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The biological activity o f  ~nsui{n derivatives 

The increase in the glucose uptake of rat diaphragm caused by small quantities of 
insulin ~,a provides a method of determining whether any fraction of its original 
act ivi ty  is retained in purified fragments or derivatives of insulin. 

Fractions A and B of insulin were prepared by the original method of S.~xGEt~ ~. 
In some cases, Iurther purification was attempted by el6ctrophoresis i n  2 0  % (v/v) 
formic acid at 22o V for IO h. Insulin treated in the same way showed no alteration 
in biological act ivity.  

At levels of o.5 /xg, Fractions A and B showed no activity,  Some act ivi ty  was 
found with 25 gg,  but this was less than that shown by I / Ioo th  the amount  of 
insulin (Table I). The effect of a combination of Fractious A and B was additive and 
not synergistic. This act iv i ty  of the two peptides may be due to associated insulin, 
although this is less l ikely with Fraction A which moves in the opposite direction 
in the electrophoresis,  

Esterified insulin was prepared by suspending zoo mg recwstat l ised insulin in 
IO ml methanol  and adding IO ml  o. x N HCI (in methanol).  The suspension wa.s shaken 
for 24 h at 25 °. A large volume of dry ether was added rapidly, and the esterified 
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insulin centr i fuged off and washed repea ted ly  with d ry  ether. Under  these condi t ions  
there  wa.~ complete  estet-ification of all the  carboxyl  groups ~. 

Esterif ied insulin showed no increased up take  of glucose with the  rat  d iaphragm.  
This is in agreement  wi th  previous work using o ther  biological tes ts  't-7. Fur thermore ,  
esterified insulin did not  affect the increased u p t a k e  caused by  insulin (Table II), 
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Description d'une technique combinant 
simultan~ment I'~lectrophor~se et la pr6cipitation immunologique 

dans un gel: I'(Hectrosyn6r#.se 

L'ana lyse  immunochimique dans un gel (A.I.G.)I, "° est ac tuel lement  la m;:thode de 
choix pout- le d6nombrement  et l ' identification des m61anges d 'antig6nes,  Mais dC~s 
qu'il s 'agit d 'antig6nes de poids mol6culaire elev6, la iaihle ditlusion de l 'antig/me 
fait que les lignes de pff, eipit6 sen t  lentes ~t appara i t re  et se fe rment  soit  h l ' interface 
ant ig6ne-gf lose ,  soit  dans la couehe d'antig¢~ne oh elles sent  difficilement distip.guables 
les unes des autres.  1.a s6parat ion pr6alable des diff6rents antig6nes par  6lectrophor~'se 
de zone, telle qu'elle a 616 utilisg, e par  POCLIK s, par  GRAIIAR IV[" WILLIA,M~ ~ et par 
SI.ATER ~' est suivie, dans  ces techniques,  d 'une  diffusion doubl(;, avec les inconv6nients  
signal6s plus haut .  

J 'a i  done cherch6 & provoquer  la pr6cipi tat ion immunochimique  au aours de la 
migration convergente  de l 'antig6ne et de  l 'ant icorps dans une plaque de g6tose soumise 

un champ  ¢~.'lectrique. En  effet, la p lupar t  des ant ieorps  ayan t  une mobilit6 ~leetro- 
phor~tique ('~ p H / "  "~ 9) inf6rieure & la vitesse du _.,â *~ 61ectroosmotique dans  tes m6mes 
condit ions,  les ant icorps  se d6placent  vers la ca thode  alors que tous ies antig6nes a y a n t  
des mobi!it~s absolues de - - 2 . z o - a  & - - 6 , i o  -5 V-lore ~ se d6placeront  vers  l 'anode,  

Si l 'on dispose la solution g~losde d 'ant icorps  vers l 'anode et celle d'antig¢;ne vers 
ta cathode,  dans des cavit6s prat iqu6es darts une plaque dc g6lose (en uti l isant  un  
dispositif  dt~jk d6crit6), qu 'on  soumet  t~ un champ de l 'ordre de 5 V/cm, on obt ient  ta 
rencontre  des r6actifs et  leur pr6cipi tat ion locale apr6s un t emps  court ,  

Les Figs. I e t  z sent  des photographies  prises apr~s 30 (Fig. I) e t  75 min (Fig. 2) 
d 'une  61eetrosyn6r6se (E.S.) compor tan t  de la s6rum allmmine humaine  purifi~e 
(I rag/rot) dans la cavit6 catb.~_.'_lique et l ' immuns6rum homologue de lapin darts la  


