t e d  b y  h l a  me t b o d  ma y e x i s  t  a s ou Ip lm  t e , c c o r d  i n g

t o  M a r r i a n  a nd P a t e r s o n  ( 1 9 5 1 )  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  i n  u r i n e  

a t  pH 1 , 0 ,  a n  a c i d  s t a b l e  and  aoicl  l a b i l e  f r a c t i o n  an d  t h e r e  

h a s /
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h a a  b e e n  c o n s i d e r a b l e  c o n t r o v e r s y  3 ? e g a r d in g  t h e  b e s t  m e th o d  

o f  e x t r a c t i o n .  T h e s e  a p p a r e n t  f l u c t u a t i o n s  i n  y i e l d  w i t h  

r e s p e c t  t o  pH an d  t i m e  o f  e x t r a c t i o n  a r e  no d o u b t  r e l a t e d  t o  

.some o f  t h e  o b s e r v â t  i o n s  l i s t e d  a b o v e  :lîi c o n n e c t  i o n  w i t h  a c i d  

s t a b i l i t y  and  n e c e s s  i t s t e  a " s t r i c t  s a t  o f  c o n d i t i o n s  d u r i n g  

e x t r a c t i o n  i f  c o m p a r a b l e  an d  r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  a r e  t o  b e  

o b t a i n e d .

The s c h e m e  reco m m en d e d  b y  T k i y l l s s  ( 1 9 5 2 )  i n v o l v e s  t h e  

i n c u b a t i o n  o f  t h e  u r i n e  f o r  4B h o u r s  w 1 t h  ^  -  g l u  e u r o  n i d  a a e 

a t  pH 4 , 5  i n  o r d e r  t o  l i b e r a t e  t h e  g l u c u r o n i c  a c i d  c o n  J u g -  

30 t e a  w h i c h  a r e  t h e n  e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m .  The same 

s p e c i m e n  i s  t h e n  r e - e x t r a c t e d  w i t h o u t  d e l a y  a f t e r  t h e  u r i n e  

h a s  b e e n  t a k e n  t o  pH 1 , 0 ,  t o  b e  f o l l o w e d  b y  a t h i r d  e x t r a c t i o n  

24 h o u r s  l a t e r  a n d  p r o b a b l y  g i v e s  a m o re  c o m p l e t e  y i e l d  o f  

c o r t l C O i d  m a t e r i a l  t h a n  a n y  o t h e r  m e th o d  s o  f a r  d o v i a o d ,

D 81 n g  i  - g  l u  c u r e  .aid a  b e 0  n s  ym e , 0 o ha  xi ( 1 9 5 1 )  w a a a b l e  to  ob  t a i n  

a n  e i g h t © e n - f o l d  i n c r e a s e  an d  I n  c e r t a i n  c a s e s  u p  bo a f i f t y 

f o l d  i n c r e a s e  I n  y i e l d  o f  c o r t l c o l d s  f r o m  u r i n e  a s  c o m p a re d  

w i t h  e x t . r a c t i o n  a t  pH 1 , 0 ,  and  t h i s  a u t h o r  a l s o  f o u n d  t h a t  

b o i l i n g  t h e  u r i n e  b e f o r e  i n c u b e t i o n  w i t h  t h e  enzym e o f t e n  

3?0 8 u l t e d  i n  h i g h e r  y i e l d s  and  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  u r i n e  c o n -  

s t a i n e d  e i t h e r  a  g l u o ’a r o n l d a a e  i n l i l b l t o r  o r  a  s t e r o i d  

d e a t r o y i n i ? , /



9 ,

d e s t u ^ o y i n g  a g e n t  o r  b o t h *

^ ^ « • g lu o u p o n id a s e  i n h i b i t o r e  h a v e  b e e n  s t u d ' i e d  b y  t e v v y  

( 1 9 5 5 )  who B how e d a a G c r  i  g a o i d  t  o b e a pow e r  f  n 1 i n h l b  I t o r ,  

b u b  l a b o r  f o u n d  t h e  e a o o h a r a  -  1 : 4  l a o t o n e  t o  b e  t h e  m o s t  

a c t i v e  o f  t h e  s u b s t a n c e s  he s t u d i e d .  T h e r e  i s  l i t t l e  

l i k e l i h o o d  o f  s a e c h n r i c  a o l d  ao o u n rau la  t i n g  i n  T;he u r i n e  

u n d e r  o r d i n n r y  c o n d l t i o n a  s i n c e  I t ,  l o  n o r m a l l y  m e t a b o l i s e d ,  

i i e c a u s e  o f  p r e v i o u s  s a t i s f a c t o r y  e x p e r i e n c e  I t  was d e -  

: e l d e d  t o  e m p lo y  t h e  m e th o d  o f  C o r c o r a n  a n d  p a g e  ( 1 9 4 8 )  i n  

t h i s  i n v e s t i g a t i o n  and  t o  e o n s  i d  e r  m a i n l y  t h e  f r a c t i o n  w h i c h  

o c c u r r e d  f r e e  i n  t h e  u r i n e  and  was d i r e c t l y  e x t r a c t a b l e  w i t h  

c h l o r o f o r m  and  t h a t  p a r t  o f  t h e  o o r t  1 c o l d  rtv t e r l a X  w h i c h  

c o u l d  b e  s u b s e q u e n t l y  l i b e r a t e d  b y  ^ - g l u c u r o n i d a s e  an d  f u r t h e r  

e x t r a c t e d  w i t h  t h e  same s o l v e n t .
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Chapfcej? I I  

GIIEMICAL AOSAY OF IT.ÎIW'AHY CORIICO ID S ,

1 ,  PRBPARATIOM idW  SÏA r®AR,l)ISATION OF (^-GLITCUHONIDAS'K 

ENZYME,
# K lM W W * K « p a )P » m w *

( a )  P r e p a r a t i o n  o f  Emyi?io ,  S o l u t i o n s  o f  o x  s p l e e n  p -  

g l u o u r o n l d a s e  w e re  p r e p a r e d  a o o o r d i n g  t o  t h e  m e th o d  o f  

M i l l s  ( 1 9 4 8 )  end  t a k e n  aa  f a r  aa  S t a g e  C# T h i s  p r o d u c t  

was o o n o l d e r e d  s ' t t f f i c i e n t l y  p i r e  f o r  t h e  p u r p o s e  o f  

h y d r o  l y e  i n g  t h e  u r i m u ^ y  g l u o u r o n i o  o d d  o o n j u g a  t e a . I t  

was f o u n d  t h a t  p r o p a r a t i o n s  o f  a c e t o n e  d r i e d  an d  d o -  

; f a t t e d  ox  s p l e e n  c o u l d  be  s t o r e d  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  

l o s s  o f  a c t i v i t y  an d  fw :* th e r  t h a t  t h e  p r é p a r a t i o n  o b -  

i t a i n e d  a f t e r  a d d i t i o n  o f  amionlum. s u l p h a t e  c o u l d  be  a i r  

d r i e d  o n  f i l t e r  p a p e 3? a n d  s t o r e d ^  to  b e  d i a l y e e d  a t  c o n -  

î v e n i o n o e ^  b u t  t h e  rnoa t  a a t i e  f a c t o r y  c o u r s e  was t o  f r e e ^  

d r y  t h e  f i n s  1  d i a l y s e d  s o l u t I o n  mad s t o r e  i n  a r e f r i g e i *  

î o t o r  u n t i l  i ^ e q u i r e d *  T h i s  a l l o w e d  o s t o c k  o f  onsymo 

m a t e r i a l  t o  b e  m a i n t a i n e d ,  a t  d i f f  ex ten t  s t a g e s  o f  p r e p -  

s a n a t i o n ,  w h i c h  c o u l d  b e  q u i c k l y  p r o c e s s e d  f o r  u s e .

The a c t i v i t y  o f  e a c h  p r e p a r e t i o n  was d e t e r m i n e d ,  

p r i o r  t o  u s e ,  b y  th e  ^nethod o f  t a  l a  l a y ,  F i s h m a n  and  

Hug;gins ( 1 9 4 6 )  u s i n g  p h o n o l p h t h a l e l n  m o n o g l u c u r o n i d e  a s

t h e /  _ . ,

^  The en zy m e  w i l l  h e r e a f t e r  b e  r e f e r r e d  t o  s i m p l y
a s  g lu o u x * o n i d e s 6 ,



1 1 ,

t h e  o t e o m o g o n i o  s u b a t r a t o *

( b )  P r e p a r a t i o n  o f  F h e n o l p h t h a X e i . n  M o n o g l u o u r o n l c l e ,

( T a l a l a y  o t  a l ,  1 9 4 6 )

The s o d i u m  s a l t  o f  p h o n o l p h t h a l e i n  p h o s p h a t e  was 

s y n t h e s i s e d  f r o m  p h e n o l p h t h a l e l n  an d  p h o s p h o r u s  o x y -  

: c h l o r i d e ,  t h e  l a t t e r  b e i n g  p r e p a r e d  b y  t h e  c a r e f u l  

d i s t i l l a t i o a i  o f  p h o a p h o r u e  p e n t o x i d e  a n d  p h o s p h o r u s  

p e n t a o h l o r i d Q , The w h i t e  c r y s t a l s ,  w h i c h  w o re  r a -  

3 0 r y a t m l l i s o d  f r o m  î n e t h a n o l - f o r m a m i d e  ( 8 0 / 8 0 ,  v / v )  w e re  

u s e d  i n  t h e  b i o l o g i c a l  s y n t h e s i s  o f  p h e n o l p h t h a l e l n  

m o n o g l u o u r o n i d e , ( T a l a l a y , 1 9 4 6 ) ,

F o u r  r a b b i t s  w e re  g i v e n  d a i l y  i n t r a p e r i t o n e a l  i n -  

2 J e o t . I o n s  o f  0 , 5  gm, o f  s o d i u m  p h e a i o l p h t h a l e i n  p h o s p h a t e  

u n t i l  84 gm, o f  t h e  s a l t  h a d  b o o n  u s e d ,  an d  t h e  p o o l e d  

u r i n e s  w e r e  c o l l e c t e d  u n d e r  t o l u e n e ,  an d  t r e a t e d  d a i l y  

w i t h  3 0 ^  s o d i u m  c h l o r i d e  a n d  c o l l o i d a l  i r b n  t o  y i e l d  a 

c l e a r  s o l u t i o n  f r e e  f r o m  s u s p e n d e d  p h o s p h a t e s  an d  f a e c a l  

m a t e r i a l .  F r e e  p h e n o l p h t h a l e i n  was r e m o v e d  b y  e x t r a o -  

: t i o n  w i t h  e t h e r  a n d  t h e  g l u o u r o n i d e  p a r t i t i o n e d  i n t o  

e t h y l  a c e t a t e .  A f t e r  d o c o l o u r i s a t i o n  w i t h  c h a r c o a l  and  

f i l t r a t i o n ,  th e  p h e n o l p h t h a l e i n  g l u o u r o n i d e  was i s o l a t e d  

a s  t h e  c i n o h o n i d i n e  s a l t  and  r o c r y s t a l l i s e d  f r o m  d i o x a n e .  

P u r e  g l u o u r o n i d e  was r e g e n e r a t e d  f r o m  a w e i g h e d  a m o u n t  

o f /
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o f  t h e  s a l t  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  h y d r o  oh  l o r l o  a o l d  and  

e x t r a c t i o n  w i t h  e t h y l  a c e t a t e ,  Tho s o l v e n t  was 

e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  a â d  t h e  r e s i d u e  

d i s s o l v e d  i n  t h e  c a l c u l a t e d  a m o u n t  o f  d i l u t e  s o d i u m  

I x y d r o x id e  t o  g i v e  a  0 , 0 1  M s o l u t i o n ,

( c )  A s s a y  o f  A o t i v i t y  o f  G l u c u r o n i d a s e  P r e p a r a t i o n ,

The u n i t  o f  g l u c u r o n i d a s e  a c t i v i t y  i s  d e f i n e d  ae  

s u c h  a n  a m o u n t  o f  e m y in e  a s  w i l l  l i b e r a t e  1  ^ g ,  o f  

p h e n o l p h t h a l e i n  i n  1  h o u r  a t  38*^0#, f r o m  p h e n o l -  

î p h t h a l e i n  g l u o u r o n i d e  a t  pH 5 , 0  u n d e r  s tandax*d  c o n -  

î d i t i o n s .  P r e p a r a t i o n s  o f  t h e  o r d e r  o f  9 0 0 , 0 0 0  u n i t s  

w e re  o b t a i n e d  f r o m  e a c h  o x  s p l e e n  an d  i n  t h e  l a t e r  p a r t  

o f  t h e  w o r k  t h i s  was f o u n d  to  b e  a p p r o x i m a t e l y  t h e  amount 

o f  enzym e w h i c h  was r e q u i r e d  t o  t r e a t  a 24  hom^ c o l l e c -  

s t i o n  o f  u r i n e ,

A g r a p h  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  t h i s  enzym e a c t i v i t y  

was p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  p h e n o l p h t h a l e i n  I n  8 0  p e r  c e n t  

e t h a n o l  t o  g i v e  a s t o c k  s o l u t i o n  o f  1  mg, p e r  m l ,  and  

d i l u t i o n s  w e re  made i n  0 , 4  M, g l y c i n e  b u f f e r  o f  pH 1 0 , 4 5  

t o  c o v e r  t h e  r a n g e  0  -  2 0 0  )[fg, p h e n o  I p h t h a  l e  i n  p e r  f i n a l  

10 m l ,  o f  s o l u t i o n .  The r e s u l t a n t  p i n k  c o l o u r  was r e a d  

o n  a S p e k k e r  a b a o r p t i o m o t e r  e m p l o y i n g  a  g r e e n  W r a t t e n  

f i l t e r  6 0 5 ,  and  s  c a l i b r a t i o n  c u r v e  p r e p a r e d .  F i g ,  1 .  

a /
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E x am p le  o f  t h e  A s s a y  o f  a n  Ox s p l e e n  G l u c u r o n i d a s e
P r e p a r a t i o n ,

M a t e r i a l S p e k k e r
R e a d i n g

TEST

Enzyme P r e p a r a t i o n  0 , 0 5 m l ,  
Fhe :ao I p h t h a  l e  i n  G lu e n ro n id e  

S u b s t r a t e  0 , 5 m l *  
A c e t a t e  E m f f a r  pH 5 , 0  4 ,0m l,  
W a te r  0 , 4 5 m l ,

1 Hr* a t  37®C.

EW lYim  BLANK

Enzyme P r e p a r a t i o n  0 , 0 5  m l .  
A c e t a t e  B u f f e r  pH 5 ,0  4 , 0 ^ 1 ,  
W a te r  0 , 9 5 m l ,

1 H r ,  a t  37®G,

SUBSTRATE BLANK

) F i n a l l y  
) 5 , 0 m l ,
) G l y c i n e  
) B u f f e r

) 1 0 , 4 5

)
)
) -do- 
)

P h e n o l p h t h a l e i n  Gluourofrdde ) 
S u b s t r a t e  0 , 5 m l ,  )

A c e t a t e  B u f f e r  pH 5 , 0  4,0ml,  ) - d o -  
a t o r  0 , 5 m l ,  )

1 H r ,  a t  37®G,  )

N e t t  Enzyme A c t i v i t y

1 , 0 7

0 , 0 3 1

0 , 0 7 6

M6 #
P h e n o l -
p h t h a l o l n

1 6 6

3

11

151

v o lu m e  o f  enzym e p r e p a r a t i o n  f r o m  two o x  s p l e e n s a : 1 3 0  m l ,

, ,  T o t a l  en zy m e  a c t i v i t y  »

S5 5 9 3 ^ 0 0 0  F i s h m a n  u n i t s  p e r  1 3 0 m l ,



1 3 ,

A t y p i c a l  e s s a y  w h i c h  I n d i c a t e s  t h e  q u a n t i t i e s  o f  

r e a g e n t s  u s e d  i s  sh o w n  i n  T a b l e  I ,

2 ,  CHEMICAL E S T I M A T I O N  O F  FORMALDHtlYDOGENIC STEROIDS.

U n l i k e  t h e  e s t i m a t i o n  o f  I 7 - k e t o s t e r o i d s  w h e re  t h e  

Zim m erm an r e a c t i o n  ( 1 9 3 5 )  was e a r l y  a d o p t e d  a s  t h e  a c c e p t e d  

m e th o d  o f  e s t i m a t i o n  and  a n  a g r e e d  t e c h n i q u e  conmiltïtee

o n  C l i n i c a l  E n d o c r i n o l o g y ,  1 9 6 1 )  h a s  b e e n  r e c o m m e n d e d ,  no 

s i n g l e  m e th o d  h a s  y e t  e s t a b l i s h e d  i t s e l f  a s  t h e  m o s t  s a t i s -  

: f a c t o r y  a n d  c o n v e n i e n t  m e th o d  f  O)? t h e  e s t i m a t i o n  o f  u r i n a r y  

o o r t l o o i d s  an d  a t  i n t e r v a l s  o v e r  t h e  p a s t  few  y e a r s  new 

be C l in ique  8 b a a e d  o n  d i f f e r e n t  p r i n c i p l e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d .  

I t  h a s  b e e n  d i f f i c u l t  t h e r e f o r e  t o  c o m p a re  r e s u l t s  o f  d i f f e r -  

t e n t  g r o u p s  o f  i n v e s t i g a t o r s  s i n c e  s o  o f t e n  t h e y  a r e  e s t i m a t -  

; i 3cg d i f f e r e n t  c o m b i n a t i o n s  o f  c o m p o u n d s .

As a l r e a d y  s t a t e d  i t  was d e c i d e d  a t  t h e  o u t s e t  o f  t h e s e  

e x p e r i m e n t s  t o  u s e  t h e  m e th o d  o f  C o r c o r a n  en d  Page  ( 1 9 4 8 ) ,  

w h i c h  e s t i m a  t e s  t h e  s o - c a l l e d  fo rm a  I d e h y d o g a n i c  s t a r o l d  s u b -  

2 8 1a  n c e  s ■ ̂ a nd a  d e t a i l e d  d e s o r 1 p t  i o n  o f  t h e  me t h o d  i s  a  ppe  n d -  

: e d .  P a r t i c u l a r  a t t e n t i o n  was i d  t o  t h e  p a p e r  o f  

M ao F ad y en  ( 1 9 4 5 )  w h e r e  i m p o r t a n t  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  a d d  

c o n c e n t r a t i o n s  and  o t h e r  e x p e r i m e n t a l  d e t a i l s  w ore  f i r s t  r e -  

5 c o r d e d .

The p e r i o d i c  a c i d  o x i d a t i o n  m e th o d  h a s  b e e n  t h e  s u b j e c t

o f /
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M .

o f  c e r t a i n  c r i t i c i s m  ( H o l l a n d e r ,  D i  Mauro a n d  P e a r s o n ,

1 9 5 1 )  i n  c o n n e c t i o n  w i t h  t h e  a p p a r e n t  a b i l i t y  o f  c e r t a i n

u r i n e s  w h i c h  h a d  h o e n  t a k e n  t o  pH 1^0 t o  f i x  f o r m a l d e h y d e

an d  a a  a c o n s e q u e n c e  g i v e  low a p p a r e n t  y i e l d s  v^hon o o r t -

; l o o I d a  are  estimated by th is  method, Paterson and

M a r r i a n  ( 1 9 5 3 )  w e r e  a b l e  t o  show l e a s  i n t e r f e r e n c e  i n

a l k a l i  w a s h e d  c h l o r o f o r m  e x t i v i o t a  f r o m  u r i n e s  t h a n  i n  u n -

;washed e x t r a o t s ,  b u t  th a t  th is  treatment d i d  not wholly

e l i m i n a t e  t h e  i n l i i b i t i o n  a n d  low r e c o v e r i e s  c o u l d  s t i l l  b o

e x p e c t e d ,  ^ v i l s o n  ( 1 9 5 3 )  u s i n ^ ;  t h i s  m e t h o d ,  b u t  e m p l o y i n g

i s o t h e r m a l  d i f f u s i o n  i n  Conway u n i t s  a s  a  m eans  o f  t r a n s -

s f e r o n c e  o f  t h e  f o r m a l d e h y d e ,  c l a i m e d  t o  e l i m i n a t e  t h e

d i f f i c u l t y  b y  e x t r a c t i n g  t h e  p e r i o d i c  a c i d  o x i d i s e d  s a m p l e

w i t h  e t h e r  b e f o r e  d i f f u s i o n .  No s u c h  p r e c a u t i o n  h a s  b e e n

e m p lo y e d  i n  t h i s  w o rk ,

E s t i m a t i o n  o f  U r i n a r y  G o r t i o o i d a ,

P r i n c i p l e s  The c o r t i c o s t a r o i d s  a r e  e x t r a c t e d  f r o m  u r i n e
w i t h  c h l o r o f O B R  an d  t h e  e x t r a c t  i s  o x i d i s e d
d i r e c t l y  b y  p e r i o d i c  a c i d  w i t h o u t  a n y  p r o -  
î l l m i n s r y  b e n z e n e / w a t e r  p a r t i t i o n i n g .  The 
f o r m a l d e h y d e  f o rm e d  f r o m  t h e  o x i d a t i o n  o f  t h e  
d L - k o t o l  o r  g l y o o l e n e  g r o u p s  a t t a c h e d  a t  t h e  
G- 1 7  a t o m ,  i e  d i s t i l l e d  and  e s t i m a t e d  b y  t h e  
c o l o u r  p r o d u c e d  w i t h  ch rom o t r o p i c  a c i d  r e -  
; a g e n t ,

S p e c i a l  A p p a r a t u s  s M ic ro  d i s t i l l a t i o n  a p p a r a t u s  c o n s i s t -
s i n g  o f  25  m l ,  r o u n d  b o t t o m e d  f l a s k s ,  s t i l l  

h e a d ,  c o n d e n s e r  an d  d e l i v e r y  t u b e  ( a l l  B 14 
c o n e s  im û  t a p e r a ) ,  B ee  F i g ,  2 ,

© a g e n t s /



1 5 ,

R e a g e n t s ?  ( I )  C h l o r o f o r m  ( o h o m l c a l l y  p u r e  a n d  r e d l a t i l l o d
b e f o r e  u s e , )

{9 ) 0 , 1  E -S o d iu n i  h y d r o x i d e ,
( 5 )  S o d iu m  s u l p h a t e  ( a n h y d r o u s ) ,
( 4 )  A c e t i c  a c i d  ( A n a l a r ) ,
( 5 )  0 , 0 5  M - F e r i o d l o  a c i d  r e a g e n t s .  P r e p a r e d  b y

d i s s o l v i n g  1 , 1 5  g ,  KIO4  i n  60 m l ,  
and  d i l u t i n g  t o  1 0 0  m l ,

( 6 ) B% S t a n n o u s  o h l o i * i d e .
P r e p a r e d  d a i l y  b y  d i s s o l v i n g  1 , 5  g ,  
S n C lg ,9 E g O  i n  95  m l ,  c o l d  d i s t i l l e d  w a t e r  
t o  w h lc l i^ a  few  d r o p s  o f  c o n e ,  HGl w e re  
a d d e d .  The r e a g e n t  was c e n t r i f u g e d  an d  
t h e  s u p a r n a t e n t  l i q u i d  s t o r e d  i n  a  g l a s s  
s t o p p e r e d  t u b e ,

( 7 )  0 ,9/u O t e o m o t r o p i c  a c i d  I n  1 5  M-EgSO^,.
P r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 , 2  gm$ 1 , 8  
d i h y d r o x y n a  p h t h a 1 e ne  a u l p h o n i 0  a  c I d  
( H o p k i n  and  vV il l iam a  -  s p e c i a l l y  p u r i f i e d )  
I n  4  m l ,  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  m a k i n g  u p  t o  
100  m l ,  w i t h  15  M-îfe3 0 4 ,  P u r i f i c a t i o n  
b y  t r e a t m e n t  w i t h  NagSO;;) an d  r e p e a t e d  
a c e t o n e  . p r e c i p i t a t i o n  i s  n e c e s s a r y  i f  a 
p u r e  p r o d u c t  i s  n o t  a v a i l a b l e ,

( 8 ) 9 1 - % S 0 4 ,

P r e p a r a t i o n  o f  C a l i b r a t i o n  C u r v e .

C a l i b r a t i o n  c u r v e s  w ero  p r e p i r e d  u s i n g  e a c h  cf t h e  fo l low- 

s i n g  s t a n d a r d  s u b s t a n c e s ,

( 1 )  R e d i s  t i l l e d  f o r m a l d c h y d e ^  s t a n d a r d i s e d  a c c o r d i n g  t o  a n  
a n  a d a p t a t i o n  o f  t h e  m e th o d  o f  B l a n k  and  Z i n k o n -  
s b e i n e r #  1 8 9 9 ,

( i i )  Re s u b  l i m e d  h e x a m e t h y l e n e  te tx»am in©^ w h i c h  wae h y d r o l y s -  
s ed  f o r  4 h o u r s  w i t h  N -% B 0 4  I n  a T h u n b e r g  t u b e ,
( 1  mg,  0 # I l 9 %  m 1 * S 8 5  m g ,E .  GEO )

( i i l ) H y c l r o c o r t i a  one ( f r e e  a l c o h o l ) ,
The a c e t a t e  c a n n o t  b e  u s e d  w i t h o u t  p r e l i m i n a r y  
h y d r o l y s i s  a s  f o r m a l d e h y d e  i s  n o t  f o r m e d  d u r i n g  
o x i d a t i o n ,

A f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n  was t h e r e f o r e  p r e p a r e d  f r o m  ( 1 )
a n d /
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and  ( i l )  an d  d i l u t e d  t o  g i v e  a r a n g e  0  -  %0 H,GHO p e r

5 m l .  s o l u t i o n .  T h e s e  a l i q u o t s  w e re  t a k e n  i n t o  t e s t  t u b e s

g r a d u a t e d  a t  10 m l .  and  5 m l ,  c b r o m o t r o p i c  a c i d  r e a g e n t

w e re  a d d e d  t o  e a c h .  The c o n t e n t s  w e re  m i x e d ,  s t o p p e r e d

w i t h  g l a s s  t e a r s  and  p l a c e d  i n  a b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  e x -

s a c t l y  30 m i n u t e s .  The t u b e s  w e re  c o o l e d ,  made u p  t o  1 0  m l ,

w i t h  9 M-î% 3 0 4  a n d  r e a d  o n  a  s p e k k e r  a b s o r p t o m e t e r  u s i n g  a

uf r a t  t e n  f i l t e r  No, 606 a n d  t h e  r e s u l t s  p l o t t e d , M e th o d s

( 1 ) and  ( i i )  g a v e  i d e n t i c a l  r e s u l t s .

I t  was c o n f i r m e d  t h a t  w hen  u s i n g  haxanie  t h y  l a n e  t e t r a m l n e ,

s i m u l t a n e o u s  h y d r o l y s i s  an d  c o l o u r  d e v e l o p m e n t  o v e r  a p e r i o d

o f  30 m i n u t e s ,  g a v e  o n l y  a b o u b  46% o f  t h e  t h a o r e t i o a l  y i e l d

o f  f o r m a l d e h y d e ,  and  t h a t  a p r e l i m i n a r y  a c i d  h y d r o l y s i s  was

n e c e s s a r y  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  Xoo p e r  c e n t  y i e l d .

F o r  m e th o d  ( i l l )  a f ew  m i l l i g r a m s  o f  compound F w e re

a c c u r a t e l y  w e i g h e d  o n  a mi o r o b a  l a n c e  a n d  d i s s o l v e d  i n

c h l o r o f o r m .  A l i q u o t s  w e re  d i e  t r i b u t  ed  fox* t e s t s  a n d  c o n t r o l s

i n  95 m l .  f l a s k s  and  t h e  c h l o r o f o r m  e v a p o r a t e d  u n d e r  r e d u c e d

p r e s s u r e  a t  a  t e m p e r a t u r e  belovif 50®C, The c o n t e n t s  o f  t h e

f l a s k s  w e re  o x i d i s e d  w i t h  p e r i o d i c  a c i d  en d  t h e  f o r m a l d e h y d e

d i s t i l l e d  BB d o s o r i b e d  i n  t h e  m e th o d  s e t  o u t  b e l o w  and  t h e

d i e t i l l s t a  d i l u t e d  t o  10 m l ,  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  C brom o-

s t r o p i c  a c i d  r e a g e n t  was a d d e d  t o  a 3 m l ,  a l i q u o t  o f  t h e  
d i s t i l l a t e /
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1 7 *

d i s t i l l a t e  and  bhe c o l o u r  d o v e l o p o d  a n d  r o a d  a s  i n d i c a t e d  

I n  m o th o d a  ( i )  and  ( i i ) ,  i*he r é s u l t a  a r e  show n  i n  B’ig *  3 ,

II; c a n  b e  s e e n  t h a t  8 0  t o  85  p e r  c e n t  o f  t h e  t h e o r e t l o -  

: a l  a m o u n t  o f  f o r m a l d e h y d e  was r e c o v e r e d  o v e r  t h e  g r e a t e r  

p a r t  o f  t h e  r a n g e  s h o w n .

The i n c o m p l e t e  r e c o v e r y  c o u l d  d e n o t e  e i t h e r ^  ( 1 )  t h a t  

t h e  s t a n d a r d  s u b s t a n c e  was n o t  100 p e r  c a n t  p u r e ,  o r  ( 9 )  t h a t  

o x I d  a 1 1 o n  wa s  I n c  om ple  t  e o v e r * t h e  p e r i o d  o f  30 m i n ,  a l lo w m  

;e d  o r  ( 3 )  t h a t  t h e  d i s t i l l a t i o n  f a i l e d  to  a l l o w  a l l  t h e  

f o r m a l d e h y d e  t o  p a s s  o v e r ,  o r  ( 4 )  t h a t  t h e r e  was i n c o m p l e t e  

a b s o r p t i o n  o f  t h e  f o r m a l d e h y d e  i n  t h e  w a t e r  I n  t h e  r e c e i v i n g  

t u b e ,

The 85 p e r  c e n t  r e c o v e r y  I s  p r o b a b l y  a c o m b i n a t i o n  o f  

some o r  a l l  o f  t h e s e  f a c t o r s  a l t h o u g h  D o u g h a d a y ,  J a f f a  an d  

w i l l i a m s , ( 1 9 4 8 )  show ed  p r o g r e s s i v e  I n c r e a s e  i n  f o r m a l d e -  

sh y d e  y i e l d  u p  t o  165  m i n ,  o x i d a t i o n .  T h e y  e h o s e  30 m i n ,  

a s  t h e  m o s t  c o n v e n i e n t  t i m e  a n d  f o u n d  8 6  p e r  c e n t  r e c o v e r y  

c o m p a r e d  w i t h  t h e  v a l u e  o b t a i n e d  a f t e r  165 m i n .

I t  f o l l o w s ,  t a k i n g  i n t o  c o n s i d é r a t i o n  t h e  v a r i o u s  

f r a c t i o n s  e m p lo y e d  d u r i n g  t h e  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  t h e  m ethod 

f o r  e s t i m a t i n g  f r e e  c o r t i o o i d  i n  u r i n e ,  t h a t  e a c h  m i l l i g r a m  

h y d r o  o o r t  l o o  a tOï*on© p e r  24 h o u r  c o l l e c t i o n  s h o u l d  y i e l d  

9 , 9 4  Jfg ,  ÏÏ«*CÏÏ0  i n  t h e  f i n a l  3 m l ,  d i s t i l l a t e  e m p l o y e d ,

M ethod/



1 8 ,

M e th o d s  E s t i m a t i o n  o f  F r e e  C o r k 1 eo a t  e r  o l d  a I n  U r i n e ,

A f r e s h  24 h o u r  c o l l e c t i o n  o f  u r i n e  wbb r e q u i r e d  a n d  
f o r  e s t i m a t i n g  f r e e  c o r t i c o ï d e  a n  8  h o u r  s a m p l e  u s u a l l y  
s u f f i c e d .  I f  e x t r a c t i o n  was b e i n g  made a t  pH 1 ,0  t h e  
u r i n e  was f i r s t  b r o u g h t  t o  t h a t  pH w i t h  10/^ B2 SO4  u s i n g  a  
pH m e t e r  w i t h  g l a s s  e l e c t r o d e .

E x t r a c t i o n s  The u r i n e  was p l a c e d  i n  a s a p n r a t i z T g  f u n n e l  
® i a * ^ l c f F i r c t e d  w i t h  4 x  100 m l ,  c h l o r o f o r m .  S p i l l a g e  was 
a v o i d e d  and  15 m i n ,  was a l l o w e d  b e t w e e n  e x t r a c t i o n s ,  t h e  
c o n t e n t s  o f  t h e  f u n n e l  b e i n g  s h a k e n  s e v e r a l  t i m e s  d u r i n g  
t h a t  i n t e r v a l . .  The c h l o r o f o r m  e x t r a c t s  w e r e  c o l l e c t e d  
i n  one  f l a s k  a n d  t h o r o u g h l y  m i x e d ,

s e p a r a t i o n ,  W a s h in g
053"l^[vapofaTToïT 1 The c h l o r o f o r m  e x t r a c t  was c e n t r i f u g e d

a H m u l s l o n  b r o k e n  and t h e  u r i n e  d i s c a r d e d .
A b o u t  4 gm, s od iu m  s u l p h a t e  w a r e  a d d e d  ad d  t h e  c h l o r o f o r m  
s h a k e n  t o  d e h y d r a t e .  The e x t r a c t  was c h i l l e d  i n  i c e  a n d  
f i l t e r e d  t h r o u g h  g l a s s  w o o l  i n t o  a c l e a n  s e p a r a t i n g  f u n n e l .  
I t  was w a s h e d  t w i c e  w i t h  40 m l ,  0 , 1  H-NeOH and  t w i c e  w i t h  
w a t e r .  The a q u e o u s  e x t r a c t s  w ere  s h a k e n  w i t h  40 m l ,
CEGl^ an d  30 m l ,  o f  iHiis was a d d e d  t o  300  m l ,  o f  t h e  f i n a l  
c h l o r o f o r m  e x t r a o t , s o  t h a t  f i n a l l y  t h e  e q u i v a l e n t  o f  6  
h o u r  u r i n e  c o l l e c t i o n  was o b t a i n e d .

T h i s  e x t r a c t  was e v a p o r a t e d  i n  a 500  m l ,  i ^ u i o k f l t  f l a s k  
a n d  t h e  c h l o r o f o r m  re m o v e d  b y  v acu u m  d i s t i l l a t i o n  i n  a 
t h e r m o s t a t i c a l l y  c o n t r o l l e d  w a t e r  b a t h  a t  a  t e m p e r a t u r e  b e »
; low 50®C,

B la n k ?  A c h l o r o f o r m  b l a n k  was r u n  t h r o u g h  o c c a s i o n a l l y  
u F I n g  w a t e r  a t  t h e  a p p r o p r i a t e  pH, I t  was f o u n d  t h a t  t h e  ‘ 
b l a n k  o b t a i n e d ,  e v e n  f r o m  d i s  t i l l e d  c h l o r o f o r m  o f t e n  g a v e  
a s l i g h t l y  h i g h e r  r e a d i n g  t h a n  t h e  t e s t  ^hmoxicllsGd^^ s a m p l e  
b u t  t h i s  was n o t  s o  i f  t h e  c h l o r o f o r m  was s h a k e n  u p  w i t h  
w a t e r  a n d  w a s h e d  w i t h  a l k a l i  an d  w a t e r  a s  f o r  a u r i n e  e x *
: t r a c t .

To t h e  r e s i d u e  i n  t h e  t e s t  f l a s k  10 m l ,  c h l o r o f o r m  w e r e  
a d d e d  a n d  t h e  f l a s k  s h a k e n  t o  d i s s o l v e  t h e  m a t e r i a l  an d  5  m l ,  
w e r e  p i p e t t e d  i n  s m a l l  2B m l ,  q u i o k f i t  f l a s k s ,  m a rk e d  TOX 
and  t h e  r e m a i n d e r ,  t o g e t h e r  w i t h  tw o  1  m l .  l o t s  o f  o h l o r o f o i m  
u s e d  t o  r i n s e  t h e  l a r g e  f l a s k ,  w o re  p l a c e d  i n  t h e  s e c o n d  
f l a s k  m a rk e d  TH, The ^*blank* s a m p l e s  w o re  s i m i l a r l y  t r e a t e d  
e n d  t h e  c h l o r o f o r m  o n c e  m ore  e v a p o r a t e d  a t  r e d u c e d  p r e s s u r e .



O x i d a t i o n ;  H e a g e n t a  ( 5 )  a n d  ( 6 )  vmre p r e p a r e d  an d  0 , 6  m l ,  
^ T a l o I E i r T c e t i c  & a i d  waa a d d e d  t o  a l l  f o u r  f l a s k s  and  r o t a t e  
: e d  t o  w o t  t h e  w a l l s ^  a f t e r  w h l a h  8 , 5  m l ,  w a t e r  w e re  a d d e d  
t o  6 8 o h .

To TQX an d  BOX w e r e  a d d e d  0 , 5  m l ,  p e r i o d i c  a d d  re-* 
s a g e n t ,  t h e  f l a s k s  s t o p p e r e d  and  t h e  o x i d a t i o n  a l l o w e d  t o  
c o n t i m e  a t  ro o m  t e m p e r a t u r e  f o r  60 m i n u t e s  w i t h  o c c a s i o n -  
; a l  s h a k i n g .  A t t h e  e n d  o f  t h i s  p e r i o d ,  0 , 5  m l ,  s t a n n o u s  
c h l o r i d e  r e a g e n t  waa a d d e d  t o  b b o V\ f l a s k  w i t h  v i g o r o u s  
m i x i n g .

To TTj an d  BÜ, 0 , 5  m l ,  s t a n n o u s  c h l o r i d e  was f i r s t  a d d e d ,  
t o  b e  f o l l o w e d  b y  0 , 6  m l .  o f  p e r i o d i c  a d d ,

■ D i s t i l l a t i o n ;  U s i n g  t h e  m ic rO “ d i s t i l l a t i o n  show n F i g ,  9 ,  
' the"^oon tm fB F  o f  t h e  f l a s k s  w e re  c a r e f u l l y  d i s t i l l e d .  The 
r e c e i v i n g  t u b e s ,  g r a d u a t e d  a t  l o  m l , ^  c o n t a i n e d  1 m l ,  d l s -  
s t i l l e d  w a t e r  a n d  d i s t i l l a t i o n  was c o n t i n u e d  u n t i l  a t o t a l  
o f  9 , 6  m l ,  h a d  b e e n  c o l l e c t e d .  The t i p  o f  t h e  d e l i v e r y  
t u b e  h a v i n g  b e e n  w i t h d r a w n  and  r l n e e d  b e f o r e  t h e  c o m p l e t i o n  
o f  t h e  d i s t i l l a t i o n .  E a c h  t u b e  wae mode u p  t o  10 m i .  w i t h  
d i s t i l l e d  w a t e r  and  t h e  c o n t e n t s  m i x e d .

D e v e l o p m e n t  o f  C o l o u r s  I n t o  a d r y  t u b e  d u l y  l a b e l l e d  and  
g r a ^ r ^ ' o d " " T f " w a b t r a n s f e r r e d  6 m l .  d i s t i l l a t e  an d  5 ml, 
c h r o m a t r o p i c  a c i d  r e a g e n t  a d d e d .  The t u b e s  w e re  s t o p p e r e d  
w i t h  g l a s s  t e a r s  end p l a c e d  i n  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  60 
m i n u t e s , t e r  c o o l i n g ,  t h e  c o n t e n t s  w e r e  d i l u t e d  t o  10 m l ,  
w i t h  9 M-Hj>3Ü4, and  r e a d  i n  t h e  S p e k k e r  a b s o r p t l o m e t e r  an d  
i n t e r p o l a t e d  o n  h y d r o c o r t i s o n e  g r a p h ,

c a l c u l a t i o n s  ( # X  -  TU) -  (BOX -  BÏÏ) g a v e  ï ïg ,

h y d ro c o r t lB " -» ne i n  s a m p l e  a n a l y s e d ,

X 10 X 8 X 400 X 24  h o u r  u r i n e  v o l ,
?  m u  v o t t o t t : h ^

»  Jjg,  p e r  24 h o u r s ,

3 .  RFG O V RRY  E X P E R I M E N T S ,

( a )  Re c o v e r y  o f  Eyd r o  c o r t  i s  o no Added t o  N e u t r a l  U r i n e ,

A G o l l o o t i o n  o f  f r e s h  p o o l e d  m a le  u r i n e  was made an d

f i v e /



9 0 ,

f i v e  500 m l .  a l i q u o t s  w e re  t a k e n .  The f i r s t  s a m p l e  was 

u s e d  a s  a o o n t r o l  i n  w h i c h  t o  d e t e r m i n e  t h e  i n i t i a l  l e v e l  

an d  t h e  r e q u i s i t e  a m o u n t  o f  c h l o r o f o r m  s o l u t i o n  o f  h y d r o -  

s c o r t i s o n e  was a d d e d  t o  t h e  o t h e r  f o u r  t o  g i v e  a d d i t i o n s  aa  

i n d i c a t e d  i n  T a b l e  I I .  The f r e e  c o r t i o o i d  c o n t e n t  o f  t h e  

s a m p l e s  was d e t e r m i n e d  b y  t h e  m e th o d  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  

an d  S p a k k e r  r e a d i n g s  i n t e r p o l a t e d  o n  g r a p h  ( 1 1 1 ) ^  F i g ,  d ,  

an d  r e c o v e r i e s  c a l c u l a t e d ,

TABLE I I

R e c o v e r y  o f  H y d r o c o r t i s o n e  Added t o  U r i n e .

|OT<WiriniwyTJr>*i‘tftr<«Wi-iWMWtn »m\w

s a m p l e
A dded  

H ydro  c o r  t  i s  o ne
Jffg.

Found
J i s .

H O tt
R e c o v e r y

p g .

fo
R e c o v e r y

1 . N i l 164 m m

8 . 196 961 -97 80

S . 950 394 100 67

4 . 500 555 3 9 1 81

5 . 1000 989 0 3 5 86

I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  r e c o v e r y  a v e r a g e d  7 8 / ,  t h a t  i e  o n l y  

7 8 /  o f  t h e  r e c o v e r y  o b t a i n e d  b y  d i r e c t  o x i d a t i o n  o f  

hyd  r  o 0 o r  t  i  s o n e /



91

h y d r o G o r t l s o n e ,  T h i s  cou lc i  b e  e x p l a i n e d  b b  b e I n g  d u e  t o  

i n o o m p l e t e  e x t r a c t i o n  b y  t h e  c h l o r o f o r m ,  d e s t r u c t i o n  o f  

hyd  r o  G o r  1 18 o ne  i n  s o l u t i o n  o r  f i x a t i o n  o f  f o r m a l d e h y d e  b y  

u r i n e  e x t r a c t  a s  s u g g e s t e d  b y  P a t e r s o n  and  y a r r i a n  ( 1 9 5 3 ) ,  

I t  c o u l d  n o t  b e  d u e  t o  i m p u r i t y  o f  b y d r o o o r t l s o n e  a s  t h i s  

was t h e  same m a t e r i a l  a s  was u s a d  fox*» t h e  p x ^ e p a r a t l o n  o f  

c a l ib r (M ' , i c m  c u r v e .  The l o s s  was f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  b y  

a d d i n g  h y d r o c o ; r t i s o n e  t o  u r i n e  b e f o r e  e x t r a c t i o n  an d  t o  t h e  

d r i e d  c h l o r o f o r m  r e s i d u e  f r o m  a s e c o n d  e x t r a c t  b b  i n d i c a t e d , .

( 1 )  600 m l ,  u r i n e  e x t r a c t e d  w i t h  4 x  100 m l ,  
c h l o r o f o r m ,  300 m l ,  a l i q u o t  t a k e n ,  ev a p o x ^ a te d  
an d  d i v i d e d  i n t o  " o x id i s e d ^ *  an d  ^ h m o x l d i s e d "
a a m p l e 8 ,  D i e t i l l e d ,  made u p  t o  10 m l .  w i t h  
w a t e r  and  S m l ,  t a k e n  f o r  c o l o u r  d e v e l o p m e n t ,

( 2 )  500 m l ,  u r i n e  -f 1000  J |g .  h y d r o o o r t i s o n e  i n  
o h l o r o f o r m  a n d  t r e a t e d  a s  ( 1 )  a b o v e .

( 3 ) 500 m l ,  u r i n e  e x t r a c t e d  a s  i n  ( 1 ) ,  b u t  1000 Jig, 
h y d r o o o r t i s o n e  a d d e d  t o  c h l o r o f o r m  r e s i d u e s  
an d  c o n t i n u e d  a s  i n  ( 1 ) ,

R e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b le  I I I ,

I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  b y  e l i m i n a t i n g  t h e  e x t r a c t i o n  

p r o c e s s  t h a t  a f u r t h e r  1 0 /  r e c o v e r y  was e f f e c t e d  b a t  t h a t  

t h e r e  i s  s t i l l  jî l o s s  o r  f i x a t i o n  o f  f o r m a l d e h y d e  b y  t h e  

u r i n e  e x t r a ct^, c o m p a re d  w i  t h  t h a t  o b t a i n a b l e  b y  d i r e c t  

o x i d a t i o n / 6 f



8 8 ,

TABTJS I I I

RQOovery o f  Hydroooi*tiaone Added bo Drlno & TJrlna B x tr o o t .

T o o t I n i t i a l  L e v e l
C a l c u l a  t e d  o n F i n a l  A l i q u o t .

T ]O T H I^ ( iF r î ï ïS T < ir T o t a l ....
p s . a a  H y d r o o o r t i a - Found R e c o v e r y

î o n e . H g ,

1 , 13 15 I S

S . 13 ISO IDS 79

3 . 13 165^ 146 89

( 1 )  I n i t i a l  l e v e l  = 13 |{g .  p e r  f i n a l  a l i q u o t ,

i .e .  13 X lo K 8 X 400 « llfi
^  T  T ” TOT

( 8 )  ( 1 1 6  + 1000)%  200 X I  % 3
400  10

( 2 )  [ ( 1 1 6  X 3 0 0 )  + lO O o Ix  I  X 3I iwmwwi,* I wvrnw
L 400  J 10

sa

16o

p e r  §00 m l ,

^ , p e r  f i n a l  
a l i q u o t ,

r^eper f i n a l  
a l i q u o t .



o f  h y d r o o o r 1 1 s o ne

(b) E f fec t  of pH upon E x trac t ion  of Free Corticjoicia.

A liq u o ts  w e r e  t a k e n  f r o m  a 24 îi n i r  u r i n e  c o l l e c t i o n  a n d  

t h e  pH o f  t h e  s a m p l e s  w e r e  a d j u s t e d  a s  i n d i c a t e d  b e l o w ,  

T a b l e  I V ,  The u r i n e  o r  a q u e o u s  w a s h i n g s  w e r e  e x t r a c t e d  

f o u r  t i m e s  w i t h  100 m l ,  o h l o r o f o r m  and  e s t i m a t e d  a o c o r d i j i g  

t u  t h e  m e th o d  a l r e a d y  d e s c r i b e d ,

TABLE IV

E f f e c t  o f  pH u p o n  E x t r a c t i n g  o f  C o r t i o o i d  M a t e r i a l  f r o m
U r i n e ,

Teat
Ho.

1#

2 .

5 ,

4 ,

b .

Sample

U r i n e  t a k e n  t o  pH 1*0

Fx^esh u r i n e ,  pH 5 , 6

U r i n e  t a k e n  t o  pH l o , 0

A l k a l i  w a s h i n g s  f r o m  pH 1 , 0  
r e - e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m

A l k a l i  w a s h i n g s  ( 4 )  a c i d i f i e d  t o  
pH 1 . 0  and  a g a i n  r e - e x t r a c t e d  
w i t h  c h l o r o f o r m ,  and  o x i d i s e d  
w i t h o u t  f u r t h e r  w a s h i n g .

mg,
C o rt io o id
/  84 Hr,

1,01

0 ,5 8

0 ,4 6

0 , 0 8

0 .3 5

I t  can be s e e n  th a t  th e  g r e a t e s t  y i e l d  o f  c o r t io o id  m a te r ia l  

w as/



was o b ta in e d  at; pH 1 ,0 ,  was lower when the  f r e s h  u r in e  was 

e x t r a c t e d  w i th o u t  a d ju s tm en t  of pH and was lower s t i l l  when 

tak en  to  pH 1 0 .0 .

F u r th e r  exam ples,  Table v ,  of  the e f f e c t  of a c i d l f i o a -  

; t l o n  upon the y i e ld  of forrmIdehydogen1o m a t e r i a l  a re  

shown b e lo w .

TABLE ?

E f f e c t  of A c i d i f i c a t i o n  upon Y ie ld  of c o r t i o o i d  M a te r ia l
from U r in e ,

N e u t ra l  Urine Urine taken  to  pH 1,0
mg, G o r t ic o ld /9 4  Hr, mg, C o r t io o ld /9 4  Hr,

0 ,5 1 0 ,99
0 ,5 1 0 ,5 3
0 ,3 5 0,70

Lieberman and D obr ine r  (1948) a t t r i b u t e d  the in c re a s e  

on a c i d i f i c a t i o n  to h y d r o ly s i s  of s u lp h a te  con juga te s  end 

found t h a t  g lu c u ro n id e s  were no t  h y d ro ly sed  i n  th i s  manner. 

The e f f e c t  o f  a c i d i f i c a t i o n  and the time a c i d i f i e d  u r in e s  

a re  a l lowed to  s ta n d  b e fo re  e x t r a c t i o n  bps been  the  s u b je c t  

of  much d ie  CUBsion, ( P a te r s o n ,  1952),

E x t ra c t io n ,  of the  a l k a l i  wash l i q u o r  w ith  ch lo ro fo rm  

y ie ld e d  p r a o t i c a l l y  no formaIclehydogenio m a t e r i a l  b u t  i f  

t h e /



9 5 ,

t h e  oarne l i q u i d  was t h e n  t a k e n  t o  pH 1 . 0  and  r e - e x t r a o t e d ^  

a n d  d i s t i l l e d  w i t h o u t  o n  a l k a l i  w a s h ,  t h i s  r e s u l b e d  I n  a 

s i g n i f i c a n t  y i e l d  o f  f o r m a l d e h y d e . T h i s  s u g g e s t s  t h a t  

a l k a l i  s o l u b l e  s t e r o i d  o r  p h e n o l i c  m a t e r i a l  i s  r e m o v e d  a t  

t h i s  s t a g e  w h i c h  i s  c a p a b l e  o f  y i e l d i n g  f o r m a l d e h y d e  o n  

o x i d a t i o n  w i t h  p e r i o d i c  a c i d .

4 .  D E T F r ’INATIOH OF MAXIMUM COHDITlClB FCR HYDROLYSIS 
OF GOTCUnOUIC ACID CONJUGATES IN  UBIHE.

E m p l o y i n g  s t a n d a r d i s e d  ox  s p l e e n  g l u c u r o n i d a s e  p r o p a r a 

î t  i o n  an d  t h e  f o r m e I d e h y d u g a n i c  s t e r o i d  m e th o d  a l r e a d y  

d e s c r i b e d ,  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  t o  f i n d  t h e  o p t i m a l  

c o n d i t i o n s  f o r  t h e  h y d r o l y s i s  o f  u r i n a r y  c o r t t c o l d s  c o n j u g -  

ID t e d  w i t h  g l u c u r o n i c  a c i d .  I n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  d u r a t i o n  

o f  a c t i o n ,  c o n c e n t r a t i o n  o f  enzym e an d  h y d r o g e n  i o n  c o n c -  

î 0 n tn ;* o t io n  wee b e i n g  s o u g h t .

I n  e a c h  i n s t a n c e  60 m l ,  o f  p o o l e d  m a la  u r i n e  wee u s e d  

and  w h e r e  n e c e s s a r y  was b u f f e r e d  w i t h  2 m l .  t î - s o d iu m  a c e t a t e  

b u f f e r  o f  pii 5 , 0 ,  2  m l .  c h l o r o f o r m  w e r e  a d d e d  t o  i n h i b i t  

b a c t e r i a l  a c t i o n  an d  t h e  w h o le  t o o u b a t e d  a t  37*^C3. i n  t h e  

d a r k  f o r  t h e  t im e  s p e c i f i e d  i n  t h e  d i f f e r e n t  s e r i e s  o f  t h e  

t e s t s .
o n  COmplo 11 o n  o f  t h e  h y d r o  1 y s i s  t h e  u r i ne was c o o l e d

t o /
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9 6 .

t o  ro o m  t e m p e r a t i i r o  and  e x t r a c t e d  t^'vice v j l t h  50 m l ,  an d  

o n o e  # l t h  95  m l ,  o f  o h l o r o f o r m ^  w a s h e d  t w i c e  w i t h  90 m l ,

0 , 1  N -e o d in ra  h y d r o x i d e  a n d  o n c e  w i t h  90 m l ,  o f  w a t e r ,  The 

a q u e o u s  e x t r a c t s  w e r e  r e - e x t r a o t o d  w i t h  95 m l ,  o f  o h l o r o -  

îf03?m w h i c h  was a d d e d  to  f i r s t  e x t r a c t i o n s .  The m ix e d  

c h l o r o f o r m  e x t r a c t  was d e h y d r a t e d  w i t h  a n h y d r o u s  s o d i u m  

a u l p t e t e  a n d  100 m l ,  a l i q u o t  was t a k e n  t o  d r y n e s s  an d  t h e n  

d i v i d e d  i n t o  tw o  p a r t s  ( s e e  p . I B ) ,  o n e  o f  w h i c h  was o x i d i s e d  

w i t h  p e r i o d i c  a c i d ,  t h e  o t h e r  s e r v i n g  a s  a c o n t r o l ,  a c c o r d i n g  

t o  t h e  m e th o d  d e s o r i b e d  o n  p , 1 4 .  The f i n a l  r e s u l t s  a r e  

c h a r t e d  o n  F i g ,  4 ,  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g ,  4 ( a )  t h a t  a

4 8  h o u r  i n c u b a t i o n  a c h i e v e s  o p t i m a l  a c t i o n  a t  pH 5 , 0 ,  a t  

w h a t  was l a t e r  s h o w n  t o  b e  s u b m a x i m a l  enzym e c o n c e n t r a t i o n ,  

an d  w i t h  o n l y  94 h o u r s  i n c u b a t i o n  i t  was f o u n d , F i g ,  4 ( b ) ,  

t h a t  a b o u t  1 0 , 0 0 0  u n i t s  o f  g l u c u r o n i d a s e  w e r e  n a o e e e a r y  a t  

pH 5 , 0  t o  a c h i e v e  t h e  g r e a t e s t  e f f e c t .  The a c t i v i t y  o v e r  

pH r a n g e  5 , 0  t o  9 , 0  was a l s o  s t u d i e d  a n d  i t  was s h o w n .  F i g ,  

4 ( c )  t h a t  znaximum a c t i v i t y  o f  t h e  enzym e was a t  o r  n e a r  pH 

5 , 0 ,

T h e s e  f i n d i n g s  a r e  e s s e n t i a l l y  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h o s e

o f  C o h en  ( 1 9 5 1 ) ,

I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h e r e f o r e  f r o m  t h e s e  e x p e r i m e n t s  

t h a t  f o r  o p t i m a l  h y d r o l y s i s  o f  f o r m a l d e h y d e g e n i c  s t e r o i d s  

i n /



9 7 ,

i n  u r i n e ,  one  s h o u l d  a l l o w  100 u n i t s  o f  g l u c u r o n i d a s e  t o  

e o t  f o r  4 8  h o u r s  a t  pH 5*0 p e r  m l ,  o f  u r i n e .

I n  p r e g n a n c y  u r i n e  t h e r e  i s  a m o a t  s t r i k i n g  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  y i e l d  o f  c h l o r o f o r m  s o l u b l e  m a t e r i a l  b e f o r e  a n d  a f t e r  

t r e a t m e n t  w i t h  g l u c u r o n i d a s e  p r e p a r a t i o n  c o n s i s t i n g  m a i n l y  

o f  p r e g n a n d i o l ,  a n d  t h e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  n e e d  f o r  s u c h  

o x o G s s i v e  q u a n t i t i e s  o f  enzym e m e n t i o n e d  a b o v e  no d o u b t  

l i a s  i n  t h e  f a c t  t h a t  t h e  c o r t i c o s t e r o i d  c o n j u g a t e s  con»# 

: s t i t u t e  o n l y  a s m a l l  p a r t  o f  t h e  g l u c u r o n i c  a c i d  g l y o o s i c l o  

t y p e  o f  compound f o u n d  e v e n  i n  n o r m a l  u r i n e  a n d  t h a t  s u b -  

; s t r a t e  c o m p e t i t i o n  t h e r e f o r e  e x i s t s ,  b u t  t h e  m a i n  r e a s o n  

no  d o u b t  l i e s  i n  t h e  m ass  law  w h i c h  n e c e s s i t a t e s  a g r o s s  e x -  

s c o s a  o f  en zy m e  i n  o r d e r  t o  f o r c e  t h e  r e a c t i o n  t o  a n y  d e g r e e  

o f  c o m p l e t i o n *

F i s h m a n  ( 1 9 3 9 )  h a s  sh o w n  t h a t  oona  let e n a b l e  d i f f e r e n c e s  

e x i s t  i n  t h e  Mi elm e l l s  c o n s t a n t  f o r  d i f f e r e n t  g l u o u r o n l d e a  

a n d  vma a b l e  t o  show t h a t  t h e  n a t u r a l l y  o c c u r i n g  o e s t r l o l  

g l u c u r o n o e i d a  was m ore  r e a d i l y  h y d r o l y s e d  t h a n  t h e  b o r n e o l  o r  

m e n t h o l  c o m p o u n d s ,

5 ,  HKGOVERY OF HYDRO CO ET I  S O ®  ADDED TO U H I ®  IN THE PRESENCE 

OF 0LUCUHONIDAS.E PREPARATION,

A f m ; t h e r  s h o r t  e x p e r i m e n t  was p e r f o r m e d  t o  t e s t  t h e  

e f f e c t  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c u r o n i d a s e ,  i n  t h e  q u a n t i t i e s  

f o u n d  n e c e s s a r y  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n ,  u p o n  t h e  r e c o v e r y
o f /



9 8 .

o f  a d d e d  h y d r o o o r t I s o n e .

I n  t h e s e  t e s t s  50 m l .  o f  u r i n e  w ore  b u f f e r e d  t o  pH 5 , 0  

and  6000  u n i t s  o f  g l u c u r o n i d a s e  was a d d e d  a s  i n d i c a t e d .  I n  

t h e  f i r s t  s a m p l e  to  w h i c h  2 ml* c h l o r o f o r m  w e r e  a d d e d ,  t h e  

a c t i o n  o f  g l u c u r o n i d a s e  u p o n  t h e  u r i n e  was u s e d  t o  s e r v e  a s  

a c o n t r o l .  To t h e  s e c o n d  s a m p l e  was a d d e d  1000 )Lfg, h y d r o -  

: c o r t i s o n e  i n  2  m l ,  c h l o r o f o r m  and a t h i r d  s a m p l e  was t r e a t -  

5 6 d i n  a m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h e  f i r s t .  A l l  t h r e e  w ere  t h e n  

i n c u b a t e d  a t  37®C, f o r  4 0  h o u r s  and  looo j[|g, h y d r o c o r t i s  one 

i n  c h l o r o f o r m  was a d d e d  t o  t h e  t h i r d  i m m e d i a t e l y  a f t e r  e%- 

: t r a c t i o n  w i t h  c h l o r o f o r m .  The ï ^ e a u l t s  a r e  sh o w n  i n  

T a b l e  V I ,

TABLE VI

R e c o v e r y  o f  H y d r o c o r t i s o n e  Added t o  U r i n e s  T r e a t e d  w i t h
G l u c u r o n i d a s e ,

8 a m p le  
Ho,

1 .

2

I n i t i a l  
] l g , / 5 0  ml.

Added
Jîg .

Found HQCovared
JJiS.

iù R e c o v e r y

1390 # 1390 m m

1390 1000 9160 770 7 7

1590 1000 9490 1050 105

T h e r e  a p p e a r s  t h e r e f o r e  t o  b e  some d e g r e e  o f  d e s t r u c t i o n  

o f /



2 9 ,

o f  h y d r o o o r t i a o n e  d u r i n g  t h e  t i m e  o f  c o n t a c t  w i t h  g l u c u r o n -  

: i d e s o  i n  t h e  u r i n e ,  ( c , f .  F i g .  4 ( a )  a nd  4 ( b ) ) ,  The i n -  

s i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  c o r t i o o i d  i n  t h e  a b o v e  u r i n e  was 

h i g h  ( 9 7 , 8  m g , / l i t r e ) ,  a n d  m uch  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o b -  

s t a i n e d  t h a n  w hen  t h e  f r e e  c o r t i o o i d  r e c o v e r i e s  w e re  b e i n g  

s t u d i e d  an d  no  a p p a r e n t  l o s a  waa e v i d e n t  I n  t h e  t h i r d  

s p e c i m e n ,

6 .  PHOFOHTlO n OF FREE TO GLUGUHO MIC ACID CO NEGATED CORT- 

; IC 03T E R 0ID  XM URINE,

U r i n e s  f r o m  a n u m b e r  o f  n o r m a l  s u b j e c t s  a n d  f r o m  a 

m i s c e l l a n e o u s  g r o u p  o f  p a t i e n t s  w e re  s t u d i e d  i n  o r d e r  t o  

o b t a i n  i n f o x » m a t l o n  w h i c h  w ould  s e r v e  a s  a  g u i d e  t o  t h e  u s e -  

; f u l n e s s  o f  t h i s  s c h e m e  o f  h y d r o l y s i s  a n d  t o  t h e  t y p e  o f  

r e s u l t  w h i c h  c o u l d  b e  e x p e c t e d  l a t e r  w h en  b i o l o g i c a l  a s s a y s  

w e r e  a l s o  b e i n g  c o n d u c t e d . I n  t h i s  s e r i e s  o f  t e s t s  e i g h t  

h o u r  a l i q u o t s  w e r e  t a k e n  f r o m  94  h o u r  u r i n e  c o l l e c t i o n s ,  

ad  l u s t e d  t o  pH 1 , 0  end  e x t r a c t e d ,  a s  d e t a i l e d  i n  d e o o r l p -  

: t i o B  o f  m e th o d  i n  e a r l i e r  s e c t i o n ,  a n d  o n e  h o u r  a l i q u o t s  

w e re  t a k e n  t o  pH 5 , o ,  100 F i s h m a n  u n i t s  o f  g l u c u r o n i d a s e  

p r e p a r a t i o n  w e r e  a d d e d  f o r  e a c h  m i l l i l i t r e  o f  u r i n e  a n d  t h e  

w h o le  i n c u b a t e d  a t  57® 0.  f o r  4 8  h o u r s  t o  g i v e  ^hfree f  G l u c -  

: u r o n i c  a c i d  c o n j u g a t e s * ^ .  From T a b l e  VXI i t  c a n  b e  s e e n  

t h a t  t h e  a v e r a g e  e x c r e t i o n  o f  f r e e  u r i n a r y  c o r t l c o i d  m a t e r i a l ,  

a s /
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TABIB V II

ËPFBCT OF OmOimOMIDASF ON YIELD OP FORMAIDEHYDOGENIG GORTICOIDS*

ax%-«AAw:aü»::*a«i-: r,wai#i fc,’wn«jarHC«issJi üLixifH?/ uĉ̂ffsaMrMiis. %*"J%'Æac:%#üy*A.&K8'aaK m-;:a7M,TK.T'| W 11

CASE AGE VOLUME PREFORM E» GO RTICOIDS iim , / 2 4  H r .
m * y r s * m l , / CRKATIKIffiJ " ~ ¥ m O T ir a T M i m m r

2 4  H r * gM , / 8 4  H ï‘.
iRjJĝ7«aiW«;iT»)‘'iaroTTft

P T 8 0
w#kjpje-uafjrH!̂u*6i,M»vr

A f t e r , t ï ’ a a o . I P o l s e T
pH G * a s 0 * v r o e G ’ a a e . - w m r
1 , 0.-»«™==iœ;*==.»zŝ reK«*.T4SBto5î6KtidlSSMNt.-*TLS.1iA1̂  ̂ •itmc3*iiW«S,-p»4WaKStfteliJ jFdt iK«.MzwK%:weei lï-jtiAï-fÆnwawwi««2LiKRWfaK3nc=a)i .#aHBWst*x*tafl»*wesEi:asi*'

m u m h  MEM

1 |L _ 4 3 ___9 4 0  _ 1 . 1 6 _ 0 / 7 5 9 . 2 J 1 2 ,  6  _ _ 7 . 6 1 0 , 2

8 * 2 6 **tT- ___9 3 0 1 . 6 1 0 . 6 7 1 0 , 7 1 5 , 9

3 9.*G5St«aU44axUTwi4 3 9 4 0 0 . 0 8 0 , 6 2•gwtofi50«Mqje5SASx»i##ï 6 , 3 1 0 , 2>»K.'«saa»e33r-.\-:«,i:ir.'T'J5tay.r, 9 , 2er%:g"NT;%L3y.viBtw*w* 1 4 , 8

___4 7 5 2 0 0 . 4 5 0 . 8 5 5 . 6 __ j6 . 6 5 . 8 7 . 0

8 * 3 7 1 ,  lOÔ 9 . 0 1iil<ir>t!>,WHfi Mr«%(h;tAa ̂ 0 . 8 0*ÆftAa*)iw%MWi:aK:#rfSK 8 , 6 1 0 * 7 8 . 8 1 1 ,0a4?<*:#cgak%4i'3rf3V.%rtJ|ieT;#K33

6 . 6 1 1 , 0 2 0 1 . 6 1 0 , 8 7*Mtmasti«**s!3i5ABS3ea*; 10 . 3 1 1 . 8irtcaBgTJSfaaactfj» i ĵuyi u 9 , 5smaaaKwcjnrr̂raty'jairuwt 1 0 . 9a*a.waîUae5ti=M'̂«S$«ST»eR? '

? . 5:1ntK̂gsTK̂aeiKWiAK.a 7 ‘to 1 . 0 9 0 . 5 6 9 . 7£çaiw»5«sa3»ÿ*ŝ^ 1 7 . 3tr w*Bgwôm>î>?5W..:a>'. jaa;- 1 0 . 9 1 9 . 5

8 .»)»:53#ae'-45$&sa4ct« * iti 4 3««T* .■« t ftp ,#a 8 , 1 9 0,̂rmf*'imA')wkwuwieiw*r,W'. 3 . 0 4 1 . 0 9 1 9 . 1 1 7 , 5«t=;ïFitïCfW'OiX3i3ï5̂ 1 9 . 3:.%̂«ÿ;vAr7U3«[n»<S07̂ 1 7 . 7

9 .% ig.ÿîÿayr.egimsT̂.'üVj» 5 8 1 , 8 0 0a3W«K«;%i»wn#eæw=AW3K 1 . 8 5 0 , 6 0
tr, tM- « >• IKarfr> Il 8 * 8Mfawcaocwa-we 1 4 , 7«rx«tiKXînw4fi»i»»Wîa5̂^ 8 , 4 1 4 . 0

1 0 .4 ^ 4 0 3 » S 2 2 ^ 1 . 6 7rMMWewwi svtty'iTpr: rr» Il <■*» 1 . 1 9 1 6 , 4■.•■LJ>-rfp« yymvrf. 1 3 . 8 * —

AV ERA GE; O . S ) 1 0 . 4 1 3 . B
1

JSO R m i, WOSÎEH
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1 . 4 0 8 7 0 0 , 0 9 0 . 5 9 8 . 3 1 4 . 1 8 , 6 1 4 , 4

a .4 rwsB*Kittive*v3W 3 5 1 . 1 2 0 . 3 8: i7<w.-TT,> 4 , 6 1 9 . 1 — —

3 * 5 3 9 4 0 1 , 3 8 0 , 4 7aaüMg-.injpMaatj/̂'aiig 7 , 7 1 6 . 4 8 , 1 1 7 . s■wjgaĝs«ga‘a7r.'warttM£aT.a£».'.

4 . 2 6 6 4 0 0 , 4 9 0 , 3 1VÆ3S5=iIOÎÜ̂T«C3CS»J;g 9 , 9 3 1 . 9i:r=3KM»A;&KUWaî*&:«k3a* - -

4 2 1 , 0 1 0 0 , 8 8 0 . 3 8 1 1 . 9 3 1 , 4 — #»
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7 . 4 3KiT3BfcSaç=3M:!7T*M3a 6 6 0 0 , 9 4 0 . 5 9 i y , 8 _ 3 4 . 8 -
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BB e x t r a c t e d  b y  c h l o r o f o r m  a t  pH 1 , 0 ,  i n  t h e  s m a l l  s e r i e s  

s t u d i e d  i s  0 , 8 0  m g,  a n d  0 , 4 9  mg, p e r  24 h o u r s  f o r  n o r m a l  

m a l e s  a n d  f e m a l e s  r e s p e c t i v e l y ,  a n d  t h a t  t h e  t o t a l  e x t r a o 1 >  

s a b l e  c o r t i o o i d  a f t e r  t r e a t m en t  o f  t h e  u r i n e  w i t h  g I n c u r -  

s o n i d a s e  i s  lo , 4  mg, and  1 0 , 5  m g , ,  i n  o t h e r  w o rd s  o n e  c a n  

e x p e c t  o n  a n  o v e r a g e  a 1 4 - f o l d  i n c r e a s e  i n  f o r m a l d e h y d o g e n l o  

m a t e r i a  1 a f t e r  t r e a t m e n t  o f  m a le  u r i n e  w i t h  g l u c u r o n i d a s e  

e n d  a b o u t  a  2 0 - f o l d  i n c r e a s e  i n  f e m a l e  u r i n e .  T h i s  means 

t h a t  a l t h o u g h  women e x c r e t e  l o w e r  l e v e l s  o f  f r e e  c o 3? t i c o i d  

m a t e r i e l ,  t h e  l e v e l  o f  t o t a l  c o r t i o o i d  i s  a l m o s t  i d e n t i c a l  

an d  t h e  r e s u l t s  i n f e r  t h a t  t h e r e  i s  a l m o s t  e q u a l  o u t p u t  o f  

a d r e n a l  c o r t i c o s t e r o i d s  i n  t h e  two s e x e a ,  b u t  t h a t  i n  t h e  

f e m a l e  t h e r e  i s  m o re  c o m p l e t e  u t i l i s a t i o n ,  o r  r e d u c t i o n  t o  

I n e r t  m e t a b o l i c  e n d - p r o d u c t s  o r  c o n j u g a t i o n .  T a b l e s  V I I  

a n d  V I I I  show t h a t  b y  b o i l i n g  t h e  u r i n e  a n d  c o o l i n g  p r i o r  

t o  t h e  a d d i t i o n  o f  g l u c u r o n i d a s e ,  a f u r t h e r  m o d e r a t e  i n c r e a s e  

i s  u s u a l l y  a p p a r e n t ,

N o t e s  o n  C a s e s  R e p o r t e d  o n  T a b l e  V I X I ,

Caso  1 A p a t i e n t , w h o  s u f f e r e d  f r o m  C u s h i n g ’ s d i s e a s e  o f  
v e r y  r a p i d  o n s e t  who had  s u b m i t t e d  t o  m s u b t o t a l  
a d r e n a l e o t O B i y  a n d  who s t i l l  sh o w ed  a h i g h  
1 7 - l t e t o a t e r o i d  e x c r e t i o n .  C o r t i s o n e  r e s u l t e d
i n  a m a rk e d  i n c r e a s e  i n  t o t a l  c o r t i o o i d s  w i t h  
a t t e n d a n t  c l i n l o a 1 c h a n g e s ,  P r o d u i s o l o n e
c a u s e d  a d i s t l n ç t  f a l l  i n  t o t a l  c o r t i o o i d s  a n d  
a l s o  s u c c e e d e d  i n  l o w e r i n g  t h e  1 7 - k e t o s t e r o i c l e  t o  
w i t h i n  n o r m a l  I l B i i t s ,

C ase  2 /



H
-ps*

"  C  
(3 P
P  ci- Op o p  
o  p , B

%  
"u M  
y  H' 
m o  

CJ I

| .
w

rü
o

S
H*

ir
i j .
f j
H
a>
o
ch
O

O
w

ro
o

cr»

r

*4
e n
o

H
W
V.O
o

o

e o
vn

u i

M
•>

-O

ro
H vo

.(S.

e n

M

a \
c

%
o
0 3

V I

Rp a  
o  

>  y
o  ch r-3 H'K ta

p
p
(D

H.1

I
H''

1

»•

ra P P M

ro fO H M f—t
jVi p J V.Hvn KO

o | h ' w O W (X)
O  O O O o

w

H" H' tû a 
(D b  
p  o
W p  
O  a> 

m

o o p

o  ••  • o  ••
0  o  o  QP P P Pi 
c i' CD ch 
H- h-fi
(ji m
1 I

g

g .
P j

e n
u»

o

Cj 3 H O ro H
4&. W -~0 o —3

03 ro C53 O

•-3
en

w

o \ w-ft, vc-

H o  o  o
roKo v£> -o

jz . vn

M fO
VO 00 VI

fv3 
W  O

0-0 H

row
h™̂

U) 03

ro 
w  w
eo ro

M
m

H
CO 03 Ci
w o i O

w
c o

vjn

M
O

ro

03 w  
- 0  0 3

oc

tP  Cû 
H" H-

S I
P  Ora p
(D pJ

m

o »
ivn
O

O

cofkj

o

V£>

Cfl 
CD 
P  O 
(Si P  
CD pJ

m

o

A

O  M  
CD Pj pj H'SB o
I ?

g:
H'
O

W

g
O

o

0 0
" ta

O

M  O  
B  ü> 

*'d ch 
(D CD
y  o  r-bOt)
CD CD 
O  p
ch CD
P  m

H'
(D

•■ p  &
0> p  CD H’ pJ ch 
O  h! !. 2- 
H  O ^  

ca H
ch

I

O

Co

o

w

ro

>  w
p  P
ch ®

ï i
H" p  
ch ch 
M» O 
ra (J

p j

h ï j

W
Co

H

M

M
03

v c

p  p
ch CD 

p

H> t» 
ch ch 
H ' O 
Vî H- 

P i

W
,|5s

W

ro

w

\ o
Vh

o

03

VD

*• M W  O  
P p  H* Çi 
CD O- CO CO 
P  CD ç r  
fo ch p  H- 
H  o  w p  
C3 ch CD (? '; 
O  P  •  
ch
S  ^G P i-t 

<4 P j  ch 
'  I CO 

P

O

» .  h d  . .

P  P  O
H'CD P  tO p. CD
&'
Q

H-3

%

H H H
301 - 0

ro 03
O o O

03
0 3

O

U î

H

8

,vn
V1
M

-O

H

-O

O

o  fo• J?j

o
g

M
o

a
K

î“j
g

C-'J
L-:

*4
P P  
co w

f i  <- 
'  o

ro  w  
■F̂  :---,

r o  :•; o
f .  M

p  m F• a  tï 
F i

Sz: hd 
P  

H  CD 
•  CD 
O

O  >

Çù ch 
cfl m 
o  p

iai
CD

W
y-j
h t
O
O
fH

d u  
w

- H
fa ch 0) p 
m p

" 1 ^
CP

F!

F .

8

i"!

t-i

o
V.

p

o

ïô

c
PJ

u>te
co

£D
c f
M
CD

«4
r—t

W
ro



3 6 ,

C ase  2  R h e u m a t o i d  Q x» tî i r i t : lo  p a t i e n t  who f a i l e d  t o  r e s p o n d  
t o  ACTE.

C ase  3  I n  c o n t r a s t  t o  a b o v e  p a t i e n t ,  t h i s  c a s e  show ed  a  
m a rk e d  r e s p o n s e  t o  ACTH w h i c h  was e v i d e n t  i n  b o t h  
f r e e  an d  c o n j u g a t e d  f r a c t i o n s *

Cose  4 Long s t a n d i n g  c a s e  o f  r h e u m a t o i d  a r t h r i t i s  who h ad  
r e c e i v e d  c o r t i s o n e ,  w i t h  a 1 t e r n a t e  b o o s t i n g  d o s e s  
o f  ACTH, o v e r  a p e r i o d  o f  s e v e r a l  y e a r s .

C ase  6  Y oung  c h i l d  w i t r .  o s t e o g e n e s i s  i m p e r f e c t a  r e o e i v i n g  
m e t h y l  a n d r o s t e n e d i o l  a s  a low a n d r o g e n i c  a n a b o l i c  
s t e r o i d  f o r  h e r  b o n e  c o n d i t i o n .

C ase  6 P a t i e n t  w i t h  i d i o p a t h i c  oedema who show ed  n o r m a l  
c o r t i G o i d  e x c r e t i o n  l e v e l s .

C ase  7 Â  c a s e  o f  u n u r e a t e d  S im ju o n d s ’ d i s e a s e  i n  w h i c h
t h e r e  e x i s t e d  a u r i n a r y  i n f e c t i o n .  P a r t  o f  t h e  
f r e e  c o r t i o o i d  may b e  a c o a m t e c i  f o r  b y  t h e  a c t i o n  
o f  b a c t e r i a l  g l u c u r o n i d a s e  a c t i n g  u p o n  c o n t u g a t e d  
m a t e r i a l .

C ase  8  An e x a m p l e  o f  3 im m o n d e ’ d i s e a s e  i n  t h e  tz ia le .  The 
p a t i e n t  a t  t h i s  p o i n t  %iyas r e c e i v i n g  o n l y  a s m a l l  
d o s e  o f  t h y r o i d  a n d  show ed  s u b n o r m a l  l e v e l s  o f  
u r i n a r y  c o r t i o o i d , He h a s  s u b s e q u e n t l y  b e e n  
m a i n t a i n e d  i n  e x c e l l e n t  h e a l t h  o n  1 2 , 5  -  25  mg, 
c o r t i s o n e  p e r  d a y .

C a se  9 No f r e e  c o r t i o o i d  c o u l d  be  d e m o n s t r a t e d  i n  t h i s
p a t i e n t ’ s u r i n e  a l t h o u g h  a n o r m a l  l e v e l  was f o u n d  
a f t e r  t r e a t i n g  t h e  u r i n e  w i t h  g l u  o u r o n i d  a s e . T h i s  

b e e n  r e p o r t e d  p r e v i o u s l y  i n  o a s e s  o f  8 immonds ’ 
- d i s e a s e  { s e e  a l s o  G ase s  9 and  10 I n  T a b l e  X I I ) ,
Ahe p a t i e n t  s h o w e d  a  n o r m a l  r e s p o n s e  t o  c o r t i s o n e  
o n  two l a t e r  o c c a s i o n s ,

C asa  10 R e s i s t a n t  an d  u n s t a b l e  c a s e  o f  p e m p h ig u s  who h a s
b e e n  t h e  s u b j e c t  o f  a  a e p a r a t e  r e p o r t  ( N e i l l ,  1 9 5 6 ) ,  
D u r i n g  t h e  t h i r d  a s s a y ,  t h e  p a t i e n t  h ad  a n  a c t i v e  
i n f e c t i o n  o f  t h e  u r i n a r y  t r a c t  a n d  t h e  v e r y  h i g h  
f r e e  f m o t i o n  was u n d o u b t e d l y  d u e  t o  h y d r o l y s i s  o f  
c o n j u g a  oed m a t e r i a l  b y  b a c t e r i a l  e n z y m e s .  The 
t h i r d  c o l l e c t i o n  a p p e a r s  t o  b e  i n c o m p l e t e  os  judged  
toy/



3 4 ,

b y  t h e  o r e a t l n l n e  e x c r e t i o n .

Cose  11 C ase  o f  p e m p h ig u s  o n  i n t o n o  i v e  t h e r a p y  w i t h  ACTH 
a n d  c o r t i s o n e  s i i m i l t s n o o u a l y .  G r o s s  i n c r e a s e  i n  
b o t h  f r e e  an d  c o n j u g a t e d  f r a c t i o n s .

G a s e s  1 9 ,  13  and  1 4 ,  A l l  t h r o e  casoG show m o d e r a t e  i n c r e a s e  
i n  f r e e  e o r t i c o i d s  a s  o o m p a re d  w i t h  a v e r a g e  o f  
s e r i e s  o f  n o r m a l  f e m a l e s .  I n  o a s e s  15 a n d  1 4 ,  
t h e  c o n j u g a t e d  f r a c t i o n s  a r e  a l s o  i n c r e a s e d .



s a .

C h a p t e r  I I I  

BIO ID GI CAL ASSAY OF URINARY PORTICO ID S ,

I t  5-8 r e c o g n i s e d  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  t h e  g l i i c o c o r t l c -  

: o i d  h o r m o n e s  i n  f e d  a n i m a l s  i s  t o  s u p p r e s s  t h e  o x i d a t i o n  

o f  g l u c o s e  a n d  t h u s  c a u s e  a n  e x c e s s 5 .v e  d e p o a i t i o n  o f  g l y o o -  

; g e n  i n  t h e  l i v e r ,  w h e r e a s  i n  f a s t i n g  a n i m a l s  n e o g l u o ’o g e n e s  

: i s  r e s u l t s  f r o m  t h e  a c c e l e r a t e d  b r e a k d o w n  o f  p r o t e i n  

s o u r c e s  u n d e r  t h e  a c t i o n  o f  t h e  h o r m o n e s ,  ( E v e n s ,  1 9 3 6 ;

L o n g ,  K a t z i m  and  F r y ,  1 9 4 0 ;  a n d  W e l l s  and  K e n d a l l ,  1 9 4 0 . )  

T h e s e  p r o c e s s e s  a r e  a d v a n c e d  i n  t h e  l i v e r s  o f  a n i m a i s  w e l l  

s u p p l i e d  w i t h  am in o  a c i d s ,  ( G u e s t ,  1 9 4 1 ;  M i r s k i ,  R o s e n b a u m ,  

S t e i n  & W e r t h e i m e r ,  1 9 3 8 ) ,

The two p r i n c i p a l  m e t h o d s  f o r  t h e  a s s a y  o f  g l u o o c o r t i -  

: c o l d s  b y  m e a n s  o f  l i v e r  g l y c o g e n  i n  t h e  a d r e n a l e c t o m i s e d  

m ouse  a r e  t h o s e  o f  E g g l e s t o n ,  J o l m s t o n ,  a n d  D o b r i n e r  ( 1 9 4 6 )  

a n d  V e n n i n g ,  K az m in  a n d  B e l l  ( 1 9 4 6 ) ,  I n  t h e  f o r m e r  a n  

e f f o r t  i s  made t o  m a i n t a i n  e x i s t i n g  l i v e r  g l y c o g e n  s t o r e s  

b y  i n j e c t i o n  o f  t h e  h o rm o n e  a n d  t h u s  c o m b a t  d e p l e t i o n  w h i c h  

w o u ld  n o r m a l l y  t a k e  p l a c e  d u r i n g  t h e  f a s t i n g  p e r i o d  o f  t h e  

t e s t .  111 t h e  l a t t e r  m e th o d  t h e  g l y c o g e n  s t o r e s  a r e  f i r s t  

i n t e n t i o n a l l y  r e d u c e d  b y  a p r o l o n g e d  f a s t  an d  t h e  d e g r e e  o f  

r e p l e n i s h m e n t  g i v e s  a m e a s u r e  o f  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  a d r e n o *  

: c o r t i c a l  p r e p a r a t i o n ,  ’ C h e m i c a l  m a t u r i t y ’ ,  b o t h  f r o m  t h e

p o i n t  o f  v i e w  o f  t h e  a g e  o f  t h e  a n i m a l  a n d  p r e v i o u s  d i e t a r y  

h i s t o r y /

m *



m

t u #



3 6 ,

h i s t o r y  s e em e d  n e o e s s a r y  i f  s a t i s f a c t o r y  r e s u l t s  w ere  t o  bo 

o b t a i n e d ,  I r r e s p e e t i v e  o f  w h i c h  m e th o d  i s  u s e d  a d e q u a t e  

p o s t - o p e r a t i v e  c a r e  a n d  f e e d i n g  a r e  e s s e n t i a l ,

1 ,  ADRENh LECTOMY o f  t h e  M0U3E,

The p ro g ra m m e  e n t a i l e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a s a t i s f a o t r x y  

m e th o d  o f  a d r e n a l e c t o m y  o f  t h e  m ouse ,  s e v e r a l  d e s c r i p t i o n s  

a p p e a r  I n  t h e  l i t e r a t u r e  o f  m e th o d s  w h i c h  h o v e  b e e n  d e v i s e d  

f o r  a d r e n a l e c t o m y  o f  t h e  r a t ,  ( R i c h t e r ,  1 9 4 1 ;  G r o l i m a n ,  

1 9 4 1 ) ,  b u t  i t  was f o u n d  t h a t  t h e  some p r o c e d u r e s  when a p p l ie d  

t o  ;,he mou s e p r  e s e  n  t  e d c o ns  i d  e r  a b l y  mo r e  d i  f  f  i  ou I t  y i n  v i r t u  © 

o f  t h e  f a c t  t h a t  t h e  a n i m a l s  w e re  s o  much s m a l l e r  an d  a l s o  

b e c a u s e  t h e  a d r e n a l  g l a n d  i n  t h e  m o u s e ,  p a r t i c u l a r l y  o n  t h e  

r i g h t  s i d e  d o e s  n o t  * ' s h e l l  out** a s  e a s i l y  & b i n  t h e  r a t .

The f o l l o w i n g  sc h em e  h a s  b e e n  e v o l v e d  w h i c h  a l l o w s  o n e  

p e r s o n  t o  a d r@ n a le o to m . is©  m io© , w i t h  a c o n s i d e r a b l e  d e g r e e  o f  

s u c c e s s ,  a t  t h e  r a t e  o f  a b o u t  s i x  p e r  h o u r .  The a p p a r a t u s  

u s e d  i s  i l l u s t r a t e d  i n  F ig *  5 ,  I t  c o n s i s t e d  o f  a p l a s t i c  

b o a r d , 6** x  5** w i t h  two c o r k  i n s e r t s .  To o n e  s i d e  was a r o d ,  

w h i c h  c o u l d  b e  r a i s e d  o r  l o w e r e d  b y  a r a c k  a n d  p i n i o n ,  and  

c a r r i e d  a h o r i z o n t a l  beam  p r o j e c t i n g  o v e r  t h e  b o a r d  t o  w h i c h  

was a t t a c h e d  b y  m eans  o f  a f i n e  s p r i n g ,  a D i f f e n l i a o h ’ s **bull  

dog'* a r t e r y  c l a m p .  The b o a r d  was s o  ax '-rangod t h a t  i t  c o u l d  

b e  t i l t e d  an d  h e l d  a t  a n  a n g l e  o f  45** and  w hen  i n  u s e  th© 

b o a r d /



m .

b o a r d  was i l l u m i n a t e d  w i t h  a  B o r s t m a n  *' Pu l a i t e "  l a m p ,  t h e  

m a g n i f y i n g  l e n a  o f  w h i c h  a s s i s t e d  d u r i n g  d i s s e c t i o n ,

Th© m ouse  was a n a e s t h e t i s e d  b y  a s u b c u t a n e o u s  i n j e c t i o n  

o f  0 , 2  m l ,  o f  a  f r e s h l y  p r e p a r e d  one  p e r  c e n t  n e m b u t a l  s o l -  

î u t i o n  an d  l e f t  u n t i l  i t  was u n d e r  t h e  e f f e c t  o f  t h e  d r u g .

I t  was t ih e n  s t r e t c h e d  o n  t h e  b o a r d ,  i t s  l e g s  b e i n g  h o l d  

b y  8 t r i n g  e l a s t i c  t h r e a d e d  t h r o u g h  s u i t a b l y  p l a c e d  h o l e s .

The h a i r  o f  t h e  b a c k  was r a m o v e d  o v e r  a s u i t a b l e  a r e s  w i t h  

a s e t  o f  e l e c t r i c  c l i p p e r s  and  t h e  a k i n  s w a b b e d  w i t h  e t h e r ,

A m id  l i n e  i n c i s i o n  abou t ,  1 cm* i n  l e n g t h  was made a t  t h e  

l e v e l  w h e r e  t h e  k i d n e y  c o u l d  b e  p a l p a t e d ,  a l m o s t  f r o m  t h e  

m i d d l e  o f  t h e  b o c k  u p w a r d .  The s k i n  o n  t h e  l e f t  a i d e  was 

r e t r a c t e d  a n d  h e l d  i n  p o s i t i o n  b y  a s m a l l  r e t r a c t o r  w h i c h  

c o u l d  b e  p i n n e d  i n t o  t h e  c o r k  i n s e r t .  The f a s c i a  o f  bhe 

mu a o l e  was n e x t  i n c i s e d  w i t h  a  p a i r  o f  f i n e  e y e  s c i s s o a ? a ,  t p -  

s w a r d s  and  i n w a r d s  t o w a r d s  t h e  u p p e r  p o l e  o f  t h e  k i d n e y .  The 

c e n t r a l  p o r t i o n  o f  t h e  m usc l e  was g r a s p e d  i n  t h e  D i f f e n b a c h  

c l a m p  and  t h e  o u t e r  p o r t i o n  c o l l e c t e d  an d  h e I d  b y  t h e  r o 

s t r a  c t o r ,  By r a i s  i n g  t h e  r a c k  and  p i n i o n  a g o o d  e x p o s u r e  

o f  t h e  u p p e r  p o l e  o f  t h e  k i d n e y  c o u l d  b e  o b t a i n e d  and  u s i n g  

a f i n e  p a i r  o f  f o r c e p s  and  a p r o b e  t h e  k i d n o y  o a p s u l e  an d  

t h e  a d r e n a l  g l a n d  w e re  f r e e d  f r o m  f a t  a n d  c o n n e c t i v e  t i s s u e .  

The a d r e n a l  v e s s e l s  w e r e  o c c l u d e d  b y  a n o t h e r  p a i r  o f  f o r c e p s  

f o r /



3 8 ,

f o r  a b o u t  t h i r t y  s e c o n d s  a f t e r  w h i c h  t h e  a d r e n a l  was e a s i l y  

r em o v e d  w i t h o u t  h a e m o r r h a g e .  The r e t r a c t o r  and  c l a m p  w e r e  

w i t h d r a w n ,  t h e  f a c i a  p u l l e d  w e l l  o v e r  a n d  t h e  p r o c e s a  r e p e a t -  

sad o n  t h e  r i g h t  s i d e ,  T h i s  was t e o l m i c a l l y  more d i f f i c u l t  

a n d  g x ^ e a t e r  c a r e  was n e c e s s a r y  i f  h a e m o r r h a g e  was t o  b e  

a v o i d e d , I'hien t h e  s e c o n d  a d r e n a l  h ad  b e e n  s u c o e s a f u l l y  r e -  

smoved t h e  p e r i t o n e u m  was c l o s e d  a n d  t h e  s k i n  s u t u r e d  w i t h  

two s t i t c h e s  o f  f i n e  g u t .  C a s u a I t y  r a t e  was low  an d  w i t h  

e x p e r i e n c e  9o t o  96  p e r  c e n t  a d r o n a l e c t o m i a a  w e r e  p r o v e d  t o  

b e  c o m p l e t e *

i i d r e n a l e  o t o m i s e d m ic e  c o u l d  be  m a i n t a i n e d  i n  good  o o n d i -  

; t i o n  o n  t h e  s p e c i a l  d i e t  s t a t e d  b e l o w  a n d  u s i n g  0,9^1 NaCl 

a s  d r i n k i n g  w a t e r .  Mice w e re  k e p t  o n  o c c a s i o n s  f o r  p e r i o d s  

o f  u p  to  s i x  w e e k s ,  b u t  a l l  d i e d  w i t h i n  tw o  d a y s  i f  t a p  w aW r 

was s u b s t i t u t e d  f o r  s a l i n e  s o l u t i o n ,

2 .  ESTIMATION OF LIVEH GLYCOGEN,

G l y c o g e n  was e s t i m a t e d  by  t h e  m e th o d  o f  G ood ,  K ra m er  a n d  

S omo g y l  ( 1 9 6 3 ) ,  o t h e r  me t  hod a ha v e r e c e n t l y  be  oomo a v a l 1 -  

s a b l e ,  ( Kemp a n d  Van H e i j n i n g e n ,  1 9 5 4 ) ,  b u t  w h e re  l a r g e  

n u m b e rs  o f  e s t i m a t i o n s  h a v e  t o  bo  d o n e  i n  r a p i d  s u c c e s s i o n  

i  b was f o u n d  t h a t  t h e  m e th o d  o f  Good a t  a 1 ,  was t o  b e  p r e -  

: f e r r e d ,

The animals were k i l l e d  by snapping t h e i r  neokc and 

t h e i r /



3 9 ,

t h e I r  l i v e r s  r e m o v e d  w i t h i n  40 s e c o n d s  end  i m m e d i a t e l y  

im m e rse d  I n  5 ml* h o t  30 p e r  c e n t  p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  a o X u -  

r t i o n  c o n t a i n e d  i n  s t r o n g  4** x  f** r o u n d  b o t t o m e d  t e s t  t u b e s  

w h i c h  h a d  b e e n  g r a d u a t e d  a t  10 m l ,  E a c h  t u b a  was s u p p l i e d  

w i t h  a n u m b e re d  g l a s s  r o d  t o  a s s i s t  i n  th e  h o m o g e n i s a t i o n  

and  u l t i m a t a  s o l u t i o n  o f  t h e  l i v e r  t i s s u e .

The t u b e s  w e r e  im m e rs e d  f o r  20 m i n u t e s  i n  a b o i l i n g  

w a t e r  b a t h  b y  w h i c h  t i m e  d i g e s t f o n  was c o m p l e t e .  A t  t h i s  

p o i n t  t h e  t u b a s  w e re  r e m o v e d  and  c o o l e d ,  a f t e r  w h i c h  5*7  m l ,  

95 p e r  c e n t  e t l i a n o l  was a d d e d  w i t h  c o n s t a n t  s t i r r i n g *

T h i s  m a i n t a i n s  t h e  1 , 1  : 1 ,  a l c o h o l  r a t i o  a d v i s e d  i n  t h e  

o r i g i n a l  t e o h n i q i ’î e .  The c o n t e n t s  w ere  o n o e  a g a i n  b r o u g h t  

t o  b o i l i n g  p o i n t  i n  t h e  w a t e r  b o t h  w hen  1% was f o u n d  t h a t  

t h e  g l y c o g e n  was t h o r o u g h l y  c o a l e s c e d  i n t o  a  p r é c i p i t a t e  

w h i c h  c o u l d  be  e a s i l y  c e n t r i f u g e d .  The g l y c o g e n  d e p o s i t ,  

a f t e r  b e i n g  d r a i n e d  b y  i n v e r s i o n  was d i s s o l v e d  i n  4 , 0  ml* 

o f  n - B u X p h u r i c  a c i d ,  s t o p p e r e d  w i t h  a g l a s s  t e a r  and  h y d r o ly s -  

: c d  i n  a  b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  two a n d  a q u a r t e r  h o u r s .

The c o n t e n t s  o f  t h e  t u b e s  w e re  t h e n  n e u t r a l i s e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  0 , 7  m l ,  5 N - s o d iu m  h y d r o x i d e  an d  d i l u t e d  t o  10 m3, 

f r o m  w ' i io h  1 m l ,  s a m p l e s  w e re  t a k e n  and  t h e  g l u c o s e  e s t i m a t -  

?ed b y  t h e  c o l o r i m e t r i c  m e thod  o f  N e l s o n  ( 1 9 4 4 ) .

3 * H GO VERY 0 F A DDED GLYCO GEH, /



4 0 ,

3, RECOVER‘D OF ADDED GLYCOGEN,

A b o u t  25  gm, g u i n e a  p.ig l i v e r  was h o m o g e n i s e d  I n  0 ,9 %  

s o d i u m  c h l o r i d e  w i t h  t h e  a i d  o f  a n  'V i tom ixer* '  a n d  a l l o w e d  

t o  s t a n d  f o r  two d a y s  i n  t h e  r e f i * i g e r a t o r  b y  w h i c h  t i i a e  

t h e  g l y c o g e n  c o n t e n t  h a d  f a l l e n  e l m o s t  t o  Z e r o ,  T h i s  

h o m o g e n a t e  was u s e d  i n  t h e  r e c o v e r y  e x p e r i m e n t s  d e s c r i b e d  

be  l o w ,

2 0 0  rag, g l y c o g e n  ( B* D, H, )  w e re  d i s s o l v e d  i n  e x a c t l y  

8 m l ,  w a t e r , T u b e s  g r a d u a t e d  a t  10 m l ,  w e re  p r e p a r e d  an d  

t o  e a c h  was a d d e d  2 , 5  m l ,  o f  l i v e 3? h o m o g o n a t e  and  '**,5 m l ,  

60% KOH a n d  1 , 0 ,  0 , 8 ,  0 , 6  m l ,  e t c ,  g l y c o g e n  w e re  a d d e d ,  

t h e  v o lu m e  I n  e a c h  c a s e  b e i n g  made u p  t o  6 m l ,  w i t h  w a t e r .  

T h e s e  o p e n  t u b e s  w e r e  h e a t e d  i n  a b o i l i n g  w a t e r  b a t h  f o r  

20 m i n u t e s ,  c o o l e d  an d  t r e a t e d  w i t h  5 , 7  m l ,  a l c o h o l ,  a s  i n  

G o o d ’ s m e t h o d .  The g l y c o g e n  was p r e c i p i t a t e d  b y  b o i l i n g ,  

a f t e r  w h i c h  t h e  t u b e s  w e r e  c o o l e d ,  c e n t r i f u g e d ,  a n d  t h e n  

d e c a n t e d  a n d  d r a i n e d .  The c o n t e n t s  w e re  h y d r o l y s e d  b y  

b o i l i n g  w i t h  4  m l ,  N - s u l p h u r l c  a c i d  f o r  2 i  h o u r s ,  t h e  s o l u : 

s t i e n s  w e r e  t h e n  t r e a t e d  w i t h  0 , 7  m l ,  5 H-NaOH, d i l u t e d  t o  

10 m l .  w i t w a t e r  a n d  1 m l ,  t a k e n  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  

g l u  c o s e  I) y  Me I s o n ’ s me t  hod  ,

The same v o lû m e s  o f  g l y c o g e n  s o l u t i o n  w e r e  t e k e n  i n  

s e p a r a t e  t u b e s ,  made u p  t o  1 m l ,  w i t h  w a t e r  a n d  t r e a t e d  

d i r e c t l y /
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4 1 .

û i r e o t l Y  w i t h  s u l p h u r i c  a c i d  a l o n e  f o r  h o u r e ^  a f t e r  

w h i c h  t h e  g l u o o s Q  was e s t i m a t e d  a s  i n d i o a t o d  a b o v e .

I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g . 6 t h a t  t h e r e  i s  s i g n i f i c a n t  

l o s s  a s  a r e s u l t  o f  t h e  a l k a l i  t r e a t m e n t ,  e s p e c i a l l y  a t  

t h e  h i g h e r  l e v e l s ,  w hen  c o m p a red  w i t h  ^hacld a l o n e * ’' s p e d *  

s m e n s ,  b u t  even .  w i t h  d i r e c t  a c i d  t r e a t m e n t  t h e r e  i s  e re-#

: c o v e r  y o f  o n l y  91^^  T h i s  s u g g e s t e d  t h a t  p a r t  o f  t h e  ex*- 

: p l a n a t i o n  f o r  t h e  low g l y c o g e n  r e c o v e r y  l a y  I n  t h e  d e g r e e  

o f  p u r i t y  o f  t h e  g l y c o g e n  and  t h a t  90 to  95 p e r  c e n t  o f  

g l y c o g e n  c o u l d  b e  r e c o v e r e d  an d  e s t i m a t e d  f r o m  l i v e r  t i s s u e ,  

When a a m p l e s  o f  g l u c o s e  r a n g i n g  f r o m  5 t o  9 5  mg, w e re  t r e a t -  

sed  w i t h  t h e  a c i d ,  e x a c t l y  a s  f o r  h y d r o l y s i s  o f  g l y c o g e n ,

96 p e r  c e n t  r e c o v e r y  was o b t a i n e d ,

4 .  CONTROL K X PK RiæO TS,

I n  a l l  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t h e  ad r e  n a l e  o t  om is  e d  m ic e  w e r e  

m a i n t a i n e d  i n  a t h e r m o a t a t i o a l l y  c o n t r o l l e d  room  a t  a t e m p -  

; e r a t u r a  o f  7 8  t  2 ^ 0 .  T h ey  w e re  f e d  o n  t h e  f o l l o w i n g  mod- 

: i f l c a t i o n  o f  ‘ïo G o l lu m ^ s  L a c t a t i o n  D i e t  a s  reco m m en d e d  b y  

F o r b e s ,  G r1 s w o Id  a nd â l b r 1g h t  ( 1 9 5 0 ) ,

H igh  P r o t e i n  D i e t  f o r  i V d r e n a l e o t o m l s e d

1 2 1 5  g ,  v h o le  m e a l  f l o u r
270 g .  C a s e i n ,
180 g ,  N a t i o n a l  d r i e d  m i l k ,  

2 7  g .  C a l c i u m  c a r b o n a t e ,
18 g ,  6 od iu m  c h l o r i d e ,
9o g ,  N a r g a r l n e ,

Cod l i v e r  o i l .



4 2 ,

F o r  e x p é r i m e n t e  b y  t h e  m e th o d  o f  E g g l e s t o n  t h e  m lo e  w e re  

g i v e n ,  o n  t h e  e v e n i n g  p r i o r  t o  t h e  t e s t e ,  t h e  same d i e t  

e x c e p t  t h a t  b r a n  \m& s u b s t i t u t e d  f o r  t h e  w h o le  m e a l  f l o u r .  

T h i s  l a t t e r  m o c l i f i o a t i o n  was s u g g e s t e d  b y  F o r b e s  e t  a l ,

( 1 9 5 0 )  s i n c e  t h e y  f o u n d  t h a t  t h e r e  was a t e n d e n c y  f o r  a d i e t  

l a c k i n g  i n  b u l k  t o  r e m a i n  t o o  l o n g  i n  t h e  I n t e s t i n e  d u r i n g  

t h e  f a s t i n g  p e r i o d  w i t h  t h e  r e s u l t  t h a t  a b s o r p t i o n  c o n -  

; t i n n e d  f r o m  t h e  g u t  w h i c h  a f f e c t e d  t h e  f a s t i n g  g l y c o g e n  

l e v e l .  T h i s  l a t t e r  c o m p l i c a t i o n  was n o t  f o u n d  t o  b e  s i g -  

j n i f i o a n t  i n  t h e  m e th o d  o f  v a n n i n g ,  a c c o r d i n g  t o  N i s a i m  

( 1 9 5 3 ) ,  w h e r e  a m ore  p r o l o n g e d  p e r i o d  o f  f a s t  t a k e s  p l a c e ,  

E g g l e s t o n  e t  a l ,  ( 1 9 4 6 )  sh o w ed  t h a t  e d r e n a l e o t o m l s e d  

m ic e  c o u l d  h a v e  t h e i r  l i v e r s  d e p l e t e d  o f  g l y c o g e n  a s  a  

r e s u l t  o f  a  s e v e n  h o u r  f a s t .  I t  was d e c i d e d  t h e r e f o r e  t o  

e s t i m a t e  t h e  a v e r a g e  l i v e r  g l y c o g e n  c o n t e n t  i n  t h e  f o l l o w i n g  

f o u r  g r o u p a  o f  m i c e .

G ro u p  ( 1 )  Normal M i c e ,

T h e s e  a n i m a l s  w e r e  g i v e n  t h e  h i g h  p r o t e i n  d i e t  f o r  f o u r  

d a y s  a n d  w o re  k i l l e d  a t  1 0  a , m ,  o n  t h e  m o rm in g  o f  t h e  f i f t h  

d a y ,  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  d e s c r i b e d  f o r  e s t i m a t i o n  o f  l i v e r  

g l y c o g e n  p ,  3 8 ,  The b o d y  w e i g h t  o f  t h e  a n i m a l  was n o t e d  and  

t h e  l i v e r  r e m o v e d  w i t h i n  40 s e e ,  and  p l a c e d  i n  h o t  30% KOH, 

I t /



I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  the i^e  i s  l i t t l e  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  

s t a n d a r d  d e v i a t i o n  a a a s s e s  aecl o n  mg, g l y c o g e n  p e r  1 0  g ,  

b o d y  w e i g h t  a n d  mg, g l y c o g e n  p e r  100 g ,  l i v e r .  The l a t t e r  

i n v o l v e d  add  I t  I o n a  1  w e i g h i n g  o f  t h e  l iv e ? ?  a n d  io  t i m e  c o n -  

s a u m i n g ,  s o  t h a t  i t  was d e c i d e d  t o  e x p r e s s  r é s u l t a  e z o lu e i v e *  

: l y  ao g l y c o g e n  p e r  1 0  g ,  b o d y  w e i g h t ,

Gro u p  ( 3,1 ) No x* ma 1 iv1 i c e  {Pa $ t  e cl f o r  7 ho  a )

T h e s e  a n i m a l s  w e r e  g i v e n  t h e  h i g h  p r o t e i n  d i e t  f o r  

f o u r  d a y s  and  o n  :ihe m o r n i n g  o f  t h e  f i f t h  d a y  t h e y  n r r e  

p l a c e d  i n  s e p a r a t e  c a g e s  and  k e p t  w i t h o u t  f o o d  o r  w a t e r  f o r  

s e v e n  h o u r s ,  a f t e r  w h i c h  th e ? ;  w e r e  k i l l e d  an d  t h e i r  l i v e r s  

r e m o v e d  q u i c k l y  a n d  p l a c e d  i n  h o t  30^ p o t a s s i u m  h y d r o x i d e  

s o l u t i o n ,  a s  was t o  b e  e x p e c t e d ,  t h e r e  was o c o n s i d e r a b l e

f a l l  i n  t h e  l i v e r  g l y c o g e n  c o n t e n t  a n d  a w id e  s c a t t e r  was

a l s o  e v i d e n t  i n  t h e  i n d i v i d u a l  r e s u l t s .

G ro u p  ( 1 1 1 )  G ham O p e r a t e d  Mice ( F a s t e d  f o r  7  h o u r s )

The m ic e  o f  t h i s  g r o u p  werre s u b j e c t e d  t o  t h e  same o p e r a  

% t l v e  p 3? o c e d u r e  a s  d ea c? : ' ib ed  f o r  a d r e n a l e c t o m y ,  b u t  t h e  a d -  

; r e n a l  g l a n d a  w e re  l e f t  i n ü o o t .  T h e y  w e r e  g i v e n  t h e  same 

d i e t a r y  r e g i m e  a s  a n i m a l s  i n  t h e  p r e v i o u s  g r o u p .

I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  s u r g i c a l  m a n i p u l a t i o n  h a d  

c a u s e d  a f a l l  i n  t h e  a v e r a g e  g l y c o g e n  l e v e l ,

G r o u p /



4 4 .

Group (IV) /•.drenalectomised Nice (Fasted fo r  7 hours)

The rriicQ i n  t ) i i s  g r o u p  w e re  o d r e n a  3.e o t -)m i s e d  b y  t h e  

p r o c e d u r e  o u t l i n e d  on  p ,  3 5  ̂ The?/ w e re  m a i n t a i n e d  o n  t h e  

h i g h  p r o t e i n  d i e t  w i t h  0 ,9 %  s c d l u n i  c h l o r i d e  s o l u t i o n  a s  

d r i n k i n g  w a t e r  f o r  f o u r  c l a y s ,  and  t r a n s f e r r e d  o n  t h e  m o m -  

s i n g  of t h e  f i f t h  d a y  t o  I n d I v I d u a 1  c a g e s ,  b e c a u s e  o f  t h e  

r i s k  c f  c a n n i b a l i s m . ,  t h e  c a g e s  c o n t a i n i n g  o n l y  c o t t o n  w o o l .  

T h ey  w e re  f a s t e d  f ro m  8  a on th e  m o r n i n g  o f  t h e  f i f t h  

d a y  and  s a c r i f i c e d  a t  5 p ,m ,

.i, summary of the r e s u l t s  of the above t e s t s  is shown on  

Table XX,

TABLE IX

Liver Glycogen Content of lice Maintained under D if fe ren t
C o n d i t i o n s  ,

"-veojtvi'tiu,-

G ro u p
NO,

Cond i t  i o n N o , o f
l i c e .

L i v e r  G l y c o g e n  
m g . / l O g .  b o d y  

w e i g h t .

G l y c o g e n  r a g , /  
1 0 0  g ,  l i v e r

U J ii.' iJMWm#! 

1 , N orm al  T-liioo so 1 8 ,4  i  S 'O ^
S , D ,  

1 , 9 9  i  0 , 5 5

1 1 , Norm al  h i c e  
7  h o u r  F a s t BO j  ,01 8 , 84

1 1 1 , Sham O p e r a t -  
sed  "/^Ice 7 

hou3? F a s t , 80 1 .1 8  + 0 , 8 8

IV. A d r a n a l e o t o -  
t m i s e d  r.iioe 
7 h o u r  F a s t , 80 0 .1 7



4 5 ,

5 ,  ASSAY OF c o h m a m )  f .
( W t h o d  o f  V e n n i n g ,  K azm in  an d  B e l l ,  19 4 6 )

The m ic e  w e r e  a d r e m l e c t o m i s e o , u s u e l l ? /  o n  a Sunda?/ o r  

l o n d a ? /  and  p l a c e d  o n  t h e  h i g h  p r o t e i n  d i e t  t i l l  T h t i r s d a y  

e v e n i n g  a t  5 p . m ,  when t h e y  w ere  t r a n s f e r r e d  t o  i n d i v i d u a l  

c a g e s   ̂ w i t h o u t  f o o d  a n d  g i v e n  o n l y  0 , 9 % s a l i n e  a s  d r i n k i n g  

w a t e r .  The m ic e  d u r i n g  t h e  e a r l i e r  e x p e r i m e n t s  w e re  g i v e n  

s  s u b c u t a  n e o u s  i n j  e c t i on o f  t , 2 5  m l ,  ad  r e n o - c o r t i q b 1  e x -  

: t r a c t  t o  t i d e  th e m  o v e r  t h e  i m m e d i a t e  pos  t  o p e r a t i v e  

p e r i o d ,  b u t  i t  was l a  t e r  f o u n d  t h a t  I f  a d e q u a t e  c a r e  wae 

t a k e n  I n  r e s p e c t  o f  f o o d  and  t e m p e r a t u r e  c o n d i t i o n a  t h i s  

was u n n e c e s s a r y ,  i n  F r i d a y  m o r n i n g  t h e  s a l i n e  was r e m o v e d

and  t h e  t e s t a  s t a r t e d .  I n j e c t i o n s  o f  0 , 2  m l ,  s o l u t i o n  

w e re  g i v e n  a t  9 , 0 0 , 9 ,4 5 ,  1 0 , 3 0 , 1 1 , 1 5  a , m , , 1 2 ^ 0 0  n o o n ,

1,00 and 2 ,00 p,m, and the animals  were k i l l e d  a t  5,00 p,m,

Oise n , ja  o obs , R i  che r t , T hayer , Ko pp a nd vva de ( 194 4 ) 

showed t h a t  vŝ hen o i l  was used as the v e h i c l e  f o r  c o r t l c o i d  

m a t e r i a l  i n  b i o l o g i c a l  assays  u s in g  r a t s ,  on ly  60% of the  

re sp o n se  was o b ta in ed  as compared w i th  th e  same amount of  

m a t e r i a l  i n j e c t e d  i n  10% e t h a n o l .  P ropylene g ly c o l  has 

been  used as the s o lv e n t  i n  the  e o s ln o p h i le  method b u t  was 

uns a t  i s  fa  c t  o ry  i n  the g lycogen  method as i t  r e s u l t e d  i n  

g3Lyoog©n d e p o s i t i o n  of i t s e l f .  Ten p e r  cent e th a n o l  was 

t h e r e f o r e /



46,

t h e r e f o r e  weed  a s  BoXvonb i n  bhe h i o a a o e j a ^  

l î l a t i m a t i o n  o f  B a s a l  G l u o o s e  R e q u i r e m e n t ,

A d r o n a l e o t o m i a e d  m lo e  w ore  i n j e o t e d  w i t h  1 . 4  m l .  o f  

1 0  p e r  c e n t  e t h a n o l  c o n t a i n i n g  t h e  q u a n t i t i e s  o f  g l u c o s e  

l i s t e d  i n  I ' a h l e  X, i n  s e v e n  i n j e c t i o n s  o f  0 . 9  m l ,

TABL.IÎ X

‘B B s a l  G l u c o s e  R e q u i r e m e n t  f o r  S i x  H o u rs  a f t e r  16 H our  F a s t

L i v e r  G l y c o g e n  
m g , /  1 0  g .  h o d y  w e i g h t

m i50

7 5 0 , 1 4

9 , 1 4

7 , 4

100

900

I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  75 rag,  c a n  h e  g i v e n  t o  a d r e n a l e o t o m i s e d  

m i c e ,  w h i c h  h a v e  b e e n  f a s t e d  f o r  16 h o u r s ,  o v e r  t h e  p e r i o d  

o f  t h e  i n j e c t i o n s  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s i n g  l i v e r  

g l y c o g e n .  The q u a n t i t y  o f  g l u c o s e  m e t  t h e  b a s a l  r e q u i r e -  

s m e n ts  o f  t h e  a n i m a l s  and  r e n d e r e d  th e m  m ore s e n s i t i v e  t o  

a n y  s i m u l t a n e o u s l y  i n j e c t e d  c o r t l c o i d  m a t e r i a l .

Log d o s e  -  R e s p o n s e  R e g r e s s i o n  L i n e ,
lllH i T WT n T t “ Vr - ^  — r------------ ---------------------------- —, ,  n i m. i l n i  , rfm.iliH III......Ill III l ^ l l l

8  a p 1  e s o f  p u r  e c o r t  i  s o ne a c e t a t e  a nd hyd r o c o r t i s  one 

( f r e e  a l c o h o l ) /



4 7 ,

( f r e e  a l c o h o l )  w e re  g i f t e d  b y  . U p j o h n  ( E n g l a n d ) ,

S i n c e  t h e  h y d r o c o r t i a  one wbg s u i t a b l e  a s  a s t a n d a r d  f o r  

t h e  C h e m i c a l  e s t i m a t i o n  o f  f o r m a l d e h y d o g e n i o  c o r t i c o l d s  

a n d  i t  h ad  a s l i g h t l y  h i g h e r  p o t e n c y  i n  g l y c o g e n i c  u n i t s  

t h a n  c o r t i s o n e  ( O l s o n ,  T h a y e r  an d  K opp ,  1 9 4 4 ) ,  i t  was 

d e c i d e d  t o  u s e  i t  a l s o  a s  t h e  s t a n d a r d  f o r  t h e  b i o l o g i c a l  

a s s a y .

S e v e r a l  e x p e r i m e n t s  w e re  c o n d u c t e d  i n  o r d e r  t o  p r e p a r e  

a l o g  d o s e - r e s p o n s e  r e g r e s s i o n  c u r v e .  I n  t h e s e  t h e  h y d r o -  

s o o r t i e o n e  was w e i g h e d  o u t  on  a s e m i - m i c r o  b a l a n c e  a c c u r a t e -  

: l y  t o  10 J4 g ,  The mat e r i a  1 was d i s s o l v e d  i n  e t h a n o l , 50?^ 

s t e r i l e  g l u c o s e  s o l u t i o n  was a d d e d  an d  t h e  v o lu m e  made u p  

w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  s u c h  t h a t  t h e  f i n a l  s o l u t i o n  c o n t a l n -  

: e d  100 Jjg. Compound F an d  75  mg, g l u c o s e  i n  a f i n a l  1 , 4  m l , ,  

t h e  e t h a n o l  c o n c e n t r a t i o n  b e i n g  1 0  p e r  c e n t .

The m ic e  h a d  b e e n  a d r e n a l e o t o m i e e d  a n d  p l a c e d  o n  t h e  

h i g h  p r o t e i n  d i e t  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d ,  p ,  4 1 ,

E x a m p le

2 , 1 5  mg. Compound F i n  5 , 0 1  m l ,  e t h a n o l ,

2 , 8  m l ,  t a k e n  )
5 , 0  m l ,  5 0 /  g l u c o s e  s o l u t i o n  ) s o l u t i o n  A

2 2 , 2  m l ,  s t e r i l e  w a t e r  )
m : o n w :

W 100 p g .  Compound 7 5  mg, 
g l u c o s e ,  i n  10/^3 e t h a n o l .

1 , 4  m l ,  p e r  m ouse  

AS a d i l u e n t /
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4 8 .

A a a c l i l u o n t

5 . 6  m l .  e t h a n o l  )
6*0 m l ,  30% g i n 0 0 8 0  ) S o l u t i o n  B

4 4 . 4  m l .  8 t e r  l i e  v ita ter  )

By a e r i a l  d i l u t i o n s  o f  s o l u t i o n  A i n  S o l u t i o n  B a

r a n g e  100  ].}g*, 50 ]5g.,^ an d  85  ^lîg. Compound F \^Qre p r e p a r e d .

D e t a i l e d  r e au I t a  o f  t h e  c o n t r o l  e x p e r i m e n t s ,  u s I n g  h y d r o -

: c o r t i s o n e  a s  s t a n d a r d  s u b s t a n c e ,  a r e  c o l l e c t e d  o n  p .  7 3

e t  s e q .  an d  t h e  r e g r e s s i o n  e q u a t i o n  h a s  b e e n  c a l c u l a t e d  b y

t h e  m e th o d  o f  l e a s t  s q u a i^ e s  an d  e v a l u a t e d  a s  :

Y 1 1 . 0 4  X -  1 1 . 4 8 ,

Vvhex^e Y I s  t h e  r e s p o n s e  a n d  x  t h e  l o g a r i t h m  o f  t h e  d o s e .

The l o g  d o s e - r e s p o n s e  oux’ve  u p o n  v a i lo h  r e s u l t s  h a v e  b e e n  

i n t e r p o l a t e d  i s  shovm  i n  F i g ,  7 ,

The m ean  s q u a r e  o f  e r r o r s , s ,  c a l c u l a t e d  o n  t h e s e  c o n -  

3 t r o i s  was c o m p u te d  t o  b e  2 . 6 4 8  and  t h e  i n d e x  o f  p r e c i s i o n ,

,  was t h e r e f o r e  0 , 8 5 9 8 ,  T h i s  l a t t e r  v a l u e  i s  a b o u t  t w i c e  

t h a t  o f  t h e  a u t h o r s  o f  t h e  m e th o d  (7^ = 0 . 1 5 8 )  and  sh o w s  a 

l e s s  s a t i s f a c t o r y  a s s a y ,  b u t  I s  a b o u t  h a l f  o f  t h a t  o f  

h i s  a i m  (7 -s :  0 . 6 0 5 ) ,  who h a s  d i s c u s s e d  t h e  a t a t i e t i o a l  a s p e c t  

o f  t h i s  a s s a y ,  t h e  s i g n i f i o a n o e  o f  s e n s i t i v i t y  and  a c c u r a c y ,  

a n d  h a a  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  m a in  f a c t o r  i n  t h e  o o - a f f l o l e n t  

o f  v a r i a t i o n  was t h e  s t r a i n  o f  a n im e  1 u s e d .  V e n n i n g  a t  a l ,  

w o rk e d  w i t h  m ic e  f r o m  a c l o s e l y  i n b r e d  c o l o n y ,  w h i l e  h i s  a im  

p u r c h a s e d /



49*

p u r c h a s e d  h i s  s t o c k  d i r e c t l y  f r o m  d e a l e r s .  The m ic e  u s e d  

i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  t o d  b e e n  i n b r e d  f o r  a b o u t  one  y e a r  

p r i o r  t p  t h e .  s t a r t  o f  t h e  t e s t s  a n d  c o n t i n u o u s l y  t h e r e a f t e r ,



8 0 *

C h a p t e r  IV 

CHEMICAL A Î#  BIOm GIGAL ASSAY OF FREE 

A g /  COHJUOiXTED COBTICOXDS IN TOMAN URIMIg.

J l i t h  t h e  e x p e r i e n o o  g a i n e d  i n  t h e  e a r l i e r  p a r t  o f  t h e  

w o rk  and  r e c o g n i s i n g  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  t h e  m e th o d s  a l r e a d y  

s t u d i e d ,  a t t e n t i o n  was d i r e c t e d  t o  t h e  m e i n  p u r p o s e  o f  t h e  

i n v e s t i g a t i o n ,  t h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  

t h e  e s t i m a t i o n  o f  f r e e  an d  c o n j u g a t e d  u r i n a r y  o o r t i o o i d a ,  

b y  c h e m i c a l  a n d  b i o l o g ^ i o a l  m e t h o d s ,  i n  n o r m a l  u r i n e s  an d  

i n  u r i n e s  f r o m  c e r t a i n  a b n o r m a l  c o n d i t i o n s .

I t  was d e c i d e d  t o  c o n f i n e  t h e  © a t i m o t i o n s  t o  t h a t  

f r a c t i o n  o f  c o r t l c o i d  m a t e r i a l  i n  f r e s h  u r i n e  w h i c h  c o u l d  

b e  d i r e c t l y  e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  and  t o  a s e c o n d  

f r a c t i o n  w h i c h  c o u l d  b e  f u r t h e r  l i b w a t e d  f r o m  t h e  same u r i n e  

s p e c i m e n  b y  g l u c u r o n i d a s e  e m y m e  a c t i n g  a t  pH 8 , 0  and  e x t r a c t -  

: a b l e  m1 1 h  c h l o r o f o r m .

A few  p r o l l m i n a r y  t r i a l s  w e re  x^un i n  o r d e r  bo f i n d  

w h a t  v o lu m e  o f  n o r m a l  m a le  u r i n e  i n  t e r m s  o f  d a y  c o l l e c t i o n s  

i t  w o u ld  b e  n e c e s s a r y  t o  p r o c e s s  and  i n j e c t  i n  o r d e r  t o  o b -  

: t a i n  a s a t i s f a c t o r y  r e s p o n s e  b y  t h e  b i o l o g i c a l  m e t h o d .

I t  was s o o n  f o u n d  t h a t  b y  t a k i n g  t h e  \uho le  o f  a 84 h o u r  

c o l l e c t i o n  t h a t  one t e n t h  o f  t h e  f i n a l  e x t r a c t  was u s u a l l y  

s a t i s f a c t o r y  f o r  ' M ; © s t a n d  ' ^ b l a n k ’’ e s t i m a t i o n  o f  f r e e  

c o r t l c o i d  t h e  o he  m ica  1  m e th o d  a n d  t h a t  i f  t h e  r e m a i n i n g  

e i g h t - t o n t h s /



5 1 .

e i g h t - t e n t h s  w e r e  d i s s o l v e d  i n  10/4 e t h a n o l  t o  w h i o h  750 mg. 

o f  g l u c o s e  w e r e  a d d e d  t o  g i v e  a f i n a l  v o lu m e  o f  14 m l . ,  

s e v e n  i n j e c t i o n s  o f  0 . 2  m l ,  p e r  m o u s e ,  t h a t  i s  t h e  e q u i v a l -  

s e n t  o f  e i g h t  h u n d r e d t h s  o f  a  24  h o u r  c o l l e c t i o n ,  g a v e  a  

s a t i s f a c t o r y  r e s p o n s e  b y  t h e  b i o l o g i c a l  m e t h o d .

u i t h  t h e  c o n j u g a t e d  m a t e r i a l  o n e  f i f t i e t h  was a d e q u a t e  

f o r  t h e  ’’t e a t ' *  a n d  ’’c o n t r o l ” e s t i m a t i o n s  b y  t h e  c h e m i c a l  

m e th o d  a n d  t h e  r e m a i n i n g  4 8 / 5 0 t b s  w e re  a g a i n  t a k e n  u p  i n  

1 0 /  e t h a n o l ,  w i t h  750 mg, g l u c o s e ,  t o  g i v e  a f i n a l  vo lu m e  

o f  14 m l .  The f i n a l  p r e p a r a t i o n  f o r  i n j e c t i o n  i n  t h e  c a s e  

o f  t h e  f r e e  m a t e r i a l  h a d  a p i n k  f l u o r é s  c e n t  a p p e a r a n c e ,  

w h i l e  t h e  c o n j u g a t e d  e x t r a c t  y i e l d e d  a b r o w n  o p a l e s c e n t  s o lu -  

s t i o n .

Time T a b l e  f o r  t h e  C o n d u c t  o f  t h e  E x p e r i m e n t s .

1 .  T w e lv e  t o  t w e n t y  m lo e  w e r e  a d r e n o i e c t o m i s e d  a c c o r d i n g  

t o  m e th o d  a l r e a d y  d e s c r i b e d  ( p . 3 6 ) .  The a n i m a l s  w e re  

p l e o o d  i n  t h e r m o s t a t i c a l l y  c o n t r o l l e d  room  a t  a t e m p -

3e r a t u r e  o f  7 8  j; 2*^C. a n d  p l a c e d  o n  h i g h  p r o t e i n  d i e t  

and  g i v e n  0 . 9 /  s o d i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  a s  d r i n k i n g  

w a t e r .

24 houx* u r i n e  c o l l e c t i o n  s t a r t e d ,

O l u o u r o n i d o s e  enssyme was r e c o n s t i t u t e d  an d  a c t i v i t y  

a s s a y e d  a s  a l r e a d y  d eso x * lb ed  ( p .  1 2 ) ,

2 ./
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DAY
2 ,  F r e s h  24 h o u r  u r i n e  was  e x t r a c t e d  w i t h  c h l o r o f o r m  

a n d  t h e  e x t r a c t  w a s h e d  w i t h  0 , 1  N-HaOH and  w a t e r  and  

t a k e n  t o  dx^yness a t  r e d u c e d  p r e s s u r e  a t  a t e m p e r a t u r e  

b e l o w  50*  ̂G * and  t h e  d r y  e x t r a c t  s t o r e d  i n  c o o l  d a r k  

c u p b o a r d *

The u r i n e  was a d j u s t e d  to  pll 5 , 0  a n d  M -s o d iu m  a c e t a t e  

b u f f e r  a t  t h e  sam e pH, a d d e d  t o  g i v e  a f i n a l  0 , 0 5  M, 

o o n c e n t r a t i o n ,  G l u c u r o n i d a s e  was t h e n  a d d e d ,  100 u n i t s  

p e r  m l ,  o f  u r i n e  and  t h e  f l a s k  and i t s  c o n t e n t s  i n -  

s c u b a  t e d  a t  5 7 ^ 0 .  f o r  4 8  h o u r s ,

3 ,

4 ,  A f t e r  4 8  h o u r s  i n c u b a t i o n  t h e  u r i n e  was c o o l e d  and  e x -

s * : r a c te d  w i t h  c h l o r o f o r m .  The e x t r a c t  was w ashed  w i t h  

0 , 1  jM-HaOH an d  w a t e r  and t a k e n  t o  d r y n e s s  u n d e r  r e d u o -  

sed p r e s  s u r e ,

6 ,  T h e ” f r e e ” a n d  ^ c o n j u g a t e d ” r e s i d u e s  w e r e  n o r m a l l y

d i a a o l v e d  i n  10 m l ,  an d  50 m.l, c h l o r o f o r m  r e s p e c t i v e l y  

an d  two 1 m l ,  a l i q u o t s  rem o v ed  f r o m  e a c h  f l a s k  f o r  

” t e s t ” and  ‘’b l a n k ” a s s a y s  by  t h e  c h e m i c a l  m e th o d  ,

{pJL8  )  ̂ The x^em ainder  o f  t h e  c h l o r o f o r m  was o n c e  

m o re  t a k e n  t o  d r y n e s s  u n d e r  r e d u c e d  p r e s s u r e  an d  r e 

s t a i n e d  f o r  t h e  b i o l o g i c a l  a s s a y ,

o n  t h e  e v e n i n g  o f  t h e  f i f t h  clay t h e  a d r e n a  l e  a t o m i s e d  

mi 0 6 /
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DAY
m ic e  w e re  p l a c e d  i n  s e p a r a t e  c a g e s  o o n t a l n l n g  o n l y  

c o t t o n  w o o l  and  w o re  g i v e n  s a l i n e  a a  d r i n k i n g  w a t e r ,  

b u t  no  f o o d .

6 .  The r e m a i n d e r  o f  t h e  ’’f r e e ” an d  ’’c o n j u g a t e d ” e x t r a  e t a

w e re  t a k e n  u p  i n  1 , 4  m l ,  e t h a n o l ,  1 , 5  m l ,  5 0 /  s t e r i l e

g l u c o s e  e n d  1 2 , 1  m l ,  w a t e r  a d d e d  t o  g i v e  a f i n a l  v o l -

5ume o f  14 m l .  I n j e c t i o n s  w e re  g i v e n  a t  t h e  t i m e s  

i n d i c a t e d  ( p . 4 5  ) an d  a t  3 , 0 0  p ,m ,  t h e  a n i m a l s  w e re  

w e i g h e d ,  t h e n  k i l l e d  e n d  t h e i r  l i v e r s  d i g e s t e d  i n  h o t  

5 0 /  icon ( p , 3 8  ) an d  t h e  g l y c o g e n  p r e c i p i t a t e d  w i t h  

e t h a n o l  and  a l l o w  t o  d r a i a i .

7 ,  The c o l l e c t e d  g l y c o g e n  was h y d r o l y s e d  b y  d i l u t e  s u l -

r p b u r i c  a c i d  i n  a b o i l i n g  w a t e r  b a t h  a n d  g l u c o s e  e a -  

s t i m a t e d ,  { p . 3 9  ) .

T h e s e  c o m b i n e d  e s t i m a t i o n s  w ere  made o n  f i v e  n o r m a l  males 

a n d  t h r e e  no  m a l  f e m a l e s  a n d  o n  s e v e n  p a t i e n t s  w hose  o o n d i -  

: t i o n  a r e  i n d l q a t e d  i n  T a b l e  XXX, 24 h o u r  u r i n e s  w e r e  u s u a l -  

s l y  e m p lo y e d  a l t h o u g h  i n  c e r t a i n  o f  t h e  n o r m a l s  £Uid t h e  two 

c a s e s  o f  h y p o  p i  t u  i  t  r i s  m 4 8  h o u r  u r i n e  c o l l e c t i o n s  w e re  e m p lo y -  

sad a n d  i n  t h e  c a s e  o f  p a t i e n t s  w i t h  n e p h r o s i s  u n d e r g o i n g  

t r e a t m e n t  w i t h  A0TB* o n l y  a f r a c t i o n  o f  a  24 h o u r  c o l l e c t i o n  

was r e q u i r e d .

O b s e r v a t i o n s  o n  R e s u l t s  T a b u l a t e d  i n  T a b l e  X X I,

C a s e s  1 - 5 /
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Coses 1 - 5  (N o rm a l  i s l e s ) :

I t  c o n  b e  s e e n  t h a t  i n  n o r m a l  m a le  s u b j e o t s  a b o u t  

o n e  h a l f  o f  t h e  f r e e  f o m s l d e l i y d o g e n l a  m a t e r i a l  o s  

e s t i m a t e d  b y  t h e  m e th o d  o f  C o r o o r a n  and  P ag e  a p p e a r e d  

t o  be  b i o l o r r l e a l l y  a c t i v e *  w h i l s t  o f  t h e  o o r t i o o i d  

m a t e r i a l  t h e r e a f t e r  l i b e r a t e d  b y  g l u c u r o n i d a s e  a b o u t  

o n e  t h i r t i e t h  was b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  *

C a s e s  0 -  8 ( N orm al  F e m a l e s )3

The f e m a l e s  a g a i n  showed a l o w e r  f r e e  f r a c t i o n  

. t h a n  t h e  m a l e s  a s  e s t i m a t e d  by  th e  C h em ica l  m ethod  and  

l o w e r  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  i n  b o t h  f r a c t i o n s .

C a s e s  9 a n d  1 0 î I n  t h e s e  o a s e s  o f  Sirornonds • d i s e a s e  i t  

was s i g n i f i c a n t  t h a t  t h e r e  was no  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  

i n  e i t h e r  t h e  f r e e  o r  c o n j u g a t e d  f r a c t i o n ,  a l t h o u g h  t h e  

l a t t e r  show ed  a p p r e c i a b l e  a m o u n ts  w hen  e s t i m a t e d  b y  t h e  

c h e m ic a l  m e t h o d .  The f r e e  o o r t i o o i d  was n e g l i g i b l e  i n  

t h e  f i r s t  c a s e  an d  w ou Id  p r o b a b l y  h a v e  b e e n  l o w e r  i n  t h e  

s e c o n d *  b u t  f o r  t h e  b a c t e x n l a l  a c t i o n .

C ase  11s %’h i s  p a t i e n t  was s u f f e r i n g  f r o m  C u s h i n g d i s e a s e  

and  sh o w ed  a h i g h  f r e e  f r a c t i o n ,  b e a r i n g  l3i m ind t h a t  

u r i n e  h a d  n o t  b e e n  t a k e n  t o  pH 1 . 0 ,  a n d  t h e  e x t r r o t  

a p p e a r e d  t o  c o n t a i n  r e l a t i v e l y  l e s s  a c t i v e  m a t e r i a l ,  

s i n c e  t h e  r a t i o  o f  b i o l o g i c a l  t o  c h e m i c a l  o ^ r t i o o i d  was 
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l o w e r  t h a n  f o u n d  i n  t h e  noi*mal s u b  j e  o t s .  The o o n j u g a t -  

: e d  m a t e r i a l  was d e f i n i t e l y  r a i s e d  b y  b o t h  c h e m i o a l  an d  

b i o l o g i c a l  e s t i m a t e s .  The p a t i e n t  s u b s e q u e n t l y  s u b m i t t -  

sec! t o  s u b t o t a l  a d r e n a l e o t o m y  w i t h  c o n s i d e r a b l e  a m é l i o r a -  

î t i o n  o f  h i s  sym ptom s ^

C ase  1 2 i T h i s  m a le  p a t i e n t  was r e c e i v i n g  a c o u r s e  o f

c o r t i s o n e  t h e r a p y  a s  p a r t  o f  h i s  t r e a t m e n t  f o r  p e m p h ig u s *  

The f i n d i n g s  a r e  s u r p r i s i n g l y  a i m i l a r  t o  t h o s e  i n  

C ase  11 and show r a l ’ t i v e l y  l e s s  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y  I n  

t h e  f r e e  f r a c t i o n .  The d i f f e r e n c e  b e t w e e n  h i s  t o t a l  

e x c r e t i o n  and e norma 1 m a le  l e v e l  w o u ld  a m o u n t  t o  a b o u t  

90 mg, p e r  d a y ,  t h e  f r a c t i o n  o f  o o r t i o > n l d  m a t e r i a l  e x -  

s p e c t e d  t o  b e  e x c r e t e d  o n  a d o s a g e  o f  loo mg, c o r t i s o n e  

p e r  d a y .

C a s e s  15 a n d  14s T h e s e  w e re  c a s e s  w h ic h  show ed  a 11 t h e  

m a n i f e s t a t i o n s  o f  t h e  n e p h r o t i c  s y n d r o m e ,  n. c o u r s e  o f  

AGTH t h e r a p y  was g i v e n  w h i c h  r e s u l t e d  i n  a t e m p o r a r y  

r e l i e f  i n  b o t h  o a s e s .  The b i o l o g i c a l  a s s a y  d e m o n s t r a t e d  

t h a t  o n l y  a b o u t  a q u a r t e r  o f  t h e  f r e e  m a t e r i a l  e s t i m a t e d  

c h e m i c a l l y  was b i o l o g i c a l l y  a c t i v e .  The c o n j u g a t e d  

v a l u e s  w e re  t h e  h i g h e s t  o f  t h e  s e r i e s  a n d  i n  Case 15 i t  

was p o s s i b l e  t o  o b t a i n  a s a t i e f a o t o r y  r e s p o n s e  w i t h  t h e  

e q u i v a l e n t  o f  95  m l ,  u r i n e  p e r  m o u s e .  The q u e s t i o n  

c a n /
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c a n  b e  r a i e  eel o f  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  i n c r e a s e d  p s r a e a b i l -  

s i t y  o f  t h e  r e n a l  t u b u l e s  to  s t e r o i d  m e t e r i a l  i n  s u c h  

e a s e s .

Case  15s T h i s  was a p a t i e n t  s u f f e r i n g  f r o m  a n  a d r e n a l

t u  mom'». 'The 1 7 - k e  t o  a t  ceroid s i n  t h e  sa^nple  s t u d i e d  w e re  

e s t i m a  bed t o  b e  9 0 9  rng, p e r  d i e m  b u t  a l t h o u g h  t h e  o o r t -  

s i o o i d s  w o re  e l e v a t e d  b y  c h e m i o a l  m e th o d  t h e y  w e r e  n o r m a l  

b y  b i o l o g i c a l  a s s a y  and  g i v e s  e v i d e n c e  o f  t h e  d i s s o c i a t i o n  

o f  a d r e n a l  f u n c t i o n .  I n  s u c h  a c a s e  one w ould  e x p e c t  

t o  f i n d  n o  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  1 7 - k e t o s  t e r o i d  e x c r e t i o n  

u n d e r  s t i m u l a t i o n  w i t h  ^.CTH and no  d e p r e s s i o n  o n  t r e a t -  

sm en t  w i t h  c o r t i s o n e  I n  o o n t r a d l e t i n c t i o n  t o  c a s e s  o f  

8 i r a p l e  a d r e n a l  h y p o r p l a s l a ,

I t  w o u ld  apposa? f r o m  T a b l e  XIX , t h a t  w hen  a h i g h  c o r t -  

; i c o i d  c o n c e n t r a t i o n  i s  p r e s e n t e d  t o  t h e  k i d n e y ,  t h e  f r e e  

f r a c t i o n  c o n s i s t s  o f  a h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  i n e r t  m e t a b o l i t e s  

and  i n  a d d i t i o n  a  r e l a t i v e l y  h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  b i o l o g i c a l l y  

a c t i v e  mo t a x » la l  i s  c o n j u g a t e d  w i t h o u t  r e d u c t i o n ,  t h e  o v e r a l l  

e f f e c t  b e i n g  a more r a p i d  e l i m i n a t i o n  o f  w h a t  i s  p o t e n t i a l l y  

t o x i c  m a t e r i a l .

D e t a i l e d  d a t a  o n  t h e  c h e m i c a l  and b i o l o g i c a l  a s s a y s  i n  

a l l  t h e s e  o a s e s  i s  c o l l e c t e d  t o g e t h e r  o n  p , 7 8  s e q .
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#  SUMMARY

Â s t u d y  o f  t h e  C o r c o r a n  and  P ag e  ( 1 9 4 8 )  m e th o d  f o r  t h e  

e s t i m a t i o n  o f  u r i n a r y  o o r t l o o i d s  h a s  b e e n  made i n  w h l o h  

f o r m a l d e h y d e ,  h e x a m e t h y l e n o t e t r a m i n ©  a n d  hyd ï»ooox? t ls  one 

( f r e e  a l c o h o l )  h a v e  b e e n  u s e d  a s  s t a n d a r d  s u b s t a n c e s .

The f i r s t  two com p o u n d s  g a v e  i d e n t i c a l  r e s u l t s  p r o v i d e d  

t h e  h e x a m e t h y l e n o t e t r a m i œ  wae f i r s t  g i v e n  a  p r e l i m i n a r y  

a c i d  h y d r o 3 . y s i s ,  H y d r o o o r 1 1 s o n a  p r o v e d  t o  b e  a m ore  s a t i s -  

; f a c t o r y  s t a n d a r d ,  e v e n  t h o u g h  I t  was f o u n d  u n d e r  t h e  o o n -  

3 d i t  i o n s  o f  t h e  t e s t  t o  y i e l d  o n l y  8 0 - 8 5  p e r  c e n t  o f  t h e  

t h e o r e t i c a l  a m o u n t  o f  f o r m a l d e h y d e ,  b e c a u s e  i t  wag s u b j e c t e d  

t o  t h e  sam e o x i d a t i o n  an d  d i s t i l l a t i o n  p r o c e d u r e  a s  t h e  u r i n e  

e x t r a c t s ,

R e c o v e r y  o f  h y d r o c o r t i e o n e  a d d e d  t o  n e u t r a l  u r i n e  was 

f o u n d  t o  b e  b e t w e e n  70 and  80 p e r  c e n t  when  c a l c u l a t e d  f r o m  

t h e  h y d r o c o r t i s  one c a l i b r a t i o n  c u r v e ,  t h a t  i e ,  o n l y  60 p e r  

c e n t  o f  bhe t h e o r e t i c a l  y i e l d .  P a r t  of  t h i s  l o s s  was know n 

t o  b e  d u e  t o  I n c o m p l e t e  o x i d a t i o n  and  p ^ r t  was sh o w n  t o  b e  du© 

t o  i n c o m p l e t e  e x t r a c t i o n  b y  ch lox»oform  s i n c e  t h e  a d d i t i o n  o f  

h y d r o c o r t i c  an© t o  a d r i e d  u r i n e  e x t r a c t  i m p r o v e d  r e c o v e r y  a l -  

: t h o u g h  t h e r e  was s t i l l  a l o s e  o r  f i x a t i o n  o f  f o r m a l d e h y d e .  

P r e p a r a t i o n s /
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P r é p a r a  t i o  318 o f  o x  e p l e o n  j J - g l u c u r o n i d a s e  w e re  p r o  p a r e d  

an d  s t a n d a r d i s e d  a n d  u s e d  f o r  t h e  l i b e r a t i o n  o f  u r i n a r y  c o n -  

i j u g a t e s .  I t  tvas f o u n d  t h a t  i n  o r d e r  t o  o b t a i n  o p t i m a l  

y i e l d s  100  F i s h m a n  u n i t s  o f  t h e  e m y m e  m u s t  b e  a d d e d  p e r  m l ,  

o f  u r i n e  and  a l l o w e d  t o  a c t  a t  pH 5*0 f o r  4 8  h o u r s  a t  3 7 ^ 0 .

I t  was a p p a r e n t  t h a t  e x c e s s i v e  a m o u n t s  o f  enzym e an d  

p r o l o n g e d  i n c u b a t i o n s  w o re  t o  b e  a v o i d e d  a s  b o t h  t h e s e  c o n -  

: d i t i o n s  r e s u l t e d  I n  r e d u c e d  y i e l d  a n d  i t  was a l a o  e v i d e n t  

t h a t  w hen  u r i n e s  w e re  h e a v i l y  i n f e c t e d  u n e x p e o t e d l y  h i g h  y i e l d s  

o f  f r e e  c o 3 ? t i o o i d  m a t e r i a l  c o u l d  b e  a n t i c i p a t e d , s u p p o r t i n g  t h e  

e a r l i e r  e v i d e n c e  ( C o h e n  an d  M a r r i a n ,  1 9 3 5 ) ,  t h a t  b a c t e r i a l  

a c t i o n  c o u l d  r e s u l t  i n  l i b e r a t i o n  o f  c o n j u g a t e d  s t e r o i d  m a t e r i a l ,  

i n  f a c t  p r e p a r a t i o n s  o f  E a c h e r l c h l a  c o l l  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  t h e  

l i b e r a t i o n  o f  u r i n a r y  c o n j u g a t e s ,  ( p a t b e r s o n ,  1 9 3 7 ) ,  I f  u r i n e  

was t a k e n  t o  pH 1 , 0  b e f o r e  e x t r a c t i o n ,  a h i g h e r  y i e l d  o f  c o r t i -  

: c o l d  m a t e r i a l  was o b t a i n e d  t h a n  i f  i t  w e r e  e x t r a c t e d  w i t h o u t  

a d j u s t m e n t ,  w h e r e a s  t a k l î i g  t h e  u r i n e  t o  pH 1 0 , 0  r e s u l t e d  i n  

l o w e r  y i e l d s .  The a l k a l i  w a s h  s o l u t i o n  w h i c h  i s  n o r m a l l y  d i s -  

; c a r d e d  c o n t a i n e d  m a t e r i a l  c a p a b l e  o f  y i e l d i n g  f o r m a l d e h y d e  

a n d  s t r i c t  c o n d i t i o n s  o f  e x t r a c t i o n  and  w e lsh in g  a r e  n e c e s s a r y  

i f  r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  a r e  t o  b e  o b t a i n e d .  H e c o v e r l e s  o f  

h y d r o c o r t i s o n e  a d d e d  t o  u r i n e s  w h i c h  wex^e s u b j e c t e d  t o  t h e  

a c t i o n /



6 0 ,

a c t i o n  o f  g l u o i x r o n i d e a ©  w e r e  o f  t h e  a a me o r d e r  a a  t t o t  l i s t e d  

f o r  t h e  f r e e  m a t e r i e l  b u t  i f  t h e  h y d i ^ o a o r t l e o n e  waa a d d e d  t o  

a u r i n e  e x c t r a o t  c o m p l e t e  r e c o v e r y  v?ae o b t a i n e d  c o n f i r m i n g  

l o s s  d u r i n g  e x t r a c t i o n ,  b u t  d u e  t o  t h e  m uch  hlghax'» c o n c e n t r a -  

: t i o œ  e x i s t i n g  l o s s  d u e  t o  f i x a t i o n  o f  f o r m a l d e h y d e  was n o t  

a p p a r e n t .

I n  a s e r i e s  o f  e s t i m a t i o n s  p e r f o r m e d  o n  u r i n e s  f r o m  t e n  

m a le  and t e n  f e m a l e  p a t i e n t s  who w e r e  c o n s i d e r e d  n o r m a l  I n  

r e l a t i o n  t o  a d r e n a l  f u n c t i o n ,  t h e  y i e l d  o f  f r e e  f o r m a l d e h y d o -  

3g e n i c  s t e r o i d  f r o m  u r i n e  t a k e n  t o  pH 1 . 0  a v e r a g e d  0 , 8 5  and  

0 , 4 9  mg, p e r  24  h o u r s  r e s p e c t i v e l y ,  e x p r e s s e d  o s  h y d r o c o r t i s -  

s o n o ,  and  i s  s o m e w h a t  l e e s  t h a n  t h e  n o r m a l s  q u o t e d  b y  t h e

a u t h o r s  o f  t h e  m e th o d  who f o u n d  1 , 0 4  mg, a n d  0 * 6 6  mg, p e r  24 

h o u r s  f o r  23  c a s e s  f r o m  e a c h  s e x ,  The y i e l d  o f  t o t a l  o o r t i o -  

s o i d  m a t e r i a l  a f t e r  i n c u b a t i o n  w i t h  g l u c u r o n i d a s e  was f o u n d  to  

b e  1 0 , 4  a n d  1 0 , 5  mg* p e r  24 h o u r s  i n  t h e  p r e s e n t  s e r i e s ,

t J r i n e s  f r o m  a m i s c e l l a n e o u s  g r o u p  o f  f o u r t e e n  c a s e s  r e c e i v »  

s i n g  v a r i o u s  f o r m s  o f  t r e a t m e n t  w e r e  e x a m i n e d  a n d  t h e  r a t i o  o f  

f r e e  t o  c o n j u g a t e d ,  e v e n  w h e r e  h i g h  l e v e l s  w e re  e x p e r i e n c e d ,  

was n o t  g r e a t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  f o u n d  i n  t h e  n o r m a l  

g r o u p s  a n d  s u p p o r t s  t h e  c o n t e n t i o n  t h a t  t h e  k i d n e y  c l e a r s  f r e e  

a n d  c o n j u g a t e d  m a t e r i a l  a t  d i f f e r e n t  r a t e s  ( B o n g i o v a n n l  and  

E b e r l e i n /
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E b e r l e i n ,  1955b  L

C o r t i s o n e  ancl ACTE w e re  .found t o  p r o d  no© t h e i r  u s u a l  

a f f e c t s  a n d  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  o n e  o r  two r e s i s t a n c e  

c o s e s  r e s u l t e d  i n  i n c r e a s e d  y i e l d s  o f  b o t h  f r e e  and c o n j u g a t e d  

m a t e r i a l .  Two o u t  o f  t h r e e  o r s e s  o f  l a t e  p r e g n a n c y  show ed  

m o d e i » a t e l y  r a i s e d  o o r t i o o i d  l e v e l s *

P r e p a r a t o r y  t o  t h e  s t u d y  o f  t h e  b i o l o g i c a l  m e th o d s  f o r  

t h e  a s s a y  o f  u r i n a r y  c o r t i c o l d a ,  a  t e c h n i q u e  f o r  t h e  a d r e n a l -  

?©otomy i n  t h e  m ouse  was e v o l v e d ,  t h e  m a i n  a d v a n t a g e  o f  t h e  

m e th o d  b e i n g  t h a t  .no a s s i s t a s i a e  was r e q u i r e d  d u r i n g  t h e  o p e r a -  

s t i o n *

The r e c o v e r y  o f  g l y c o g e n  a d d e d  t o  l i v e r  h o m o g e n a t e s  

was e x a m i n e d  e n d  i t  we a foimcl t h a t ,  t h e  m a i n  s o u r c e  o f  l o s s  i n  

t h e  m e th o d  u s e d  (Good e t  a l * ,  1 9 3 3 )  o c c u r r e d  d u r i n g  t h e  d i g e s t *  

s i o i i  p r o c e s s  w h i l e  t h e  t i e  s u e  i s  b e i n g  d l s a o l v e d  i n  h o t  p o t -  

g a s a lu m  h y d r o x i d e , b u t  t h a t  90 -  95 p e r  c e n t  r e c o v e r y  c o u l d  b e  

o f f o o t e d .

G l y c o g e n  was o s t i n i / j t e d  i n  t h e  l i v e r s  o f  g r o u p s  o f  n o r m a l  

m i c e ,  f a s t e d  m i c e ,  a d r e n a l e o t o i n i s e c l  ancl sham  a d r e n a l s o t o m i s e d  

m i c a .  I t  was f o u n d  t h a t  a  s e v e n  h o u r  f a s t  r e d u c e d  t h e  l i v e r  

g l y c o g e n  c o n t e n t  o f  m ic e  t o  90 p e r  c e n t  o f  t h e i r  a v e r a g e  m o r n -  

s i n g  l e v e l *  Sham o p e r a t e d  m ic e  f e l l  t o  a b o u t  h a l f  t h a t  v a l u e  

w h a n /
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yi/îien f a s t e d  f o r  t h e  oamo p e r i o d  f o u r  d a y s  a f t e r  t h e i r  o p e r a -  

; t i o n ,  an d  a d r e i i a l e o t o r a l s e d  m lo e  w e r e  a l m o s t  c o m p l e t e l y  d e -  

; p i e  t e d  o f  l i v e r  g l y c o g e n  d u r i n g  a s e v e n  h o u r  f a s t  p e r i o d ,

;he m e th o d  o f  V e n n i n g ,  Kasimin and B e l l  ( 1 9 4 6 )  was f o l l o w -  

; e d  f o r  t h e  a s s a y  o f  h y d r o c o r t i a  one an d  i t  was f o u n d  t h a t  

a f t e r  a n  o v e r n i g h t  f a s t ,  75  mg, g l u c o s e  c o u l d  bo i n j e c t e d  

o v e r  a  p e r i o d  o f  s i x  h o u r s ,  w i t h o u t  a l g n l f i c a n t l y  r a i s i n g  t h e  

l i v e r  g l y c o g e n  l e v e l ,  a u o h  i n j e c t i o n s  m e t  t h e  b a s a l  c a l o r i e  

r e q u l r e m e n t s  o f  t h e  a n i m a l s  and  r e n d e r e d  th e m  m ore  s e n s i t i v e  

t o  s i m u l t a n e o u s l y  i n j e c t e d  o o r t i o o i d  m a t e r i a l ,

A l o g  d o s e - r e s p o n s e  c u r v e ,  w h i c h  a l l o w e d  t h e  a s s a y  o f  

g l u o o o o r t l o o i d  m a t e r i a l  o v e r  t h e  r aa ig e  1 8 , 5  -  loo e x p r e s s -  

; e d  a s  h y d r o c o r t i s o n e ,  was p r e p a r e d .  The s e n s i t i v i t y  was o f  

t h e  sam e o r d e r  a s  i n  t h e  o r i g i n a l  w o r k ,  b u t  t h e  c o e f f i c i e n t  o f  

v a r i a t i o n  was g r e a t e r ,  t h e  l e t t e r  b e i n g  d e p e n d e n t  t o  a v e r y  

l a r g e  e x t e n t  u p o n  t h e  p n r i t y  o f  t h e  s t r a i n  o f  m ouse  u s e d  i n  

t h e  t e s t s .

C o m p a r i s o n  wae made o f  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  c h e m i c a l

an d  b i o l o g i c a l  m e th o d  f o r  t h e  e s t i m a t i o n  o f  o o r t i c o i d s  i n

u r i n e ,  t h e  f r e s h  u r i n e  b e i n g  e x t r a c t e d  d i r e c t l y  w i t h o u t  p r i o r

a c i d i f i c a t i o n  a n d  a f u r t h e r  e x t r a c t  was o b t a i n e d  f r o m  t h e  same

u r i n e  s p e c i m e n  a f t e r  b e i n g  s u b m i t t e d  t o  t h e  a c t i o n  o f  g l u c u r o n .

s i d a e e  e n z y m e .
T h e /
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The d i f f i c u l t y  o f  a d r e n a l a o t o m i a i n g  a a u f f l o i o n t  n u m b e r  

o f  a n i m a l s  a t  o n e  t i m e  a n d  o o - o r d i n a t i o n  o f  t i m e s  o f  i n j e c t i o n ,  

e t c *  p r e c l u d e d  t h e  u s e  o f  f o u r  p o i n t  a s s a y s  a n d  a a a  oonaoquence 

unknow ns  h a v e  b e e n  co m p a re d  a g a i n s t  i n d e p e n d e n t  c o n t r o l s ,  and  

c a l c u l a t i o n  o f  f i d u c i a l  l i m i t s  i s  t h e r e f o r e  n o t  s t r i c t l y  

a p p l i c a b l e , A w id e  r a n g e  o f  z^esu l  t s  h a s  h o w e v e r  b e e n  e n -  

s c o u n t e r e d  w i t h i n  t h e  s e r i e s  and  t h e  f o l l o w i n g  g e n e r a l  oon«*

3 c l u e  i o n s  h a v e  b e e n  d r a w n .

The a v e r a g e  o u t p u t  o f  f r e e  o o r t i o o i d  b y  f i v e  n o r m a l  men 

b y  t h e  c h e m i o a l  m e th o d  was f o u n d  t o  b e  0 , 7 0  mg, and  b y  t h e  b i o -  

3l o g i c a l  a s s a y ,  0 , 3 2  mg, p e r  94 h o u r s  an d  t h r e e  women a v e r a g -  

3eel 0 , 4 0  mg, and  0 , 9 6  nig* r e e p e o t i v e X y  p e r  24  h o u r s ,

F o r  t h e  c o n j u g a t e d  m a t e r i a l  t h e  two m e t h o d s  g a v e  1 5 , 9  mg, 

and  0 , 5 7  mg, p e r  94  h o u r s  f o r  men and  1 9 , 7  a n d  0 , 9 3  mg, f o r  

women, o n  t h e  same b a s i s *

U s i n g  t h e  e o s i n o p h i l e  r e s p o n s e  i n  a d r e n a l e c t o m i s e d  m ic e  

i i o s o n b e r g h  o t  o l ,  ( 1 9 5 4 ) ,  f o u n d  t h a t  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  

m a t e r i a l  so  e s t i m a t a d ,  r a n g e d  i n  n o r m a l  u r i n e s  f r o m  0 , 3 4  -  

0 ^ 7 6  mg, p a r  94  h o u r s ,  f r o m  u r i n e s  e x t r a c t e d  a t  pH 7 , 0 ,

A g g ie s  t o n  e t  a l ,  ( 1 9 4 6 ) ,  o b t a i n e d  a v a l u e  l y i n g  b e t w e e n  0 , 1 9 -  

0 , 5 8  mg, p e r  24  h o u r s  f o r  a n o r m a l  u r i n e  w h i c h  h a d  b e e n  d i r e c t -  

s l y  e x t r a c t e d  w hen  e x a m in e d  b y  t h e i r  own m ouse  l i v e r  g l y c o g e n  

m e t h o d /
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me t h o d ,

Cope a n d  I M r l o c k  (X 952)  e s t i m a t e d  n o r m a l  u r i n e  t o  c o n 

s t  a  I n  0 -  0 , 3 6  mg^ 0 o r 1 1 c o i d  ma t e r l a 1 1n t h e  f  r e e  s t a t e  a nd 

0 “ 0 , 6 4  mg, i n  u r i n e s  s u b j e c t e d  t o  B a y l i a s  t r i p l e  e x t r a o -  

s t i p n  ( 1 9 3 2 )  a s  e s t i m a t e d  b y  t h e  m ouse  o o s i n o p M l e  r e s p o n s e ,  

b u t  o n l y  0 , 0 7  -  0 , 2 5  mg, c o r t i s o n e  p l u s  com pound F o u t  o f  a 

p o s s i b l e  1 , 1 4  -  5 , 5 8  m g ,  o n  a s e m l - q u a n t i t a t i v e  b a s i s  ( 1 9 6 3 )  

a f t e r  e l u t i n g  t h e  d i f f e r e n t  s t e r o i d s  f r o m  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  

a n d  a p p l y i n g  t h e  P o r t e r  and  S l i b e r  r e a c t i o n .

I t  i s  i m p o r t a n t  t h e r e f o r e  w hen  I n t e r p r e t i n g  u r i n a r y  

o o r t i c o i d  r e s u l t s  o b t a i n e d  b y  c h e m i c a l  m e th o d  t o  r e c o g n i s e  

t h a t  o n l y  b v e r y  s m a l l  p e r t  o f  t h e  t o t a l  m a t e r i a l  i s  b i o l o g -  

s i o a l l y  a c t i v e ,

i'wo c a s e s  o f  g immonde * d l e e a a e  show ed  no b i l o g l o a l  

a c t i v i t y  i n  e i t h e r  f r a o t i o n  a l t h o u g h  a s i g n i f i c a n t  am o u n t  o f  

c o n j u g a t e d  m a t e r i a l  c o u l d  b e  d e t e c t e d  b y  t h e  c h e m i c a l  m e t h o d ,  

i n d e e d  t h i s  i s  o n e  of t h e  f ew  t y p e s  o f  c a s e  i n  w h i c h  F o r b e s  e t  

a l ,  ( 1 9 5 0 ) ,  c o n s i d e r e d  t h e  l a b o r l o u s  m e th o d  o f  b l o s s s a y  j u s t i f -  

s l e d .

The e f f e c t  o f  c o r t i s o n e  and  /-.CTH o n  t h e  e x c r e t i o n  p a t t e r n  

was t o  c a u s e  a a i g n i f i c s n t  r i s e  i n  t h e  f r e e  m a t e r i a l ,  th o i^ g h  

l e s s  o f  i t  a p p e a r e d  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  r e l a t i v e  t o  t h e  t o t a l  

a s /
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a a 0 0  mpo r e  ô # 1  t h  t h e  n o r  ma l a  » I’b.e im i n  b n  1  k  o f  t h e  o o r t l o *  

s o l d  ivaa a t l l i l  c o n j u g a t e d  fxi6 i n e r t .  An a c t i v e  c a s e  o f  

C u s h i n g ’ 8 d i s e a s e  sho^A'ed a  s i m i l a r  p a t t e r n  t o  t h e  a b o v e *

p a t i e n t  s u f f e r i n g  fz'»om a n  a d r e n a l  t u m o u r  was s t u d i e d  

i n  w h i c h  a v e r y  h i g h  l Y ^ k e t o s t e r o l d  l e v e l  mas me t^  a n d  a i m  ,

: t h o u g h  t h e  c h e m i c a l  a a s a y a  w e r e  e l e v a t e d  t h e  c o r t  i c o i d  e x *  

s o r e t l o n  f e l l  w i t h i n  n o r m a l  v a l u e s  w hen  e s t i m a t e d  b y  t h e  b i o *

: l o g i c  a 1  me i;ho d ,

I t  h a s  b e e n  s h o w n  t h a t  t h e  g r e a t e r  p a r t  o f  t h e  u r i n a r y  

c o r t i c o i d  a s  e s t i m a t e d  c h e m i c a l l y  1 b b i o l o g i c a l l y  in e i^ t  w i t h  

r e s p e c t  t o  g l y c o g e n  d e p o s i t i o n *  T h i s  c o u l d  b e  a n t i c i p a t e d  

f r o m  w o rk  d o n e  o n  m e t a b o l i c  e n d - p r o d u c t s  o f  t e s t o s t e r o n e  en d  

p r o g e s t e r o n e , The norm e 1 r n o t a b o l i c  p a t h  f o r  a c t i v e  s t e r o i d s  

i s  r e d u c t i o n  f o l i o  wed b y  c o n j u g a t i o n s  e i t h e r  w i t h  g l u c u r o n i c  

a c i d  o r  s u l p h u r i c  a c i d  p r i o r  t o  e x c x ' e t i o n  b y  t h e  k i d n e y »  For  

a d r e n a l  s t e r o i d s  D o b r i n e r  a n d  L i a b e r m a n  ( 1 9 5 9 )  h a v e  p o s t u l a t e d  

f i r s t  r e d u c t i o n  o f  t h e A ^ ’*bonc1 i n  r i n g  A o f  t h e  m o l e c u l e ^  t o  

be  f o l l o w e d  b y  r e d u c t i o n  o f  t h e  O ^-^ketone  g r o u p  t o  t h e  a l c o h o l .  

F u r t h e r  s t e p s  ma y  b e  r e d u c t i o n  o f  t h e  C g b ^ k o t o n e ,  en d  e v e n  

r e d u c t i o n  o f  Cg-j^^oax^binol g r o u p  t o  GHg, Any m e t a b o l i t e  vi/Mch 

r e t a i n s  a o r  •OH g r o u p  o r  **011 i s  c o n s i d e r e d

'^labellQcV* a n d  s t e r o i d s  s u c h  a s  l l # h y d r * o x y a n d r o s t e r o n e  ( 1 ) 

a n d /
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an d  l l - î œ t o a o t i o o h o l a n o l o n e  ( 1 1 )  k n o n n  t o  o o o u r  I n  u r i n e  a r e

t h e r e f o r e  t a k e n  a s  b e i n g  d e r i v e d  f r o m  a d r e n a l  s o u r o e s ^  t h e  

c h a i n  o f  t h e  s t e r o i d  h a v i n g  b e e n  o x i d i s e d .

Mo

( I ) ( I I )

ewiOM
Ito

0

( I I I )

Co

r -  OM

o

( IV )

<?o
- -  OM

O

(V) (VI) ( V I I )

artxow
I

C o

( V I I I )

compound F ( I I I )  vms f i r s t  i d e n t i f i e d  ? d . t h  c e r t a i n t y  i n

hum an u r i n e  i n  a c a s e  o f  Cue h i n g e s  d i s e a s e ,  a n d  K ( IV )  an d

F w e r e  l a t e r  f o u n d  I n  p o s t * o p e r a t i v e  u r i n e s  a n (3 f r o m  c a s e s

a f t e r  s t i m u l a t i o n  w i t h  o o r t i o o t r o p h i n ,  (M ason  & S p r a g u e , 1 9 4 8 ;

MSaon, 1 9 6 0 ) .  T h e s e  same com pounds  w e r e  f o u n d  i n  n o r m a l

m a le  u r i n e  ( S c h n e i d e r ,  1 9 6 0 ;  1 9 5 8 )  i n  s m a l l  a m o u n t s ,  t o g e t h e r  

w i t h /
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w i t h  d i ’h y d r o o o r t i s o n e  ( p r e g n a n e  IVoC, 2 1 «*clio l^S,  1 1 , 2 0  t r i o n e ) ,  

(V) a n d  t e t r a b y d r o o o r t i a o n e  ( p r e g n a n e  lYtfL, 2 1  t r i o l - 1 1 ,

20 d i o n e ) ,  ( V I ) ,  t h e  l a t t e r  p r o v i n g  t o  b e  t h e  m a i n  a d r e n a l  

8 t a r o  i d  m e t a b o l i t e  b u b  t a r a  hydro-"oom pound F ( V I I  ) ( n r e g n a n e  

3o(, l l j i f  lYot, 2 1 * t e t r a o l - ^ 2 0 **one ) a l s o  a p p e a r s  t o  b e  p r e s e n t  

i n  n o r m a l  u r i n e  (Cope end  H u r l o o k ,  1 9 5 3 ) ,  T o t r a h y d ro # #  

compound G, (VIXX) ( p r e g n a n e  17i^, 2 1 ##tr iol##2 0 -»one ) hag 

b e e n  f o u n d  t o  b e  p r i n c i p a l  o o n s t i t u e n t  i n  t h e  u r i n e  f r o m  a 

o a a o  o f  c o n g e n i t a l  a d r e n a l  h y p e r p l a s i a  w i t h  h y p e r t a n a  i o n ,  a 

c o n d i t i o n  i n  w h i c h  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e r e  l a  a h -  

: s e n o 0  o f  a n  en zy m e  n e o e s e a r y  f o r  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  a 

h y d r o x y l  g r o u p  a t  ( E b e r l e i n  an d  B o n g l o v a n n i ,  1 9 5 5 ) ^

H e I s o n  and  d a m u e l a  ( 1 9 5 2 )  u s i n g  a c h r o m a t o g r a p h i c  s é p a r a -  

r t i o n  and  t h e  P o r t e r  a n d  G i i b e r  r e a c t i o n  w e r e  a b l e  t o  d e t e r * -  

j m in e  t h e  f r e e  p l a s m a  c o r t i c o i d  a and  f o u n d  a r a n g e  o f  4 - 1 0  JJg, 

p e r  100 m l ,  i n  n o r m a l  s u b j e c t s ,  B a y l i s s  a n d  S t e i n b e c k { 1 9 5 3 )  

shovmd b y  m eans  o f  p a p e r  c h r o m a t o g r a m s  t h a t  compound F was 

t h e  m a i n  a c t i v e  c o n s t i t u e n t  an d  a m o u n te d  t o  3 - 5  JLIg, p e r  

1 0 0  m l , ,  t h a t  n o  compound c o u l d  b e  d e t e c t e d ,  an d  t h a t  t h e  

b a l a n c e  woe m o re  p o l a r  u n d e r  t h e  c o n d i t i o n s  a n d  cone  i s  t e d  o f  

t e t r a h y d r o c o m p o u n d  K and  t e t r a h y d r o - c o m p o u n d  F ,  I t  h a s  been  

fux^-'tlier d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  t o t a l  c o r t i c o i d  m a t e r i a l  e x -  

; t r a c t a b l e  f r o m  p l a s m a  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  g l u o u r o n i d a s a  i s  

u s u a l l y /
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u s u a l l y  abou t ,  t h r e e  t i m e s  t h e  l e v e l  o f  f r e e  m a t e r i a l ,  e v e n  ' 

a f t e r  aCTH a t i m u l n t l o n ,  w hen  b o t h  f r a c t i o n s  may r i s e  t o  s i x  

t i m e s  t h e  n o r m a l  l e v e l ,  ( R e d d y  e t  a l ,  1 9 5 6 ) ,  i'be p l a s m a  

c l e a r a n c e  v a l u e s  f o r  f r e e  an d  c o n j u g a t e d  c o r t i c o i d  a r e  w i d e l y  

d i f f e r e n t ,  1 1 , 2  m l ,  and  7 1 , 0  m l .  p e r  m i n u t e  r e a p e c t i v e l y ,  whon 

eomgrnted i n  r e l a t i o n  t o  c r e a t i n i n e  c l e a r a n c e  v a l u e s ,  

( B o n g i o v a n n i  & B b a r l e l n ,  1956b),  shovc lng  a p r e f e r e n t i a l  r e -  

s a b s o r p t i o n  o f  t h e  f r e e  m a t e r i a l .

I t  m u s t  b e  a a o e p t e d  t h e r e f o r e  t h a t  a l t h o u g h  compound F 

a p p e a r s  t o  b e  t h e  m a i n  a c t i v e  a d r e m l  s t e r o i d  p r e s e n t  i n  

p la sm Sj,  i n t e r c o n v e r a i o n  t a k e s  p l a c e  p o s s i b l y  i n  t h e  k i d n e y ,  

i n  s u c h  a way t h a t  a h i g h e r  l e v e l  o f  r e d u c e d  compound E l a  

a l s o  p r e s e n t  a n d  i t  i s  t h i s  compound i n  t h e  f o r m  o f  I t s  g l u o u r -  

î o n i o  a c i d  d e r i v a t i v e  w h i c h  i s  n o r m a l l y  p r e s e n t e d  I n  l a r g e s t  

q u a n t i t y  t o  t h e  k i d n e y  f o r  e x c r e t i o n .

Cope & H u r l o o k  ( 1 9 5 3 )  w e r e  a b l e  t o  show t h a t  t h e s e  r o -  

s d u o t l o . n  p r o d u c t s  w e r e  b i o l o g i c a l l y  I n a c t i v e ,  a n d  t h e  o v e r a l l  

p i c t u r e  a g r e i s s  w i t h  t h e  f i n d i n g s  o f  t .h i s  i n v e s t i g a t i o n .

T h e r e  i s  l i t t l e  d o u b t  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  c h e m i c a l  

m e t h o d s  a t  p r e s e n t  I n  u s e  a r e  c a p a b l e  o f  g i v i n g  a s a t i s f a c t o r y  

e s t i m a t e  o f  u r i n a r y  c o r t i c o l d s  e s p e c i a l l y  w h e r e  t h e  t o t a l  

c o r t i c o i d  m a t e r i a l  i s  b e i n g  e s t i m a t e d .  The  f a c t  t h a t  t h e
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g r e a t e r  p a r t  o f  t h i s  m a t e r i a l  i s  b i o l o g i o a l i y  i n a o t i v e  d o e s  

n o t  d e t r a c t  f r o m  t h e  v a l u e  o f  s u c h  e s t i m a t i o n s  s i n c e  t h e s e  

r e d u c t i o n  p r o d u c t s  a p p e a r  t o  r e f l e c t  t h e  o v e r a l l  cha i \ge  a s  l a  

e v i d e n t  w hen  s e r i a l  e s t i m a t i o n s  a r e  b e i n g  p e r f o r m e d  d u r i n g  

a d r e n a l  s t i m u l a t i o n  w i t h  a d r e n o o o r t l c o t r o p h i c  h o r m o n e ,  T h e r e  

a r e  i n d i c a t i o n s  h o w e v e r ,  t h a t  g r e a t e r  e m p h a s i s  w i l l  b e  l a i d  

u p o n  b o t h  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  i d e n t i f l o a t l o n  o f  p a r -  

: t l o u l a r  m e t a b o l i t e s  a n d  i t  i s  h e r e  t h a t  ch ro m a  t o g r a p h i c  s o p -  

s a r a t l o n  w i l l  p l a y  an  i n c r e a s i n g l y  I m p o r t a n t  p a r t .

The b i o l o g i c a l  m e th o d s  o f  a s s a y  o f  g l u c o c o r t i c o i d s  a r e  

l a b o r i o u s ,  t i m e  c o n s u m i n g  and  s e n s i t i v e  o n l y  i n  t h e  h a n d s  o f  

w o r k e r s  e p e o i a l i s i n g  i n  t h i s  p a r t i c u l a r  f i e l d  an d  h a v e  l i t t l e  

o r  no p l a c e  i n  r o u t i n e  b i o c h e m i s t r y  a l t h o u g h  t h e y  m u s t  s t i l l  

r e m a i n  a s  t h e  f i n a l  r e f e r e n c e ^  w hen  p h y s i o l o g i c a l  a c t i v i t y  

i s  b e i n g  i n v e s t i g a t e d *



7 0 ,

SUMMARY
W W e * « » tii« B K M a » w * W k W

1 ,  A o tx idy  h o s  b e e n  made o f  t h e  f o r m a l d e h y d o g e n i e  m e th o d

f o r  t h e  d é t e r m i n a tS,on o f  t i r i n e r y  c o r t i c o ï d e  end  o f  

t h e  f a c t o r e  i n f l u e n c i n g  t h e  l i b e r a t i o n  o f  g l u c u r o n i c  

a c i d  c o n jx x g e to s  b y  o x  s p l e e n  ^ - g l u c u r o n i d a s e ,

2 , The e a t i m a t i o n  o f  u r i n a r y  c o r t i c o i d  a b y  t h e  mous 0  l i v e r

g l y c o g e n  d e p o s i t i o n  m e th o d  hao  e l s e  b e e n  i n v e s t i g a t e d  

and  a m e th o d  l a  o f f e r e d  ViFhereby o n e  o p e r a t o r  c a n  a d -  

s r e n a l e c t o m i s e  m i c e  a t  t h e  r a t e  o f  a b o u t  s i x  a n i m a l s  

p e r  houî^ ,

5 ,  A e o m p a r i e o n  b e e n  made o f  t h e  a b o v e  c h e m . io a l  and

b i o l o g i c a l  m e t h o d s  f o r  t h e  a s s a y  o f  o o r t i e o i d s  i n  e x -

5t r a c t s  .from hum an  u r i n e .  I t  h a s  b e e n  f o u n d  t h a t  i n  

u r i n e  f r o m  n o r m a l  i n d i v i c l u £ i l s ,  o f  t h e  f r e e  c o r t i c o i d  

m a t e r i a l  d i r e c t l y  e x t r a c t a b l e  w i t h  c h l o r o f o r m ,  a l i g h t -  

5 l y  m ore  t h e n  h a l f  i s  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  and  o f  t h e  

m a t e r i a l  c o n j u g a t e d  w i t h  g l u c u r o n i c  a c i d  an d  l i b e r a t e d  

b y  ^ - g l u c u r o n i d a s e  a b o u t  o ne  t h i r t i e t h  l a  b i o l o g i c a l l y  

a c t i v e  *

4 ,  I n  t h e  tw o  e s s e s  o f  8 immonde * d i s e a s e  s t u d i e d ,  o v e r y  low 

f r e e  c o r t i c o i d  e x c r e t i o n  was f o u n d  b y  t h e  c h e m i c a l  

m o t h o d /



VI.

m e th o d  a n d  no b i o l o g i o a l i y  a o t i v o  m a t e r i a l  c o u l d  bo 

d e t Q o t e d .  The c o n j u g a t e d  f r a c t i o n s  w e re  o n l y  a l i g h t s  

j l y  r e d u c e d  c o m p a re d  w i t h  t h e  a v e r a g e  n o r m a l  v a l u e  

w hen  e s t i m a t e d  o h e m l c a l l y  b u t  o n c e  m o re  o n l y  m i n i m a l  

a m o u n t s  o f  g l y c o g e n i c  m a t e r i a l  w e r e  d e m o n s t r a b l e *

5 .  w h e re  h i g h  t o t a l  c o r t i c o i d  l e v e l s  w e re  m e t ,  a s  I n

u r i n e s  f r o m  a c a s e  o f  C u s h i n g ’ s d i s e a s e ,  f r o m  a  

p a t i e n t  s u f f e r i n g  f r o m  p e m p h ig u s  o n  t r e a t m e n t  w i t h  

c o r t i s o n e ,  e n d  f r o m  tw o  c a s e s  o f  n e p h r o s i s  d u r i n g  a  

c o u r s e  o f  AGTH t h e r a p y ,  th e  f r e e  f r a c t i o n  c o n t a i n e d  

a s m a l l e r '  p r o p o r t i o n  o f  g l y o o g e n i c  m a t e r i a l  t h a n  was 

f o u n d  i n  n o r m a l  i n d i v i d u a l s ,  s u g g e s t i n g  t h a t  e x o e a a  

a d r e n o c o r t i c a l  s t e r o i d  was b e i n g  t r e a t e d  a s  p o t e n t -  

z l a l l y  t o x i c  m a t e r i a l  and  i t s  e x c r e t i o n  e x p e d i t e d .  

U r i n e  f r o m  b o t h  n e p h r o t i c  p a t i e n t s  a l s o  show ed  a 

h i g h e r  p r o p o r t i o n  o f  a c t i v e  s ü o r o i d  i n  t h e i r  c o n -  

: j u g a t e d  f r a c t i o n s  t h a n  d i d  t h e  n o r m a l s ,

6 ,  The s i g n i f i c a n c e  o f  t h e s e  f i n d i n g s  l a  d i s c u s s e d  i n  r e l a -

: t i o n  t o  r e c e n t  w o rk  o n  b l o o d  c o r t i c o s t e r o i d  l e v e l s .
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7 4 .

E x p e r i m e n t a l  R e a u l t s  O b t a i n e d  D u r i n g  P r e p a r a t i o n  
"—    —

Ad r e  n a l e  e t  omi s ed  Mioe I n j e o t e d  w i t h  s t a n d a r d  
Dos e 8 o f  H y d r o o o r t i s  o n e .

(S e e  p a g e  4 0 )

L e v e l

1 8 , 5  Jjg

( n » 6 )

Body
È G ig h t

S p e k k e r  
Head i n g

“̂n r ^ i y g o g e i r

Body vve igh t
A v ,  S . D ,p'a'r i T v e r

2 0 0 , 0 8 8 4 , 7 9 2 , 5 9
22 0 * 0 1 4 0 , 7 7 0 . 5 5
22 0 . 0 9 6 5 , 2 5 9 , 3 8 1 . 2 8  t  Q i9 1
21 0 , 0 0 5 0 , 9 7 0 , 1 3
21 0 , 0 5 0 1 , 6 5 0 , 7 9
2B 0 . 0 8 5 4 , 6 2 1 , 6 5

25 Jjs* 2 0 0 , 9 6 0 13 * 7 8 6 . 8 7
23 0 , 0 9 4 1 . 3 2 0 . 8 7
2 2 0 , 1 5 6 8 . 8 6 3 , 8 9 3 . 7 3 ± 1 .8 0

(n=r:8 ) 19 0 , 0 5 6 3 . 0 6 1 . 6 1
25 0 . 9 1 9 18 , 0 0 4 . 7 9
2 2 0 , 1 7 6 0 . 6 6 4 . 3 9
99 0 , 1 4 8 8 . 1 2 3 . 6 9
91 0 . 1 5 4 8 . 4 6 4 . 0 3

25 î f ê . 25 0 .9 4 0 1 3 , 0 2 6 , 8 8
23 0 , 1 0 0 8 , 4 5 8 . 3 7
91 0 , 1 4 9 8 , 1 5 3 , 8 8

(n»B ) 90 0 , 0 2 8 1 . 5 8 0 , 7 6 3 , 9 1 ± 1 , 6 9
25 0 , 9 2 0 1 1 . 9 7 4 . 7 8
91 0 , 2 5 0 1 3 , 6 1 6 , 4 8
94 Q ,9 1 0 1 1 , 3 9 4 . 7 5
23 0 , 1 2 8 6 . 9 4 3 . 0 8

95 32 0 . 2 7 2 1 3 ,4 0 4 , 2 0
30 0 . 9 5 7 1 8 . 6 5 4 . 8 4

(naB )
9 8

^25
% - m
0 . 3 9 2

- W s
1 9 . 2 9 7 . 7 1

3 . 7 5 t 2 . 2 1

97 0 , 1 8 8 • 8 . 9 4 3 . 3 4
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F r e p a r a t i o n  o f  l o g  D o g e - R e s p o n s e  C u r v e ,  

( C o n t i n u e d  )

a ly c o g e h
Leva 1 Body Spskkar p e r  L iver par 10 gm. Av. S .D .

VA5 ig h t Reading Body Weight

SO p s . 22 0 .8 0 3 1 1 , 9 5 .1 8
95 0 .3 1 0 1 7 . 1 7 .4 0
22 0 . 8 8 3 1 9 , 5 5 .8 8 7 .4 0  i  8 .8 6

(iteV) 20 0 .1 8 8 1 0  , 0 5 .00
95 0 , 4 6 8 2 5 , 3 1 1 .0 8 '

99 0 .411 2 2 , 7 1 0 .3 3
29 0 .8 9 5 1 6 , 1 7 .3 7

50 J|g, 29 0 ,9 6 1 14’ , 4 6 .5 4
99 0 , 4 4 8 2 5 ,5 1 0 .5 9

(lk»4 ) 99 0 .3 7 8 9 0 , 5 9 .3 3 8 .8 9  ± 1 .7 8
99 0 .8 6 9 1 4 , 0 6 . 7 8

SO m . 95 0 ,8 6 0 1 4 , 9 6 . 1 8/ 94 0 . 1 7 8 9 , 7 4 .0 4
19 0 ,8 3 4 1 2 , 8 6 .7 3 7 .1 0  ± 3 .6 1

(n=r6 ) 29 0 .0 9 4 5 , 1 8 ,8 3
21 0 .4 8 0 2 6 . 3 1 8 ,5 1
25 0 ,5 0 0 2 7 , 4 1 0 ,9 4

50 Ms. 25 0 .8 1 0 1 1 , 6 5 .0 0
24 0 ,3 8 3 1 7 , 7 7 .3 8
27 0 . 5 3 8 9 9 , 5 1 0 .9 8 7 .0 8  t  8 .7 0

(n=V) 21 0 , 0 8 8 4 , 4 8 .0 9
94 0 . 8 0 3 1 5 , 6 6 .4 4
2 0 0 , 8 8 3 1 5 , 6 7 .7 8
2 0 0 . 3 4 8 1 9 ,1 9 . 5 5

*#**#'14111 > #» ■ •< j > HI «'»'r ♦mUTJiftwfcMjiTOa

50 Hg. 84
*"#, #M*,| jm t  1MWISWW» w

0 ,8 0 3 1 1 .8 4 . 6 7/ * 86 0 . 4 6 8 8 5 .3 9 . 7 3
80 0 .8 9 5 1 6 ,8 8 .1 0 6 .9 4  4  8 . 0 6

(n=»4) 19 0 .1 8 8 10 .0 5 . 8 7
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P r e p a r a t i o n  o f  l o g  D o s e -Hea  p o n s e  C u r v e , 

( C o n t i n u e d )

u r f o E r i r n
I .0 V 0 1 B ody 3 pe k k e r ~ p o F “ï 3 T â r A v . S .D .

W6 i g h t H e a d in g Body w e ig h t

100 U g , 17 0 . 4  G8 8 5 .4 1 4 ,9 3/ 93 0 ,3 3 8 1 9 .6 8 .0 9
( Ite:5 ) 91 0 ,4 3 3 8 3 .9 1 1 .3 8 1 1 .6 8  t  8 ,8 0

29 0 ,6 0 8 3 3 .1 1 1 .4 8
2 1 0 .4 7 0 8 6 .4 1 8 .5 8

100 p g . 2 0 0 .3 4 6 1 3 ,4 6 .7 0
25 0 .8 0 0 8 7 .4 1 0 .9 8
2 1 0 .8 0 8 1 1 , 4 5 .4 3 1 0 .6 5  i  3 ,4 0

( ite 6  ) 18 0 .4 6 0 9 5 , 2 1 4 ,0 0
23 0 .5 5 6 5 0 , 5 1 3 .8 6
2 0 0 .4 9 6 2 7 * 1 1 3 .5 2

100 n g . 2 2 0 .4 6 8 2 2 .9 1 0 .4 8
19 0 .7 1 0 3 5 . 2 1 8 ,5 8

(na»6) 16 0 .1 9 8 9 . 5 8 .9 3 1 0 .8 1  i  4 .0 8
23 0 .4 6 8 9 2 . 9 9 .9 5
17 0 ,8 5 0 1 2 . 4 7 .3 0
17 0 .3 1 3 1 5 . 5 9 .1 8

nnnnrMMwwww*

100 p g . 23 0 .3 1 8 1 7 , 0 7 .3 9
2 0 0 .3 7 6 2 0 . 5 1 0 .8 5
2 1 0 ,4 8 8 2 3 . 5 1 1 .0 9 1 0 .3 9  ±  3 .0 8

(n = 7 ) 2 2 0 .8 9 8 1 6 . 2 6 .3 7
2 3 0 .6 9 8 3 7 , 9 1 6 .4 6
92 0 .3 9 6 2 1 , 6 9 .8 8

) I'i# iW |l% J  '# 1 JU-HMip’-i urnWj
29 0 .4 6 0 2 5 . 0 1 1 .3 8

100 n s . 26 0 .4 8 7 8 1 ,1 8 ,1 1
91 0 .6 5 6 3 8 ,3 1 5 ,3 9

( t e 6  ) 2 9 0 .5 7 4 8 8 .3 9 .7 6 1 1 ,0 1  ± 8 .6 1
32 0 ,6 0 0 8 9 ,6 9 ,8 6
30 0 ,8 3 5 4 1 .8 1 3 .7 1
99

imiii npiw im m m im iiifi^Tii f**n.

0 ,4 3 8 8 1 ,6 0 .8 1
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OASEiNo.l, conditions Normal Male

U r i n é  v o lu m e  ;4 5 4 0  ml* p e r  4 8  h o u r s .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 3 . 6 2  gm, p e r  4 8  h o u r s ,  
pH : i e , 1 8

FREE I CORTICOIDS

4 5 0 0 im l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  250 m l ,  CHCI3 . 
Washed w i t h  O i l  N-NaOH, w a t e r  and  8 8 0 m l ,  CHCI5  t a k e n .  
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  1 6 m l ,  CHCI3 .

C h e m i c a l  M ethod
1 m l .  O x i d i s e d  1, m l .  C o n t r o l  

D i s t i l l e d  - ^ l O m l , ,  t h e n  5 m l ,  t a k e n  
S p a k k e r  R e a d i n g :  0 , 2 8 6  0 . 1 0 8

i n t e r p o l a t i o n
D i f f e r e n c e  : 4 4 . 0  Comp. F ,

« • # r e e  C o r t i o o l d  = 4 4 . 0 - ,  10 -jr 16 • jr l000y4540
1 0 0 0  3 8  "Ô80 4500

”  ' 34mg. Compound p  p e r  84 h o ü r a .

CONJUi^-ATED CORTICOIDS        .
2270 iml, u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  ^ E r e e ’ ,
T a k e n  t o  pH 5 , 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e *
120 rril, M -so d iu m  a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 , 0  a d d e d .
2 5 0 , 0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  an d  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h o u r a

a t  37^0*
C o o l e d ,  E x t r a c t e d  x4  w i t h  2 5 0 m l ,  CHCI3 .
w ash ed  w i t h  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  a n d 830 m l ,  CHCI .2 t a k e n .
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n 50 m l ,  CECI3 .

C h e m i c a l  M ethod
“  ' ' 1 m l .  O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l

D i s t i l l e d  10 m l . , t h e n  3 m l ,  t a k e n  
S p e k k e r  R e a d i n g ;  0 , 4 7 8  0 , 1 1 0

i n t e r p o l a t i o n
D i f f e r e n c e ;  1 0 6 , 6

C o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  = 1 0 6 .6 x 1 0  % 50 x  1 0 0 0 x 2 2 7 0
TÔOO 3 I  830 2270

= 21,4mg, Compound F per 24 h o u r s ,



FREE CORTICOIDS

7 8 .

S e r i a l  No, 4 6 7 .

B i o l o g i c a l  Method

Mouse Ma t e  r i a l Body S pe kka r L i v e r  G l v o o ^ e n Av,
NO, W e ig h t  

gm. .
Read  i n g  
( D e n s i t y )

m g / L i v e r m g / 1 0 -gm. 
Body Vifeight •

S .D .

1 .
S .

• ...28
2 0

■ 0 , 2 7 3  
0  . 0 7 7

1 5 . 2 4
4 . 2 6

5 . 4 4
2 .13^

3 . 8  ' t h 2 8 0 , 2 2 8 1 2 . 6 0 4 . 5 0 3 . 4 7
4 . 160. ■ . 25 . . 0 , 0 9 0 4 . 9 8 1 , 9 9 4-
5 . 28 0 , 1 0 7 5 . 9 1 2 . 1 1 —
6 . p e r 27 0 , 2 2 8 1 2 . 6 0 4 . 6 7 1 . 4 3
7, mouse Km - - - ...............
8 .

4 
•  # 83 y 160 y 1000^4540 ,

T üü ï ï

0 . 8 6  mg. Compound P p e r  '84 h o u r s

CONJUOATED CORTICOIDS

Mouse.
NO,

M a t e r i a l Body 
We i g h t

•Spekker
R e a d i n g
( D e n s i t y )

L i v e r  c;  
m g / L i v e r

Lyoogen  
mg/ 1 0  gm. “ 
Body Weight■

. Av. 
S . D ,

1 . 29 0 . 6 4 0 3 5 . 3 8 1 2 . 2 0
2 . 2 5 0 . 3 7 0 8 0 . 4 8 8 . 1 8
3 ,  . . 48  ' t h 2 9 0 . 4 5 1 8 4 . 8 8 8 . 5 8 9 . 8 7
4 . 3 0 0 28 0 . 4 2 2 8 3 . 8 6 8 , 2 9 +
5 . - p e r 29 0 . 8 2 0 4 5 . 3 4 1 5 . 4 2 —
6 . m ouse 24 0 . 2 8 4 1 5 . 7 0 6 . 5 3 3 . 0 1
7 , “ — -
6 ,

• ■ .........« ...........i

.% 83  y  500  X 1 0  0 0x2870
I ôïïO ^ 8 " ^ 3 0 ^ 5 7 q

l ; 0 4  mg * Compound F per  24 h o u r s .



CASE -No,2 ,  c o n d i t io n s  Normal Male

U r i n e  v o lu m e  : 3900  m l ,  p e r  4 8  h o u r a .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 2 . 3 9  gm, p e r  4 8  h o u r s ,  
pH : 7 . 4 4  <

FREE iCORTICOIDS

3800 m l ,  u r i n e  t a k e n ,  . . E x t r a c t e d  x4  w i t h  250 ml* CHCI3 . 
Waahdd w i t h  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  an d  860 m l ,  GHCI3  t a k e n ,  
E v a p d r a t e d ,  . D i s a o l v a d  i n  16 m l , . CHCI3 .

i  ■ :
C h e m i c a l  M ethod  *

1 ml.. O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l  
D i s t i l l e d  lO m l ,^  t h e n  3 m l ,  t a k e n  

S p e k k e r  R e a d i n g s  * 0 , 1 5 0  ' 0 , 0 7 5

I n t e r p o l a t i o n
D i f f e r e n c e s  2 5 , 9  Hg, Comp, F ,

F r e e  C o r t i c o i d  = 2 5 ,9 .^ io  ^  . 1^ t  1 0 0 0-x-3900
' 1000 3 2 860 3800 .

. =: 0 . 82mg. Compound F 'p e r  24 h o u r a  ,

CO N JIJO-A TED COR T I  CO IDS

1950 m l ,  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  » F r e e i ,
T a k e n  t o  pH 5 , 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e ,
40 ml* M“ S o d iu m  a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 , 0  a d d e d .
1 7 9 , 0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h o u r s  

‘ a t  3 7 ^ 0 ,
C o o l e d ,  E x t r a c t e d  x4  w i t h  2 5 0 m l ,  CHCI3 .
Washed w i t h  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  an d  8 3 0 m l ,  CHCl^ t a k e n ,  
E v a p p r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  5 0 m l ,  GHGI3 ,

*

C h e m i c a l  Method
; : , 1 ml , .  O x i d i s e d  ’ 1 m l .  C o n t r o l
Î . . D i s t i l l e d  10 m l , ,  t h e n  3 mh,  f j a k e n

s p e k k e r  R e a d i n g  : . Q .3 6 0  0 , 0 9 3

I n t e r p o l a t i o n
D i f f é r e n c e s  “7 8 , 4

, \  c o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  7 8 . 4  x 1 0  x  50 xlOOGx 1950
ÏÔOO '  3 1“  B3o 1950

i =: 15.7mg, Compound'-F per 24 h o u r s .



FREE CORTICOIDS

7 9 .

S e r i a l  n o . 4 7 1 .

i B i o l o g i o a l  Method

Mouse . 
WO.;';/

M.a t e  r i a l Body
W e ig h t

gm.

S p e k k e r  
R e a d i n g  
(Dens i t y )

L i v e r  ( 
m g / L i v e r

TlvooEcen 
m g / 1 0  gm. 

B ody  W e ig h t

Av.
S .D .

1 . 27 0 , 3 3 9 1 6 . 7 5 6 . 8 0  ;
8 , 25 0 . 8 4 5 1 8 . 1 2 4 . 8 4
3 . V t h 2 7 ; 0 , 4 9 9 8 4 , 6 8 .9 .1 4 . 6  , 3 9
4 , 2 2 0 . 8 8 3 1 4 , 0 0 5 . 8 3 ..........
3 .  ■ 24 0 , 1 9 1 9 , 4 4 3 , 9 3
6 , p e r 24 0 . 4 0 9 SO . 8 8 8 1,43 1 . 8 5
7 . nfous 6
8 . ■r? . 1 »

«
• • 4 1  y l 6 0  ^10G0y390.0x l '  

lÔÏÏÜ’ “ 7— •

= 0 , 5 6  Dig. Compound P p e r '  24 h o u r a .

CONJURATED CORTICOIDS

Mouae
NO,

M a t e r i a l ' Body 
We i g h t

S p e k k e r
R e a d i n g
( D e n s i t y )

-, L i v e r  01 
m g / L i v e r

Lyoogen 
mg/To gm. 
Body Weight

, Av. 
S .D ,

1 . 2 0 0 , 2 9 6 1 4 , 6 2 7 . 3 1
8 . So 0 . 2 7 5 1 3 ,6 0 6 . 8 0
3 , 4 8  t h 24 , 0 . 4 6 4 2 2 . 9 6 9 , 5 6 7 . 4 8
4 . 24 0 . 2 0 7 1 0 , 2 2 4 . 2 7
5* p e r 26 0 . 4 9 4 . 2 4 , 4 0 9 , 3 8
6  .
*7

mous 6 23 , 0 . 3 6 2 . 1 7 . 4 0 7 . 5 7 1 .8 0  '
' 0 
5 .

.........  ............. -

«
•  • 51  y 5 0 0 , x l 0 0 0 x l 9 5 0

I Ô Ô Ô ^ ? B - ' " - B 3 t r i ü ü Ô .
0 . 6 4  mg. Compound F per 84 h oura .



CASE :No,s, C on d it ion ;  Normal Male

U r i n e  v o lu m e  : 1 5 GO m l ,  p e r  24 h o u r s *
p r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 1 , 7 2  gm, p e r  24  h o u r s ,

•pH : 17 . 0 2 .............................  • , ■■■ ■  ̂ ’ ' '■ / ,

FREE I CORTICOIDS ' :
, . / . i

1500 m l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  250 m l , .  CHCl'z, 
W a s h e d - -w i th  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  an d  ' 870m l. CHGI3  t h k e n , '  ; 
E v a p o r a t e d ,  * D i s s o l v e d  i n  10 m l ;  CHCI3 ,

C h e m i c a l  M ethod » ^
I ■ 1 m l , .’O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l  '

. ; D i s t i l l e d  lO m l , . ,  t h e n  3 m l ,  t a k e n
S p e k k e r  R e a d i n g  s ■ ' 0 , 1 1 2  ' 0 ^ 0 7 2

X.nterpojla  t i o n  ' '
h i f f d r e n o e ;  .1 1 5 , 2  .. Hg.  Comp, g .

#  ' F r e e  C o r t i c o i d  = 1 5 ,2^10  ^  10 ^  1000^ 1 5 GO
1000 3 r  “à 7 0 T 6 0 0

= 0 ,6 1 m g ,  Compound F p e r  24 h o u r s ,
I . ' ' . ’

CONJUGATED CORTICOIDS

l5oO I m l ,  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  f F r e e  i  ̂ .............. .
T a k e p  t o  pH 5 , 0 , u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e ,

30 îTil, M-sod ium  a c e t a t e  " b u f f e r  pH 5 . 0  a d d e d .
1 5 0 ,0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  - a n d  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h o u r s  

. . . . .  : a t  3 7 ^ C ,  .
c o o l e d .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  250ml,  CHCI3 . 
w ash ed  w i t h  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  and  8 0 0  m l ,  CHCl- t a k e n .
E y a p d r a t e d , D i s s o l v e d  i n 2 5 .ml,  CHCI3 ,

C h e m i c a l  M ethod  . , ' ^
' ' : . 1 m l .  O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l

D i a t i l l e d  10 m l , ,  t h e n  3 m l .  t a k e n  
S p e k k e r  R e a d i n g ;  ( 1 : 2 .  d l l , o f ’

- ,  1 : d i a t i l K t a ) .  . 0 . 2 7 7  0 .0 7 0
I n t e r p o l a t i o n  j - .
D i f f e r e n c e ;  -2 X ' 6 2 , ^ g ,  - r '

, \  C o n j u g a t e d '  C o r t i c o i d  = 1 2 4 , 6  x10  x  25  xlOOOx 1560
1000 '  3 15.00

= 1 3 ,5  m g,. Compound ‘ F • per 24 hours ,



FREE CORTICOIDS

wv

s e r i a l  No. • 475

B i o l o g i o a l  Method

Mouse
N O .

M a t e r i a l Body 
We i g h t  

g m .

Spe k k e r -  
Read i n g  
( D e n s i t y )

. L i v e r  ( 
m g / L i v e r .

3-lvcos:en 
, mg/ 1 0  gm. 
Body W e ig h t

Av.
S .D .

1 . 24 0 . 0  93 4 . 6 0 1 . 9 2

S . ■ 28 0 . 1 1 0 5 . 4 3 1 . 9 4
3 . •8 t h 2 2 0 . 1 6 8 8 . 3 1 3 , 7 8 2 . 5 4
4 • lo o 2 0 0 . 1 4 8 7 . 3 6 3 . 6 8 4-
5 . 24 0 . 0  50 2 . 4 9 1 .04-
A 2 2 0 . 0 4 3  . 2 . 1 2 0 . 9 6 1 . 1 7u «

V.
J,

mouse 2 8 0 . 2 3 6 1 1 . 6 4 4 . 1 6

8 . 26 0 , 1 4 2 7 . 0 1 2 . 8 1

*• * 1 8  X 1 0 0 y l 0 0 0 y l 5 6 0
Tôüü '  B " Q 'lo '^ m y u

0 . 2 7  mg. Cosipound F p e r  24 h o u r a .

CONJURATED CORTICOIDS

Mouse
No,

M a t e r i a  1 Body 
We i g h t

S p e k k e r "  ' 
R e a d i n g  
(Dens i t y )

. L i v e r  0 ’ 
m g / L i v e r

L yoogen  
mg/ 1 0  gm. 
Body Wejght

A v . 
S .D ,

1 , 25 0 . 3 1 3 1 5 . 4 5 6 , 1 8
2 , 19 0  . 0 1 0 0 . 5 0 ( 0 , 2 6 )
3 . 23 t h 27 0  . 1 1 4 5 . 7 2 2 . 1 2 3 . 5 4

■ 4 , "25Ü 26 0 . 2 7 1 1 3 . 3 8 5 , 2 3 4-

5 . p e r 23 0 , 1 1 2 5 . 5 5 2 , 4 1 1 , 4 7
6 . mous 0 24 0 , 1 8 2 9 . 0 0 3 , 7 5
7 . 2 8 0  , 1 5 2 7 . 5 0 2 * 6 8
5 . 2 2 0 . 1 0  7 5 , 2 9 2 , 4 0  

____  -  ____

♦
■ # 83  y 2 5 0  X 1 0 0 0 x 1 5 6 0  

T ô o â ^ S ~ ^ 5 ï ï .  T50Ü-
0 mg. compound F per 84 h oura .



CAs E'No*4 ,  C ondit ion;  Normal Male

U r i n e  v o lu m e  : 1 6 5 0 - -ml,, p e r  S4; ' h o u r s .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : S . i S  'Sm. p e r  3 4 . h o u r s ,

■ 6 . 5 8  ' ' . .
FREE CORTiCOibs'  ■/.L ' :

1600 m l .  u r i n e  t a k e i l .  E x t r a 0 t e d  . x4  W i t h  . g s o m l ,  CHClg. :
..Washed . w i t h  O .il  N-Na.OH, .•w ate r  and  885ml.,  - GHGI5 -, t a k e n , -  -, - 

E v a p d r a t e d .  D ia a o jv a d .  ■ i n  0 - m l ,  GHGI5 . ‘

C h e m i c a l  M ethod  ; ° .
1 m l .  O x i d i s e d  1 .m l .  C o n t r o l  ' • i

. - . ’ ; D i s t i l l e d  l O m l . ,  t h e n  3 m l .  t a k e n  ' ,
s p e k k e r  p e a d l n g j  . ' , 0 . 1 3 1  . 0 . 0 7 8  '

• I n t e r p o l a t i o n  . • > ■
: D i f f e i r e n p e ;  1 9 . 5  p^g. Comp* E ,  ,1 .

F r e e  i C o r t i c o i d  =.- 1 9 . 5 ^ 1 0  ^  8  _.l000-v.lë50
'  ̂   l o M  3 " ^ —

I "  9  . 6 0  mg. Compound 'F p e r  84 h o u r s .

CONJUGATED CORTICO.IDS ............................' - ' -  • ' /  '

1600 .ml, u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  f F r e e / * '  ' ■ ' .
Taker i  t o  pH 5 , 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e *  ‘ l  ' .

, . 32 m l ,  .M-rS o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 . 0  a d d e d . ■
1 6 0 ,0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d ' - a n d  i n c u b a t e d ' f o r .  4 8  h o u r s

• :    . ./■ . \  ■ . . .  : • at:..3V'^C, ' "
.Coo.led E x t r a c t e d - x 4  w i t h  . 250  m l ,  CHCI3 ;
w ash ed  w i t h .  0  . 1  N̂-NâOil, ' '  wa t e h  ' arid 870 m l ,  CHCl^ ' t a k e n .  
E v a p o r a t e d ;  ■:oDi^-ao:lyed T n  50 m l ,  .CHCI5 . ■ - ?

C h e m i c a l  M e thod  - : , . . ' :
' : ' 1 [ml.  O x i d i s éd 1 / m l ,  c o n t r o l ;

' D i s t i l l e d  1 0 ml,- ,  . . t h e n  3 ' m l ,  ; t a k e r i  * 
S p e k k e r  R e a d i n g ;  * ' - 0 . 2 9 3  ' ' 0 ,0 .6 1  ‘ •

i n t e r p o l a t i o n  - : /
D i f f e r e n c e :  ' ^ 8 , 4  p g ,  .

c o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  = 6 8 , 4 -x lO  x  60 ]g. 0 0 0  ]gL650 - •/■ - •
- I . . .  : - IÔOO".............................................................

= 1 5 ,  5ng , -Compound. :'F.' pe r  24 h o u r s  ,

• I-- . i‘



8 1 #

S e r i a l  No, 479

FREE CORTICOIDS

B i o l o g i c a l  Method

Mouse M a t e r i a l Body S p e k k e r L i v e r  G lv co g ien Av.
NO. ’ W e ig h t Read i n g m g / L i v e r mg/ 1 0  gm. S .D .

gm. (Dens i t y ) Body  W e ig h t

1 . 26 0 . 0 3 8 1 . 8 9 0 . 7 3
2 , 83 0 . 1 8 3 9 . 0 8 3 . 5 9
3 . 6  t h 24 0 . 1 0 2 5 , 0 5  . 2 . 1 0 2 . 5 8
4 • 27 0 . 1 2 1 6 . 0 0 2 . 2 2 ^
5 . 25 0  . 0 2 0 0 . 2 1 ( 0  . 0 8 ) «to

6 . p e r 24 0 . 1 7 1 8 . 4 8 3 . 5 4 1 . 0 2

7. mouse 24 0 . 1 5 9 7 . 8 8 3 . 2 8
8 .

■ -

f*• » 18  X 8 0  y  1 0 0 0 x 1 6 5 0  
TÔÔO —

= 0 , 2 8  mg. Compound P p e r  24 h o u r s .

CONJUGATED CORTICOIDS

Mouse
No.

M a t e r i a l Body 
We i g h t

Spe k k e r  
R e a d i n g  
(Dens i t y )

L i v e r  01 
m g / L i v e r

Lyoogen  
mg/TO gm. 
Body

■ A v . 
S . D .

1 . 2 0 0 . 1 0 0 4 . 9 5 2 , 4 8
2 . 25 0 . 3 2 3 1 5 . 9 8 6 . 3 9
3'. 4 8  t h 23 0 . 2 5 8 1 2 . 7 4 5 . 5 4 5 . 5 2
4 . "5Ô0 ' 23 0 . 3 3 4 1 6 . 5 0 7 . 1 8 +
6 . p e r 26 0  , 4 1 2 2 0 , 4 0 7 . 8 5 -
6 . mous 0 2 2 0 . 3 3 7 1 6 . 6 9 7 . 5 7 1 . 9 6
7 . 18 0 . 1 1 0 5 . 4 4 3 . 0 2
3 . IB 0 . 1 3 6 7 . 3 9 4 . 1 0

4 
• • 54 X 500 Y lOOOx 1650 

1000 4 8  870 1600
= 0 ,4 2  mg. Compound P per 84 hours



0A8B N o ,5 ,  c o n d i t io n s  Normal Mala'

I ;  ' V > : ■ «, - ’I ■
U r i p e  v o lu m e  ; 2S80 m l ;  p e r  24. h o u r a .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 2 . 5 5  gm. p e r  24  h o u r a .

FREEi CORTICOIDS ...
^  "T t . ..

2000^ m l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  250 m l ,  C H C l^ . ’
- Washed ' w i th -  o-4-1 N-^NaOH-, w a t e r  a n d 880- m l .  ' CHOlg' t a k e n .  •; ■

E v a p o r a t e d .  . D i s s o l v e d ,  i n  10 m l .  CHCI3 .

C h e m ib a l  M ethod i , , . ,
; 1  ml*„ O x i d i s e d  1 ml^ C o n t r o l .

' . D i s t i l l e d  10m 1 .   ̂ = t h e n  3 m l .  t a k e h
i s p e k k e r  R e a d i n g :  - O'. 122  0 . 0 9 1  =

I n t e r p o l a t i o n  ■ . -
D i f f e r e n c e :  1 2 . 0  Hg, Comp. P .

#  
•  # F r e e  C o r t i c o i d  = 1 2 . 0 x 1 0  y 10 ylOOOyBSSO

1000 3 § ^  2000

' = 0 . 5 4 mg. Compound F p e r  24 h o u r s .

CO M jpGA TED COR T I  CO IDS

2 0 0 0  m l .  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  ^ F r e e ’ . ' "
T a k e n  t o  pH 5 . 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e .

100 m l ; ' M - s o d i u m  a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 .0 '  a d d e d  ;  i
1 7 6 , 5 0 0  u n i t s  g l u o u r o n i d a a e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  .48 h o u r s  .

_  . . ; .../■• a t  37-^0.
C o o l e d , E x t r a c t e d  x4  w i t h  2 5 0 m l .  CHCI3 . ; 
w ash e d  w i t h  0 . 1  N-NaOH, w a t e r  and  8 2 0 m l .  CHOl^ t a k e n ,  : 
E v a p d r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  5 0 m l .  CHGlg^ .■ ■ ■ ■ -

1 ' - ! ' ; ' V '
C h e m i c a l  Mothod ; . ;

! ' ; " '  ̂ 1  m l .  o x i d i s e d  ; 1  m l .  c o n t r o l  .
I ' ' D i s t i l l e d  10 m l . ,  t h e n  3 m l .  t a k e n

s p e k k e r  R e a d i n g ; '  5 . 3 1 3  '- 0 . .0 9 9  '

I n t e r p o l a t i o n  ;
D i f f e r e n c e ;  , 5 3 . 8  j[^g. - . ,;

.% c o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  ="  6 3 . 8  x lO  x  50 % 1 0 0 0 x 2 3 8 0 '
T 0 Ü0  3 T  "‘8 go 2 0 .0 0

= 1 5 .4 m g .  Compound \F  p e r  2% h o u r s  .

-A



FREE CORTICOIDS

S e r i a l  NO* 4 9 6 ,

B i o l o g i c a l  Method

Mouse Ma t e r  i e l Body S pe kke r L i v e r  O l v c o ^ e n A v ,
NO, W e ig h t Read  i n g m g / L i v e r mg/ 1 0  gm. S . D .

g m . ( D e n s i t y ) B ody  W e ig h t

1 , 29 0 , 0 6 5 3 . 4 2 1 . 1 8
s. 24 0 . 1 2 4 6 . 5 1 2 , 7 1
3 , 8  t h 28 0  .0 8 0 4 , 2 1 1 . 5 0 2 . 3 1
4 , mu' 2 8 0 . 1 4 9 7 . 8 2 2 . 7 9
5* 30 0 . 0 8 6 4 . 5 2 1 , 5 1 *•
6* p e r 24 0 . 1 1 4 5 . 9 9 2 . 5 0 0 . 7 4
V, mous 0 30 0 . 1 9 1 ,1 0 . 0 2 3 . 3 4
8 . 24 0  .1 3 4 7 . 0 4 2 . 9 3

4 
• » 17 xlOO X 1 0 0 0 x 8 1 4 0

TÔÜÏÏ “ 8  8 8 Ô 2 Ô0 Ü’

= 0 , 8 6  m g. Compound P p e r  84 h o u r a

CONJUGATED CORTICOIDS

Mouse M a t e r i a l Body S p e k k e r L i v e r  O l y c o g e n Av.
NO. We i g h t R e a d i n g m g / L i v e r mg/ 1 0  gm. S .D .

( D e n s i t y ) Body Weight

1 # 26 0 . 6 1 8 3 2 , 4 8 ( 1 2 . 5 0 )
s. 30 0 . 1 3 9 7 . 3 0 2 . 4 3
3 , 4 8  t h 23 0 . 2 5 2 1 3 . 2 4 5 , 7 6
4. 5UCT 30 0  . 2 5 3 1 3 .3 0 4 . 4 4 4 . 4 2
3.6 .

■ p e r  
mous 0

26
29

. 0 . 2 5 2  
0 . 1 5 4

1 3 . 2 4
8 . 0 8

5 . 0 9
2 . 7 9

+

7. 24 0 , 2 8 4 1 4 . 9 2 6 . 2 2 i ; 3 8
5 . 24 0 . 1 9 3 1 0 . 1 5 4 . 2 2

,*, 28  X 5 0 0 x 1 0 0 0  x 2380
1 ÔÔ0  — ÏS^^^Bèu^SüUU
0 , 4 8  mg. Compound P per 94 houra,.



CASE No.6* c o n d i t io n ;  Normal Female

U r i n e  volume; ; , s . .1610 m l p é r  4 8  h o b r a , .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 1 , 2 1  gm, p e r  4 8  h o u r s ;  
pH :! 6*62 '  ■ , / ...........

FREE CORTICOIDS ' ' ' '

1600^ m l ,  u r i n e  t a k e r i .  E x t r a c t e d  x 4 '  w i t h  15Ô Ail* CHClg, 
Washed w i t h  D „ lé/lR^WoUS Wà%e% W^5mo&l%R0i^.cl%: t a k e n ,
Eva p e r  a t e d ,  "Dtaaolrve'ci—

C h e m i c a l  M ethod . :
- ! ' 1 ml, .  O x i d i s e d  ' 1 mil,' C o r i . t r o i  '

I I D ia  t i l l e d  -^ lO m l* ,  t h e n  3 m l ,  t a k e n
S p e k k e r  R e a d i n g :  ■ 0 . 1 3 0  _ 0 . 0 6 9  ..

I n t e r p o l a t i o n
D i f f e r e n c e :  2 1 , 8  jr̂ ĝ, ; Comp. P .

* b r a e  O o r t i o o l d  = 8 1 . 8 y 1 0  y , 1 0  y  e o O v l S l o
 W ô ^ ^ 2-  . ■

•  *

= 0 . 3 8 mg. Compound F p e r  24 h o u r a ,  

CONJUGATED CORTICOIDS

160 6  m l ,  u r i n e / t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f / ^ F r e e T  ’ '
Taketn t o  pH 5,0. us i n g  g l a s s  e l e c t r o d e  , - ^

80 ;ml," M-3 o d i u m ' a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 , 0  a d d e d ,
1 7 6 ; 0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a â e ' a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h o u r s /

I  ■ . ■ , a t  3 7 ^ 0 ,  ■ ' '
Cooled'. , E x t r a c t e d  x4  w i t h  150 m l ,  CHClg*
Washed w i t h  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  and  520 m l .  CHCl^ t a k e n .  
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  50 m l .  CHCI3 . . -

Che m i c a l : M ethod« ------- 1----------- :  - j ;; - ,■

S p e k k e r  R e a d i n g :

/ i h - j L M T l £ S x ï â i s M .  1 .m i .  C o n t r o l  ^v‘ :
-  "D is t i l l e d - '^^ 1 0 ""m 3  m l .  t a k e r i

; 0 . 4 0 6  0 . 0 7 3  -  :

I n t e r p o l a t i o n
D i f f jC r e n o e  : ' 9 6 . 7

C o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  = 9 6 . 7  x lO  x  50 % 600 % 1610 .
i o U o "   r - ^ W ^ - T e o b

= 9 . 3 mg. Compound F per 24 hours..



FREE COR TI CO IDS

8 3 ,

S e r i a l  N O .  5 4 7

B l o l o g i  oa 1 M'etho'd

Mouse Ma t e r i a l ‘ Body S pe kke r L iver  GlvcoRen Av.
No. Weight Read i n g mg/Liver mg/10 gm. S ,D .

gm. (Dens i t y ) Body, Weight

1 . 33 0,334 1 6 .5 0 5 . 0 0
2 , ' 7 r 40 0 . 4 2 5 • 2 1 . 0 0 5 . 2 5
3. 8  t h  " ■34 0 ,163 8 . 0 5 - 2 . 3 7 4 ,13
4. ion 38 0 , 2 1 3 1 0 . 5 2 2 . 7 7 4-
5 .

JLVV 3 8 0 . 4 4 1 2 1 . 8 0 5 . 7 4
6 . per 3 8  , 0 . 2 8 3 1 3 . 9 9 3 . 6 8 1 , 2 7
7. mouse Mi
8 .

' ■ Ç
l|..| ...1 -I... - ■ ; ■ '

• 25  xlOO • x 6 0 0 . .x l6 1 0 '  x  1
ToDo -8 ;

= 0 , 1 8  mg. Compound P p e r  84 h o u r s .

CONJURAt e d  CORTICO IDS

Mouse M ateria l Body * Spekker Liver Olyeogen ’ Av.
N O , Vife ight Reading mg/Liyer. mg/1 0  gm. S.D.

■ ('Density ) Body Weight

1 .
»

40 ' • 0 ' . 3 4 é 1 7 , 0 5 4 , 2 6
2 , 36 0 . 4 2 3 2 0 , 8 2 5 , 7 9
3 . 48, t h 33 0 , 5 3 7 2 6 . 4 2 8 . 0 0 5 , 8 9
4 . 55TT ■ • - 32 0 . 2 3 8 1 1 . 7 2 3 , 6 6 +
5 , per 29 0%397 1 9 : 5 6 6 , 7 4 —
6 , 'raous 8 35 0 . 4 8 8 2 4 . 1 0 6 , 8 9 1 , 5 2
V. -
a . —

. .

•»
• « 600.xI£1.Q_ X 1  

l O o C  4 8  5 5 0  1600  -7 5

=  0 . 8 2
“ S“

mg. Compound F p e r  ‘24 h o u r s .



CASE NO.V. C o n d i t io n s /N o r m a l  pam ale  . .. ...

U r i n e  v o lu m e  : 1020 ml". “ ; ^ r - ■ 84 -houra
P r e f o r m e d  c r e a t i n i n e  : 1 . 0 1  gm. p e r  2 4 h o u r s ' ,  ■

• 7 . 6 2     : '

FREE UORTICOIDS " R ■ ' ■ , . . ! ■ , • ;   1------ -—'..«..%-  , - i
lOOO m i ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a o t e d  k 4 .  lAiith 150 m l ,  G H 0% .

 Washed* v v i th  O a k  N-NaOH> • w a t e r  an d  5 1 0 m i ; O R G l g  t a k e n .
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  l O m l ,  ■ ÛHCI5 ..

C h e m i c a l  M ethod  . • % ' \ ::
; , . - : 1 m l , .  O x i d i s e d  ; 1 m l , ' " C o n t r o l  '= '

' D i s t i l l e d  -^- lOml, . , .  . t h a n  3 m l ,  t a k e n
s p e k k e r  R e a d i n g !  . 0 . 1 4 1  ' 0 . 1 0 5  ' •

; . ■ ■ : ,  ̂ .

I n t e r p o l a t i o n  - 1
D i f f e r e n c e :  1 2 , 0 '  . Comp, P ,

F r e e  C o r t i o o i d  = 1 2 . 0 x 1 0  t  10 v 6 0 0 - ^ ^ 2 0
1000  3 1  ,500 1000

”  0 . 4 9 mg. Compound F p e r  84 h o u r s .
. * . . »  -I * • ' » •  * I I « <

CO NJU^A TED COR T Ï  GO IDS

1 0  0.0 m l ,  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  ' F r e e  * ;
T a k e n  t o  pH 5 , 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e ,
50 m l ,  M -s o d iu m  a c e t a t e  b u f f e r  pH •5..0- a d d e d l  ■ ■

1 0 0 , 0 0 0  u n i t s ,  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d ,  f o r  .48; h o u r s
: ;  ̂ , ..... . a t  3 7 ^ 0 ,  r

C o o le d  , E x t r a c t e d  x4  w i t h  150 m l ,  GHClg. 
w a s h e d ' W i t h  0 , 1  .Nr-NaOH, w a t e r  and  500 m l ,  CHCl-z t a k e n ,  •; 
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  50 ml* CHCI3 , ;

C h e m i c a l  Mottiod  ̂ " j -
-  , : : ' 1 m l .  O x i d i s e d  : 1 m l .  C o n t r o l '  ■;

' D i s t i l l e d  10 m l ^ ,  t h e n  3 m l ,  t a k e n
s p e k k e r  R e a d i n g : -  : : o . 3 7 5  .o,.,105 F  ,

i  ̂ \ ' y -
i n t e r p o l a t i o n  '
D i f f e r e n c e :  7 9 , 2 tn f

' • » ' t C o n j u g a t e d  G o r t iO O id -  = 7 9 . 2  xlo % 50 X 600 X 1020
1Ô0Ô 3 500 1 0 OQ

“  1 6 . 1  » Compound- E, p e r  84 h o u r s .



84,..

s e r i a l  No. 538

FREE COR TI CO IDS

B io lo p ' io a l  Method
A l l  ^  10 ml.  a t  N e lson  s t a g e .

Mouse Ma t e r l a  1 Body S p e k k e r L i v e r  O lvcop ien Av.
No. W e ig h t Read i n g m g / L i v e r rag/ 1 0  gm. S .D .

gm. (Dens i t y ) B ody  W e ig h t

i ; 30: 0 . 4 5 3  ' 1 0 , 6 0 '• 3 . 5 3
2 , 28 . 0 . 2 4 1 5 ; 63 2 . 0 1
3 . 8  t h 28 0 . 4 6 8 1 0 . 9 3 3 . 9 0 3 . 4 3
4 . 1 ÔÔ 33 0 . 6 2 1 1 4 . 5 1 : 4 . 3 9 -f
5 . 31 0.17-5 4 . 0 9 1 . 3 2 —
6 . p e r 28 0 . 6 5 0 1 5 . 2 0 5 . 4 3 1 . 2 5
7. mouse —
8 .

«
• # 2 2  _  1 0 0  ^  600 _ 1 0 2 0  

TÔÜÏÏ 8  510 10 0 0

= 0 . 3 3  mg. Compound, F p e r  24 h o u r s .

CON JUBATED CORTICOIDS
. A l l  ^  10 m l .  a t  N e l s o n  s t a g e .

Mouse
No.

M a t e r i a l  ^ Body 
I'Ve i g h t

‘ 1 . . - *
Spe k k e r  
R e a d i n g  
( D e n s i t y )

L i v e r .  01Lyoogen A v . 
S . D .m g / L i v e r m g / 1 0  gm. 

Body Wei^b-

1 .
'

30 ’ ■ 0 . 5 4 3 1 2 . 6 8 4 . 2 3
2 . 34 0 . 3 4 7 8 . 1 1 2 . 3 9 2 . 8 4
3 . 4 8  t h 29 0 . 2 6 1 6 . 1 0 2 . 1 1 +
4 . 6 b 0 30 0 . 2 8 8 6 . 7 3 2 . 2 4 -
5 . p e r 33 0 . 4 2 9 1 0  . 0 2 3 . 0 4 0 . 7 0
6 . mous e 27 0  , 3 5 1 8 . 2 1 * 3 . 0 4
7 . -
5 , H>

_ ................_ J

*
e # 2 0  _  500.), 60 0  _  1 0 2 0  

IÔÏÏ0 4 8  -5 Ô Ô "n [Ô &
= 0 . 2 6 mg. Compound P per 84 houra



CASE NO,B. c o n d i t io n s  Normal Fem ale ,

U r i n 0 v o lu m e  s ^70 m l ,  p e r  84 h o u r s .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 0 . 8 3  gm, p e r  2 4 .h o u r a ,  
pH 7 .4 1 -  : ............

FREE CORTICO IDS -

m l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  150 m l ,  CHCI3 . 
Washed w i t h  0 , 1  N-NaOH^ w a t e r . - a n d  510 m l .  CHCI^ t a k e n ,  : 
E v a p o r a t e d .  D i s s o l v e d  i n  10 m l ,  CHCi^.

C h e m i c a l  Method-  ̂ - - .........
1 m l .  O k i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l  

D i a t i l l e d  .-  ̂ . lO m l , ,  t h e n  3 m l ,  t a k e n
S p 0 % a r  R e a d i n g !  . b . l l l  , 0 .0 9 0 ,

i n t e r p o l a t i o n  ;
D i f f e r e n c e  : 8 . 2  ' Comp. F ,

F r e e  C o r t i o o i d  == 8 , 2 ^ 1 0  lO ^ GOO 870
1000 3 510 . 850

0 • 3 % g . compound F p e r  24 h o u r s  ,

CONJÜ^ATED CORTICO IDS

850 m l .  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  * F re e  f , •-
T a k e h  t o  pH 5 . 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e ,

4 3  m l ,  M -so d iu m  a c e t a t e  b u f f e r ' pH 5 . 0  a d d e d .
lO O .0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  4 8 .h o u r s  

; . , a t ' 3 7 ^ C ,
C o o l e d ,  ‘ • E x t r a c t e d  ..x4 w i t h .  150ml-, CHCI3 .- 
Washed w i t h  0 . 1  N-NaOH, w a t e r  and  4 7 0 m l ,  CHClr, t a k e n .  
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n S o  m l ,  CHClg^ ,' . - ;

C h e m i c a l  • M ethod
: ' : ^   ̂ • 1 ml,- O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l  .

D i s t i l l e d  -̂ ’ 10 m l . ^  t h e n  .3 m l .  t a k e n  
s p e k k e r  R e a d i n g : .  ■* . ' 0 ; 2 6 9 -  • 0 . 0 9 3

S .
I n t e r p o l a t i o n  '
D i f f e r e n c e  : - . 5 3 . 8

c o n j u g a t e d  C o r t i o o i d  = j 5 3 . 8  x lO  x  5o xGOO x 8 7 0
W r  T  : i 4 T O

' ;ll*7mg-,^ Compound:F per 24 h o u r s ,  '



s e r i a l  No, 511 .

FREE CORTICOIDS

B i o l o g ! o a 1 Me thod
A l l  ^  10 m l,  a t  N elson  abage.

Mouse Ma t e r i a l Body Spe k k e r L i v e r  Blvoo^3:en A v ,
No. W e ig h t Read i n g m g / L i v e r mg/ 1 0  gm. S .D .

m . (Dens i t y ) B ody  W e ig h t

1 . 29 0 . 2 5 5 6 . 0 1 '• , > 2 . 0  7'
2 . 32 0 . 3 7 6 8 . 8 5 2 . 7 7
3 . 8  t h 2 8 0 . 4 9 4 1 1 . 6 2 4 . 1 6 2 . 5 6
4 . 1 0 0 33 0 . 4 1 6 9 . 8 0 2 . 9 7 +
5 . 34 0 . 2 0 5 4 , 8 2 1 . 4 2 —

6 . p e r 29 0  . 244 5 . 7 5 1 . 9 8 0 . 8 8
7. mouse -
8 . ' > “

4 t # 18  %100 % 6 0 0 ^ . 8 7 0  ■
1000

- 0 , 2 7  mg. Compound F p e r '  24 h o u r s .

CONJUBATED'CORTICOIDS
A l l  10 m l .  a t  N e l s o n  s t a g e .

Mouse
NO.

M a t e r i a l Body 
We i g h t

S p e k k e r
R e a d i n g
( D e n s i t y ) '

L i v e r  B! 
m g / L i v e r

Lyoogen  
mg/ 1 0  gm. 
Body Weight■

• Av. 
S .D .

1 . 30 0 . 2 2 6 5 . 3 2 1 . 7 7
2 . 28 ' 0 . 3 1 7 7 . 4 6 2 . 6 7
3 .  , 4 8  t h  ■ 28 0 ,0 4 5 1 . 0 6 0 . 3 8 1 . 6 7
4 . Ib o 36 0 . 2 7 7 6 . 5 2 1 . 8 1 +
3 . p e r 31 -0 .1 1 3 2 . 6 6 0 . 8 6
6 . m ouse 28 0 . 2 9 7 : 7 . 0 0 ■ 2 . 5 0 0 . 7 2
7 . ->

5 .
.  . . .

® 15 X 50.0 X 600 X 870
• 1000 ' 4 8  470 ■ 800

= 0 . 2 2  mg. Compound F per 24 h oura .



CASE NO,9., c o n d i t io n s  siimmonda » D i s e a s e  (U ntreated  )

U r i n e  v o lu m e  1280 mi^ p e r  4 8  h o u r a .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 1 , 4 7  gm, p e r  4 8  h o u r s ,

.pH 6 i l 4 -  ■ '

FREE: CORTICO IDS , ' . .  ̂ \

1 2 7 0 :m l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  150 m l ,  CHClg. .... * 
Waah^d.. w i t h  O r l -N -N aO H ,  w a t e r  and  500 m l ,  GHCI3  t a k e n ,  -
E v a p o r a t e d ,  . D i s s o l v e d  . i n  10 ml, ,  c k c i g .  ' ;

C h em ^o a l  .Method .  ̂ , , . . _ I
.1 m l .  O x i d i s e d  1 m l ;  C o n t r o l _ - 

' D i s t i l l e d  1 0 m l . , t h e n  3 m l ,  t a k e n  
S p e k k e r  R e a d i n g :  . 0 . 0 9 0  0-.0 79

I n t e r p o l a  t  i o n  ' '
D i f f  e h e n o e  : • . 4 . 3  Comp, F ,

/ I  I^ree C o r t i o o i d  = 4 , 5  y 10 y IQ y 600-^1280
1000 3 2 500 1270

0 , 0  9mg. compound F p e r  24 h o u r a .

CONJUGATED CORTICO IDS

1270 m l ,  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  » F re e ’l ;  - *
T a k e n  t o  pH 5 , 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e , ‘ ..........

64 m l ,  M- 3 odium- a c e t a t e  b u f f e r . . p H .  5 . 0  a d d e d , -
1 2 5 , 0 0 0  u n i t s  . g l u c u r o n i d a s e  .a d d e d ' a n d  i n c u b a t e d  f o r ,  4 8 - h o u r s  :

‘ ■ a t  SV'^C,-*'
C o o l e d . . -  E x t r a c t e d  x4  w i t h  1 5 0 m l ,  CHCI3 .
w ash e d  w i t h  0 , 1  N-NaOH, w & t e r ' a n d  4 7 0 m l .  CHCl, t a k e n .  , U
E v a p c j r . a t e d ,  . . D i s s o l v e d  i n  50 m l ,  GHCI3 ,

C h e m i c a l  M ethod  ; ' f ‘ ' •
“  = ; 1 m l .  o x i d i s e d  = 1 m l .  C o n t r e li-

I D i s t i l l e d  10 m l . ,  t h e n  3 m l .  t a k e n
s p e k k e r  R e a d i n g : .  ; 'o,377 0 . 0 9 1  ^
I n t e r p o l a t i o n  ‘
D i f f Q | r e n o 6 : _ • 0 0 . y ^ g .

c o n j u g a t e d  C o r t i o o i d  = 8 3 . 9  x lO  x  50 ■■ k  6 0 0 x 1 2 8 0
1 0 0 0 " " T "  2  470 1270

= Q.Omg, : Compound/> per 24 h o u r s .



FREE CORTICOIDS

m ,

S e r i a  1 No . -482

B i o l o g i c a 1 Me thod

Mouse Ma t e r i a l Body S pe kke r L i v e r  G lv co p ien A v .
NO, W e ig h t

gm.
R e a d i n g  
(Dens i t y )

m g / L i v e r mg/ 1 0  gm. 
Body W e ig h t

S .D .

1 .
2 ,

2 1
‘ 2 2

0  . 0  05 
0 . 0 1 0

0 . 1 1
0 . 2 1

0  . 0 5  
0  . 0 9

3 , B t h 23 0  . 0 0 8 , .. 0 . 1 6 - 0 . 0 7 0 . 1 7
4 , 1 0 0 25 0 \ 0 0 5  • r 0 . 1 1 0 . 0 5 +
5 . 2 2 0 , 3 5 5 1 6 . 9 9  ' ( 7 . 6 8  ) 

0 . 5 7
—

6  • p e r 23 0 . 0 6 2 1 : 3 1 0  . 2 0

V. mouse -

8 . “ '■

4 
* • m i x  1 0 0  X 600  X 1 8 8 0 x  1

TSbO ■ ~8--^ -550 ‘̂ l2 7 0  - 5 -
= N i l  rag. Compound P p e r  84 h o u r a

CONJURATED CORTICOIDS

Mouse
NO.

M a t e r i a  1- Bpdy 
We i g h t

. s p e k k e r  
-R ea d in g  
( D e n s i t y )

L i v e r  B! 
m g / L i v e r

Lyoogen 
mg/ 1 0  gm. 
Body Weight’

Av.
S..D.

1 . 24 0 . 1 4 6 3 . 0 6 1 . 2 7
2 . 27 0 . 0 0 6 0 . 1 2 0 . 0 4
3 , 4 8  t h 25 0 . 0 1 3 0 . 2 7 0 . 1 1 0 . 4 7
4 . 500 ' 2 2 0 . 0 4 8 1 . 0 1 0 . 4 6 +
5 . - p e r 27 0 . 0 5 8 1 . 2 2 0 . 4 5 0 . 4 4
6  , mous e
7 . D ie d
5 .

... ___________

18 X 500 X 600 X 1 2 8 0  ,  1
I ôôo^ B - ^ Æ W T stô’ - 4 “

= 0 , 0 8  mg. compound F per 84 houra



c a s e ! NO, 3.0. C ondit ions  Simmonda » D is e a s e  (Untreated  )

U r i n e  v o lu m e  : 640 m l .  p e r  4 8  h o u r s .
P r e f o r m e d  O r e a t i n i n e  : : 1 . 2 4  gm. p e r  . 4 8 . h o u r  a .
pH ; t 6  .‘71  ■ ■ ,. ■ ;

FREE’.CORTICO IDS  ̂ ........ ' ' ’

GOO'ml. u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  150 m l .  CHClg. 
Washed w i t h  0 . 1  N-NaOH, w a t e r  and  5 0 0 .m l ,  CHCl;^- t a k e n .
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  l o  m l .  CHGI3 , '

C h e m i c a l  M ethod  '
1 m l .  O x i d i s e d  1 m l ,  C o h t r o l  

i. . ' D i s t i l l e d  lO m l .   ̂ t h e n  3 m l .  t a k e n  :
S p e k k e r  R e a d i n g :  - Ô . 0  83 0 . 0 5 1

i n t e r p o l a t i o n
D i f f e r e n c e :  , 1 2 . 2  Comp, F .

F r e e  C o r t i o o i d  = ^ xlO. tt 10 -x*600 640
1000 3 2 500 .6 0 0  . ‘

-  0 ♦ . Compound F . p e r  24 h o u r s . ■

CONJlir-GATED CORTICOIDS 
—  :-:— —   - /  \

600 m l .  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  ^ F r e e  f ,
T a k e n  t o  p H . 5*0 u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e . ,  = ' ' 1
- 30 ïnl> M-s.odium a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 . 0  a d d e d ,  • !
7 0 , 0 6 0  u n i t s  g l u o u r o n i d a a , e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  48  h o u r s

■ ; - : ' a t  U 7 ^ c ,  ■
C o o l d d ,  , E x t r a c t e d  x4  w i t h  150 m l ,  CH'Clg. ,
w ash ed  ' w i t h  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  an d  500 m l .  GHci»2 t a k e n ,  % 
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  50 m l .  GHCI3 , ■

C h e m ic a l  M ethod
*  ̂ : : * 1 m l .  O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l  ' ..

D i s t i l l e d  10 m l . ,  t h e n  3 ml;* t a k e n  
S p e k k e r  R e a d i n g :  '  ̂ 0 . 2 7 6  ;  ̂ 0 . 0 9 0  ' ' 1

i n t e r p o l a t i o n  . . ' . * "
D i f f e r e n c e :  5 6 , 3

C o n j u g a t e d  C o r t i o o i d  5 6 . 3  x10. x , \5 0  x '6 bO 640
loocÿ - " T "  5Ô0 600

1 ■ • . t ' . <
”  6 .0,. mgi .vCompound-F p e r  24 h o u r s .



FREE CORTICOIDS

8 7 ,  ' 
S e r i a l  No. 484

B i o l o g i c a l  Method
A l l  ^  10 ml, a t  N elson  s t a g e .

Mouse M a t e r i a l Body S p e k k e  r L i v e r  G l v c o g e n Av.
No, W e ig h t R e a d i n g m g / L i v e r mg/ 1 0  gm. S .D .

gm. ( D e n s i t y ) B ody  W e ig h t

1 , 30 N i l N i l N i l
8 , 23 N i l N i l N i l
3 . 8  t h 23 0  , 0 1 0 0  , 2 2 0 . 1 0  ■ 0  . 0 5
4 , i m 2 2 0 .0 0 3 0  . 0 6 0 . 0 3
5 . 23 0  , 0 0 7 0 , 1 6 0 , 0 1
6 , p e r 30 . N i l N i l N i l
7. mous 0 28 0 , 0  80 0  . 4 6 0 . 1 6
8 . . 28 0 . 0 1 1 0 . 2 5 0 , 0 8

4 
* • N i l  X 100x600  „ 6 4 0  X 1

TÜOÏÏ —

= N i l  mg. Compotirid P p e r  24 houra..-

CONJURATEb CORTICOIDS
A l l  1 0  m l .  a t  Ne l a  o n  s t a g e

Mous.a
NO. .

M a t e r i a l .  • Body 
1/Ve i g h t

S p e k k e r
R e a d i n g
( D e n s i t y )

L i v e r  01 
m g / L i v e r

Lyoogen 
mg/ 1 0  gm. 
Body Weight

■ Av. 
S .D .

1. . ■' • 24 0 . 1 4 9 3 . 3 9 1 . 4 8
2 31  . - 0  . 0 3 6 0 . 8 8 0  . 8 6
3 . 4 8  t h 25 0  . 1 0 0 8 . 8 9 0 . 9 1 0 . 7 1
4 .  ' 500 8 6 0 . 0 8 1 - . 1 . 8 3 0  .70 +
5 . p e r  . 8 6  . . 0 . 0 7 0 1 . 6 0 0 . 6 1 0  . 4 1
6 . . m ouse 26 N i l N i l N i l
V. 29 0 . 0 9 8 2 . 8 4 0 . 7 7  •
5 . ■ 85 0 . 1 1 1 2 . 5 8 , 1 . 0 0

♦
• ,4 1 8 . 5  X 500 X 600 X 640 X 1

1000 . 48  50 0 600
0 . 0 8  mg.- Compound P per 84. houra .



CASE NO, IX, C ondit ions  Cushing »a D ia a a s e .

U r i n e  v o lu m e  s 2b9o  ^ i l .  p e r  2 4  h o u r s .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  : 1 . 4 6  gm, p e r  2 4  h o u r a ,  
pH : ■ 6 , 5 8

* '

FREE I CORTICOIDS = .

2000 m l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a 0 t e d  x4  . w i t h  2 6 0 m l ,  CHCI3 ,
Waahèd w i t h  0 . 1  N-NaOH, w a t e r  an d  8 9 5 m l ,  ‘CHCI5  t a k e n ,  - 
E v a p o r a t e d . - '  D i a s o i v e d  i n  i ô m l ,  CHQÎg.

Ohemi oa . l . . M ethod
‘ 1 m l .  ' O x i d i s e d  . 1 m l .  C o n t r o l

• D ia  t i l l e d  1 0 m l ,   ̂ t h e n "  3 m l ,  t a k e n
sp ek k er  R eading: ■ 0 . 3 1 0  0 . 0 7 9  ' : ;

i n t e r p o l a t i o n  - ■ ■ * • , " ’
D i f f ^ r e n o e ;  - 4 1 . 8  Comp. F ,

F r e e  Ô o r t i o o i d  4 1 . 8 ^ 1 0  10 -x- lOOOy 20 90 '

= l ; ;63i%.' Compound F - p e r  24 h o u r s  ,

GO N JljroA TED COR T I  CO IDS
■ ■■

2000 m l ,  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f -  ' F r e e  *, ■-
T a k e n  t o  pH 5 , 0  ua i n g  g las -a  e l e c t r o d e , ’.,.

40 m l ,  M -ao d iu m  a c e t a t e  b u f f e r  p H - 5 . 0  a d d e d ,
2 6 6 , 0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  4 8  h o u r s  

i ■ . ' . ' ' a t  3 7 ^ 0 ,  , .
■Cooldd,; ;  E x t r a c t e d  x4  w i t h  '2 5 0 m l ,  CHGI3 . 
w ash e d  w i t h  0 , 1  N~Na0H, w a t e r  a n d 850 # 1 ,  CHCl^ t a k e n .
E v a p o r a t e d . ,  D ia s o - lv e d  i n  300ml, CHCI3 , -

:  ̂ •; ■ , ; ■ ■ ■ . V . .

C h e m i c a l  'Method ;
: ; ; , 1  m l ,  o x i d i s e d  , 1  m l ,  C o n t r o l

- D i s t i l l e d  10 m l , ^  t h e n  3 m l ,  t a k e n  
s p e k k e r  R e a d i n g ;  ' .- 0 . 3 8 9  *. 0 , 0 7 6

i n t e z ^ p o l a t i o n  '
D i f f e j r e n c e :  }  ̂ 9 1 . 2  ^

,% c o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  = 9 1 , 2  x 1 0  xlQO; x  1 0 0 0 x 2 0 9 0  ■
! ‘ Ï 0 00 3 "  1  - 850 2000

1 = 37,4mg._ Compound F per 24 h o u r s ,  :,'



FREE CORTICOIDS

BB*

s e r i a l  No,485

B i o l o g i c a l  Method

Mouse
NO.

M a t e r i a l . Body 
We i g h t  

gm.

Spe k k e r  
Read  i n g  
(Dens i t y )

L i v e r  G l v c o s e n Av.
S .D .m g / L i v e r m g / 1 0  gm. 

Body  W e ig h t

1 . 23 0  . 1 3 7 7 . 8 7 3 . 4 2
2 . 2 1 0 .2 5 9 1 4 .9 0 7 , 0 9
3 . . 8  t h 25 0 . 3 7 1  * 2 1 . 3 6 8 . 5 3 5 . 9 6
4 , l o  o . 2 1 0 . 3 0 6  . 1 7 .6 0 , 8 , 3 8 +
5. 2 1 - 0 . 1 3 1  ■ 7 . 5 3 3 . 5 8 —

. 6 . p e r 26 0 . 2 3 4 1 3 . 4 5 5 . 1 8  • 1 . 9 7
7. mouse 2 o 0 . 1 9 2  .. 1 1 . 0 3 5 . 5 2
8 .

4 * # S7 X. 100_Tao.OO X  8090 
lOOO 8  8 9 5  8000

= 0 , 5 4  mg. Compound P p e r  84 h o u r a .

CONJURATED CORTICOIDS

Mouse
NO.

M a t e r i a l " " Body 
We i g h t

S p e k k e r  
R e a d i n g  
( D e n s i t y )

L i v e r  GI 
m g / L i v e r

L yoogen '  ' 
mg/ 1 0  gm. 
Body WeighB

■ Av. 
S . D .

1 . 2 2 0 . 3 2 6 1 3 . 7 5 6 , 2 5
2 . 2 0 0 , 1 8 3 1 0 . 5 2 5 . 2 6
3 , 4 9  ' t h 24 0 .5 0 0 2 8 . 7 9 1 1 . 9 8 7 . 7 1
4 . 1 0 0 0 2 2 0  , 2 5 9 1 4 , 90 6 . 7 8 +
5 . p e r 26 0 . 4 4 7 2 5 . 6 4 9 . 8 5
6  . mouse 23 0 . 2 1 5 1 2 . 3 7 5 . 3 8 2  . 17
7 . _ 2 0 0 , 2 9 2 1 6 . 7 8 8 . 3 9
5 , 26 0 , 3 5 1 2 0  , 2 0 7 . 7 7

1

*
• • 54 3IOOO xXOOO X 8 0  90 

1000 4 9  850 2000
= 1 .3 5  mg. Compound F per 24 hours



CASE NO,1 2 .  c o n d i t i o n ;  p e m p h ig u s  (100  mg. c o r t i s o n e  '
I' a o a t a t e - o r a l l y  p e r  d i e m )

U r i n e  v o lu m e  ; 1870 m l .  p e r ’24 h o u r s ,
P r e f p r m e d  C r e a t i n i n e  ; 0 . 9 2  gm, p e r  24  h o u r a .
pH : I 6 . 1 9  •• • - . '

FREE I CORTICOIDS;  - ' i

1 6 4 0  m l .  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  2 5 o m l .  CHCI3 .
Washed w i t h ^ 0 y 1- N-^NaOH^ w a t e r -  an d  ••BVOml.- ’CHCiLg- t a k e n *  - - • ■
E v a p p r a t e d .  D i s s o l v e d  in .  10 m l .  CHCI3 .

Î f ' - : ■ ■ '
C h e m i c a l  M ethod  • . '

', 1 m l .  O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l '  ■
D i s t i l l e d  - ^ l O m l . ,  t h e n  3 m l . . t a k e n  !

S p a k k a r  R e a d i n g ;  . ; o : .2 7 8  b . 1 8 7  '

I n t e r p o l a t i o n -  _ .. :
D i f f e r e n c e  : 4 3 . 3  n g .  Comp, F ,

L  ̂  ̂ .  ♦ /  . é 14 I ,  1 ,  ‘ » * * • , '  <

F r e e  C o r t i o o i d  = 4 3 , 3 x 1 0  x 10 x 1 0 0 0 x 1 8 7 0
I 1000  3 1 B70 l 6 4 'b

= 1 .9 8 m g ,  compound p  p e r  84 h o u r a .

COWJiijo-ATBD CORTICOIDS

1640 m l ,  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  ' F r e e '* •
T a k e n  t o  pH 5 . 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e ,

80 M -s o d iu m  a c e t a t e  " b u f f e r  p H ' 5 . . 0 ' a d d e d , - ' !
1 6 0 , 0 0 0  u n i t s ,  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d . - a n d  i n c u b a t e d  f o r  48  h o u r s  '

. .  . ... a t 3 7 ° C . . '
C o o l e d ;  E x t r a c t e d  x4  w i t h  2 5 o m l ,  CHCI3 .
Washed W i th  0 , 1  N-NaOH, w a t e r  and  8 8 0 m l ,  CHCl- t a k e n .  
E v a p o r a t e d , D i s s o l v e d  i n lO O m l ,  CHCI3 .

C h e m i c a l  M ethod  ’
! 1 m i .  O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l

CD i s  t i l l e d  10 m l . ' ,  t h e n  3 m l .  t a k e n  
S p e k k e r  R e a d i n g ;  . o , 3 8 3  ■: 0 , 1 2 0  '.' ;

i n t e r p o l a t i o n  “ '
D i f f e r e n c e - :  ’ ' 7 7 . 3  J^B* . • ;

.% G b n j u g a t e d  - C o r t i o o i d  a - 7 7 ; 3  x lO  x  100 x  1 0 0 0 x 1 8 7 0  ..........
lOOO ^  1 ■ 880 1640

= 33.4mg\ - Compound -F per 24 hours *



FREE CORTICOIDS

89,
s e r i a l  No. 480

B i o l o g i c a l  Method

Mouse Ma t e r i a l Body S p e k k e r L i v e r  rrlVGOpien Av.
No. W e ig h t Read i n g m g / L i v e r rag/ 1 0  gra. . .. S .D .

gm. ( D e n s i t y ) B ody  W e ig h t

1 28 0 , 1 4 7 7 . 2 8 3 , 5 1a.,
2 28 0  . 3 0 7 1 5 ,2 0 5 . 4 3 '
3 , 8  t h 2 6 0 . 4 9 9 2 4 . 6 5  ' 9 . 4 7 5 . 5 7
4 , 1 0 0 31 0  . 2 7 2 1 3 , 4 8 4 . 3 6 +
5 . 2 0 0 . 1 4 5 7 . 1 7 3 . 5 9 8744
6 , p e r 24 0  , 1 4 1 6 . 9 7 8 . 9 1
7. mouse 24 0 . 2 9 7 1 4 .7 0 . 6 . 1 3
8 . 2 1 0 . 3 9 9 1 9 . 7 2 9 . 3 9

*
# • 55 X 100 y  lOOOy 1870 

l o b b  8 870 1640
■ /

0 , 5 7  mg. Compound F p e r  S4 h o \ i r s ,

CONJUGATED CORTICOIDS

M o u s e • 
NO.

M a t e r i a l Body 
We i g h t

S p e k k e r  
R e a d i n g  
( De ns  i  t y  )

L i v e r  0-! 
m g / L i v e r

L yoogen  
mg/ 1 0  gni. ■ 
Body Weight'

Av.
, S .D .

1 . 83 , . 0 . 5 5 1 2 7 . 2 5 1 1 . 8 5
8 . 8 6 0 .6 8 7 3 1 . 0 0 1 1 . 9 2
3 . 97 t h 84 0  .3 5 4 1 7 . 5 0 7 . 2 9 9 . 1 0
4 . 1 0 0 0 8 8  ■ 0 . 8 6 8 1 2 , 9 7 5 . 9 0 ■f*
5 . p e r 8 6  ■ • 0 . 5 8 8 2 6 . 1 7 1 0 . 0  6
6 . , m ouse 8 7 0 . 4 1 4 20 . 5 3 . 7 , 6 0 2 . 3 2
7 .  ' —
* .

................ ..................!

*
• « 78 X lOOOy lOOOx 1870 

SSÔ. 16401000
= 0 .9 6  mg. Compound E per 84 houra .



CASE! No, 13. Condit ions  Nephrosis  on ACTH ■

U r i n e  v o lu m e  ; 2140 ' m l .  - p e r  2 4 h o u r a .
P r e f o r m e d  c r e a t i n i n e  ; 1 . 3 9  gm.- p e r  h o u r a ,
pH : 8 . 4 3  ■ ..................*  '• • •.....

FREE, CORTICOIDS ' '
‘ ■

2000 m l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x 4  w i t h  250 m l .  CÏÏCI3 ,
Vi/aahed . w i t h . 0  *1 N-NaO-Hy w a t e r  an d  - 9 0 0 m l .  - GHGI3  t a k e n *
E v a p o r a t e d ,  , D i s s o l v e d  i n . .  l ô m l , .  CHCI3 , ' . ' '

C h e m i c a l  M ethod , . . .
1 m l i . . O x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l .  

D i s t i l l e d  1 0 m l .  y t h e n  3 m l .  t a k e n
S p e k k e r  R e a d i n g :  . ' 0 . 3 1 8  0 . 0 8 3

I n t e r p o l a t i o n
D i f f e r e n c e  : 6 8 , 0  : H g . ' Comp* F .

#
# F r e e  C o r t i o o i d  = 6 8 . 0  ylO 10 ylOOQ ^ 1 4 0

1000 3 1  900 20.00

2 . 6 9  mg. Compound F p e r  24 h o u r s .

CONJUGATED CORTICOIDS

8000ml.  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  ' F r e e ' . '  '
T a k e n  t o  pH 5 , 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e ,  ..

lOQtl* M -so d iu m  a c e t a t e  b u f f e r -  pH 5 . 0  a d d e d ;*  ■
2 1 8 , 0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d -  f o r  4 8 h o u r s  : ;

. ; a t  3 7 ^C .
C o o le d  ; .. . . E x t r a c t e d  x4  w i t h 850 ml-. CHClg.
Washed w i t h  0 . 1  N-NaOH, w a te ' r  and  800 m l .  CHCl^ t a k e n .  
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d -  i n 30 m l .  CHCI3 ,

C h e m i c a l  M ethod
; ' 1 m l .  O x i d i s e d  ,1  ml* c o n t r o l  \ ■

D i s t i l l e d  10' m l . ,  t h e n  3 m l ,  t a k e n  
s p e k k e r  R e a d i n g :  i . ( l :3  d i l . )  0 , 4 2 0  ' 0 . 0 7 9

i n t e r p o l a t i o n
D i f f e r e n c e  : 3 x  9 8 . 1 o •

Gonjugatad -C o r t io o id  = 39^ .3  x 10 x  5o 'xinnchaiAn ■
I 0 0 Ô S“  1 8 0 0  8 0 0 0

= 6 5 .6  mgi Compound-P ,per 8 4 ’ h o u r a .



FREE CORTICOIDS

s e r i a l  No, 499

Bio l o g i c a l  Lie thod
KOH d i g e s t  10 m l ,  a s  u s u a l

Mouse Ma t e r i a l Body S p e k k e  r L i v e r  (i l v c o ^ e n A v.
No. W e ig h t Read i n g m g / L i v e r m g / 10 gm. S .D .

gm. (Dens i t y ) Body  W e ig h t

1 . 25 0 . 3 8 8 20 . 3 1 8 . 1 3
2 . 27 0 . 5 8 9 3 0 . 8 3 1 1 . 4 2
3 . 8  t h 23 0  .460 2 4 . 0 8 1 0 . 4 8 7 . 5 6
4 , loo 2 0 0 , 2 2 3 1 1 . 6 6 5 . 8 3 +
5 . 25 0 . 2 0 0 1 0 . 4 7 4 . 1 8 •=*
6 . p e r 2 2 1 . 0 2 7 5 3 . 6 1 ( 2 4 . 3 7 ) 2 . 7 6
7. mous 8
8 .

«
# # 52 yloo X  1000x2140 

ToïïiJ — ^? 500 2000

= 0 , 7 7  mg. Compound F p e r  24 h o u r s .

CONJUGATED CORTICOIDS

KOH d i g e s t  20 m l .

Mouse
NO.

M a t e r i a  1 Body 
We i g h t

S p e k k e r
R e a d i n g
( D e n s i t y )

L i v e r  9: 
m g / L i v e r

Lyoogen 
mg/To gm. 
Body Weight ■

A v . 
S .D .

1 . 28 0 .595 68.37 22.23
2 . 26 0 .469 49.06 18.89
3 . 38 t h 26 0 .404 43 .36 16.32 15.62
4 . 500 29 0 .431 4 5 .0 8 15.52 4*
5 . p e r 2 1 0 .140 14.63 6.97
6 , mous e 2 1 0 .3 7 7 38.96 13.79 4 .71
7 . 22 0 . 0 oy ( T o x i o )
5. —.

. . . . .

281x500 xlO 0 0 x2140 
1000 38 Bob 2000

mg. Compound F p e r  24 h o u r s .

( A p p r o x .  ) r e p e a t e d  w i t h 8
r \

th



9 1 .

Caae N o , 13 c o n t i n u e d

CONJURATED CORTICOIDS

Mouse
NO.

M a t e r i a  1 Body 
We i g h t

S p e k k e r  
R e a d i n g  
( D e n s i t y )

L i v e r ,  G l y c o g e n Av.
S . D .m g / C i y e r m g / 1 0 , .grri. 

BbdyW e% it-

1 . 29 0 . 4 5 3 2 3 . 2 8  . 8 , :o 3 ,
2 . 2 2 0 . 3 1 9 1 6 . 4 0 7 . 4 5
3 . 8  t h 25 0 . 2 9 0 1 4 . 9 1 5 . 9 7 6 . 8 9
4 . 500 25 0 . 1 4 9  , - . 7 . 6 6 3 . 0 6 +
5 . p e r 30 0  .3 4 0 1 7 . 4 9 5 . 9 3 2 . 4 2
6  • mous 0 25 0 . 5 3 3 2 7 . 4 1 1 0 . 9 8
7 .
5 . **

-46_ xSQQ xlOQ0 x2140  
1000 8 ëOÔ 2000
5 . 8 4 mg, Compound P per 24 h o u r s .



CASE j No.14, c o n d i t io n ;  Nephroaia on ACTH

Tiring Volume ; 1280 m l , ,  p e r  24 h o u r s ,
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  ; 0 , 9 8  gm, p e r  24 h o u r a  ,
pH : -  - . .

FREE CORTICOIDS

^^GO m l ,  u r i n e  t a k e n .  E x t r a c t e d  x4  w i t h  150 m l ,  CHCI3 ,
Washed w i t h  0 , 1  N-NaOH.^ w a t e r  and  48Cm l, . . CHCI3  . t a k e n .  
E v a p o r a t e d ,  D i s s o l v e d  i n  10 m l ,  CHCI3 .

C h e m i c a l  M ethod
1 m l .  O x i d i s e d  1 ml., . .C o n t ro l  •

D i s t i l l e d  l O m l , ,  t h e n  3 m l ,  t a k e n
S p a k k s r  R e a d i n g :  ( i - g  a i L )  0 . 3 8 6  o . l l g :

I n t e r p o l a  t i o n
D i f  f  e | r e n o e  : ' 2 x  8 0 . 3  Comp, F ,

*• p r e a  C o r t i o o i d  = 1 6 0 ^ 1 0  x l O  y 600 y l 8 8 o
i 1000 3 1 480  1360

”  Compound F p e r  94 h o u r s ,

CO NJljGA TED COR T I  CO IDS

1260 m l ,  u r i n e  t a k e n  a f t e r  e x t r a c t i o n  o f  ' F r e e ' ,
T a k e p  t o  pH 5 , 0  u s i n g  g l a s s  e l e c t r o d e ,

6 3  m l ,  M - s o d i u m . a c e t a t e  b u f f e r  pH 5 , 0  a d d e d ,
1 2 5 , 0 0 0  u n i t s  g l u c u r o n i d a s e  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  4 8  : h o u r s  

;  ̂ . a t  3 7 ° Q,
c o o l e d ,  ‘ E x t r a c t e d  x 4 - w i t h  15Qnl,  CHCI3 .
Washed w i t h  0 , 1  N-NaOH-, w a t e r  an d  ■52Chil, OHCl-z t a k e n .  
E v a p o r a t e d ,  = D i s s o l v e d  i n  50 m l .  CHCI3 *

!
C h e m i c a l  M ethod  , .
«  I I  m l .  o x i d i s e d  1 m l .  C o n t r o l

D i s t i l l e d  ^  10 m l , ,  t h e n  3 m l .  t a k e n
s p e k k e r  R e a d i n g :  ( 1 : 3  d i l . )  o . 3 6 8  ■ 0 . 0 8 8

I n t e r p o l a t i o n
D i f f e i r e n o e  : 3 x  8 2 , o  *

C o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  = 2 4 6 . 0  x lQ  - % 50 . % 600 ^1280
l o w  w  " W — r m r

i _ 4 8 ,0  Compound - F per 24 hours



FREE CORTICOIDS

9 3 ,
S e r i a l  N o . 5 1 1

B lo lo p j io a l  Method

Mouse M a t e r i a l Body S p e k k e r L i v e r  G lv e o s ie n Av.
NO. W e ig h t Read i n g m g / L i v e r mg/ 1 0  gm. S . D .

gm. ( D e n s i t y ) Body W e ig h t

1 28 0 . 5 8 3 . 2 8 . 5 2 1 0 . 1 8
2 . 26 0 . 4 7 8 2 3 . 3 8 8 . 9 8
3 . 4 t h 26 0 . 2 4 8 1 2 . 1 2 4 . 6 6 6 . 7 8
4 . 1 0 0 . 26 0 . 4 8 0 2 3 , 4 7 9 . 0 4 +
5 . 2 7  ' 0 . 1 7 8 ; 1 0 . 4 2 3 . 8 7
6 . p e r 28 0 . 3 0 8 . 1 5 .0  6 5 , 3 7 2 . 2 2

7. mouse . 2 2 0 . 2 2 7 1 1 . 1 0 5 . 0 5
8 , 28 0 . 4 0 5  . 1 9 . 8 1 7 . 0 8

45  xlOO y 6 0 0 x 1 2 8 0  
l ü ü t r  4 480 1260

1 . 4 3  mg. Compound F p e r  84 h o u r a .

CONJURATED CORTICOIDS

Mouse
NO.

M a t e r i a l Body
i g h t

Spe k k e r  
R e a d i n g  
(Dens i t y )

L i v e r  GI 
m g / L i v e r

Lyoogen 
mg/ 1 0  gm. "
Body Weigh'*)

A v . 
S . D .

1 . 27 0 . 1 6 0 7 . 8 2 2 . 9 0
2 . 25 0  .2 9 0 1 4 . 1 9 5 . 6 7
3 . 1 0  t h 27 0  , 2 1 0 1 0 . 2 8 3 . 8 1 5 . 1 7
4 . 5bo“ 27 0 . 3 0 2 1 4 . 7 7 5 . 4 7 +
5 . pe r 30 .0 .6 2 0 3 0 . 3 1 1 0 . 1 0 -
6 . m ouse 26 0 . 1 8 4 9 .0 0 3 . 4 6 8 . 0 8
7 . 2 8 0  . 2 8 8 1 4 . 0 9 5 . 0 3
5 . 27 0 . 2 7 2 1 3 . 3 5 4 . 9 5

♦
#  * 58 ySOO y 60 0 x 1 2 8 0  

1000 10 580 1260 '
=3 1 .8 7  mg. Compound F per 84 houra .



CASE N o . C o n d i t i o n s  A drenal  Tumour -
(1 7  k e t o a t e r p i d s  î 2 0  9 m g . / 2 4  h r . )

U r i n e  v o lu m e   ̂ : 5 0 8  m l . - p e r  24 h o u r s .
P r e f o r m e d  C r e a t i n i n e  s' . gm, p e r  ' ■ h o u r s  .
pH w / 6.^36' . ■ • ■ ' ^ \

FREE CaRTICOIDS . ‘ . ........ ' . j  ^

m l .  u r i n e  t a k e n .  E x t r a o t e d  x4  w i t h  100 -m l.  CHG1%
Washed w i t h  0 . 1  N-NaOH/ w a t e r  a n d 3 2 0 - m l .  CHCl^, t a k e n .
E v a p o r a t e d .  . D i s s o l v e d . i n  2b m l .  ,CHClg.  .. ; • ■ ■

■
C h e m i c a l  M ethod  • ;

' I ' m l .  O x i d i s e d ; '  ' 1 m l .  C o n t r o l  •
D is  t i l l e d  ^  lO m l .   ̂ t h e n  3 m l .  t a k e n  '

S p e k k e r  R e a d i n g s  ' ;■ q . i o 2 -, - I 0 . 0 7 7  '

i n t e r p o l a t i o n .  ' . • -
D i f f e r e n c e ;  . .% ■ • 1 0 , 0 ,  Ug. Comp, F .

' • ..........  ■ • ' • f V . . . .
# F r e e  C o r t i o o i d .  = lO .O-y-lO 20 ^ 4 0 0  -v-SOS

1000 3 1  320 4 6 0

-Q « Compound F p e r  24 h o u r s .

■CONJUGATED CORTICOIDS ' i .  : . _

460 ml.- u r i n e  t a k e n  a f t e r  . [ e x t r a c t i o n  o f  ' .F ree  ' .
T a k e n  t o  pH 5 . 0  "u s  i n g  g l a s s  e l è c ' t r o d e .  - . ;■ ' ■ ;■

23  m l .  M - s o d iu m  a c e t a t e ,  b u f f e r  pH 5 , 0  a d d e d ,
5 0 , 0 0 0  ■ u n i t s  g l u c u r o n i d a a d  a d d e d  a n d  i n c u b a t e d ,  f o r  4 8  h o u r s

■ - 7 ■ a t  3 7 ° C.
C o o le d  , E x t r a c t e d  x4  w i t h - l Q O m l ,  CHClg. .
w a sh e d  . .w i th  0 * 1  Nr-uaOH, w a t e r  an d  340mi» CHGl^z t a k e n . , ,  ,
E v a p o r a t e d ,  D i s .g o lv e d  i n l O O m l . CHGlg, ■ ; ?  > . • '

C h e m i c a l  M ethod  .! '
:1 m l .  O x i d i s e d  1, m l .  C o n t r o l  \ ..

' ■ D i s t i l l e d  10 m l . , - k t h e n  -3 . m l t a k e n
s p e k k e r  R e a d i n g ;  ■ ;  :o".299 ' ' ' ^  0 . 0 7 3

I n t e r p o l a t i o n    " r  j '  ' . g .
D i f f s p e n o e :  ' ' • * jlB* ..

i , ' '. . I
c o n j u g a t e d  C o r t i c o i d  =; " 6 7 . 1 xlO- % 100 x A o  x 5 0 8 

 ̂ 1000 ^ 3 ' Mo 460

. =3 2 9 . Img. -Compound F. per 24 hours .



FREE CORTICOIDS

93.

s e r i a l  No. 5S6

Bio l o g i  oa 1 ;,Ie thod

Mouse M a t e r i a l Body S pe kke r L i v e r  (i l v c o 5 :e n A v .
N O , W e ig h t R ead  i n g m g / L i v e r m g / 1 0  gm. S .D ,

gm. (Dens i t y  ) Body Vifeight

lo 33 0 . 2 3 2 1 1 . 3 0 3 . 4 2
2 . 30 0 . 2 3 3 1 1 . 3 5 3 . 7 8
3 . 18 t h 31 0  . 1 0 0 4 . 8 8 1 . 5 7 2 . 8 4
4 , 2 0 0 29 0  . 2 0 8 10 . 1 5 3 . 5 0 +
5 , 28 0 . 0 3 4 1 . 6 6 0 . 4 1 1 . 2 4
6 , p e r 30 0 . 2 5 1 1 2 . 2 0 4 . 0 7
7. mous e 28 0 . 1 8 2 8 . 8 5 3 . 1 6
8 .

4 
•  » 20 %200 X. 400%50 8

lo d o  1 8  320 460

0 . 3 1  rag. Compound P p e r  84 h o u r a .

CONJURATED CORTICOIDS

Mouse M a t e r i a l Body S pe kke r L i v e r  G l y c o g e n Av.
No, We i g h t R e a d i n g m g / L i v e r mg/IO gm. S .D ,

( D e n s i t y ) Body Wejght

1 . 33 0 . 0  30 1 . 4 6 0 . 4 4
2 . 25 0 . 1 2 2 5 . 9 5 2 , 3 8
3 . 4 8  t h 28 0  . 2 2 0 1 0 . 7 1 3 . 8 3 2 . 1 4
4 * 1 0 0 0 26 0 . 1 2 8 6 . 2 4 2 . 4 0 +
6 ,
6  0

p e r  
mous 0

32
30

0 . 2 1 1
0 . 1 0 3

10 . 2 5  
5 . 0 1

3 . 2 1
1 , 6 7 1 . 1 0

7 , 27 0  . 0 5 7 2 . 7 8 1 . 0 3
5 .

.  , 1

♦
« 0 17 y  1000^ 4 0 0 508

4601000 4 8  380
0 . 4 9  rag. Compound F p e r  84 h o u r a .



94^

âCKNO WLEDCrSMENTS

The a u t h o r  w i s h e s  t o  t h a n k  D r .  R,A* Hohb f o r  

h i s  a d v i o e  o n  t h e  a t a t l a t l o a l  t r e a t m e n t  o f  t h e  

r e s u l t s  o f  t h e  h i o l o g l c a l  a s s a y ,  and  D r ,  J ,  w a l l a o e  

f o r  f a c i l i t i e s  f o r  f r o e a e - * d r y l n g  s a m p l e s  o f  o x  

s p l e e n  ^ - g l u c u r o n i d a s e  p r e p a r a t i o n s  * ^ a c k n o w le d g e -  

:m a n t  m u s t  a l s o  b e  made o f  t h e  g e n e r o u s  g i f t s  o f  

h y d r o c o r t i s o n e  an d  c o r t i s o n e  a c e t a t e  r e c e i v e d  f r o m  

M e s s r s ,  U p j o h n  o f  E n g l a n d  L t d . ,  an d  o f  t h e  w o rk  o f  

Mr, H, G r a y  I n  t a k i n g  t h e  p h o t o g r a p l i g  an d  c o p y i n g  

t h e  c h a r t s .
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