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NaCl solution containing 0.759%, chloroform from a reser-
voir connected to the column by flexible tubing such that
the level of the stock solution was a few centimeters above
the top of the gel column. The flow rate was approxi-
mately 40 ml per h. In the effluent fractions catalase ac-
tivity4, hemoglobin® and protein by the Folin-Lowry
colour® were determined. In some experiments lactate de-
hydrogenase?, aldolase® and pyruvate kinase® activity
were measured in addition. Figure 1 demonstrates an elu-
tion pattern obtained from 3 ml of hemolysate; Figure 2
shows a pattern obtained from 15 ml of hemolysate on the
same column. It is evident that catalase and the other en-
zymes measured can be separated to a high degree from
hemoglobin and other proteins by gel filtration on Sepha-
dex G-100. In our hands, this procedure also proved to be
useful in the isolation of catalase active material from
blood of ‘acatalatic’ individuals, as well as in the prepara-
tion of hemoglobin solutions virtually free of catalase?®.
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Fig. 1. Gel filtration of 3 ml of hemolysate on Sephadex G-100 (see
text); o—o catalase (cat.) as milli-equivalents of perborate used in
5 min per ml; e—e lactate dehydrogenase (LDH) as international
enzyme units per ml; o—¢ aldolase {ald.) as international enzyme
units per 10 ml; o—eo pyruvate kinase (PK) as international en-
zyme units per 10 ml; o—o hemoglobin (hb.) as mg per ml; ————
Folin-Lowry colour (F.-L.) as optical density at 750 nm'(1=1 cm} in
the eluate.
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Fig. 2. Gel filtration of 15 ml of hemolysate on Sephadex G-100 {see
text) o—o catalase (cat.) as milli-equivalents of perborate used in
5 min per ml; hemoglobin (hb.) as mg per ml. Broken lines indicate
the catalase and hemoglobin peaks as they were found in the experi-
ment represented in Figure 1. It is to be noted that the positions of
the leading edges of the catalase peaks and of the hemoglobin peaks
respectively are nearly the same in the two experiments.

Zusowmenfassung. Es wird iiber ein einfaches Ver-
fahren zur Abtrennung von Katalase und anderer Enzyme
aus konzentriertem Haemolysat mit Hilfe der Gel-Filtra-
tion unter Verwendung von Sephadex G-100 berichtet.
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Automatisches Auftragen von
Papierchromatogrammen

Substanzgemische, deren Komponenten sich in ihren
Rf-Werten wenig voneinander unterscheiden, lassen sich
papierchromatographisch nur dann sauber trennen, wenn
es gelingt, den Startfleck klein zu halten. Ist man ge-
zwungen, gréssere Losungsmengen aunfzutragen, so kann
dieser Arbeitsgang dusserst langwierig sein, insbesondere
dann, wenn die zu fraktionierenden Verbindungen keine
Erwdrmung vertragen. Dies wiederum kann beim Ar-
beiten mit radioaktiven Priparaten besondere Vorsichts-
massnahmen notwendig machen, die die Vorbereitung
der Chromatogramme zusétzlich erschweren.

Wir sind seit einiger Zeit dazu iibergegangen, alle
Paplerchromatogramme automatisch aufzutragen. Dazu
bedienen wir uns eines Dauerinfusionsgerites (Typ
«Unita I» der Firma Apparatebau B. Braun, Melsungen,

Deutschland), dessen Halterahmen sechs Injektions-
spritzen aufzunehmen vermag (vgl. Figur). Bei diesem
Apparat lasst sich die Vorschubgeschwindigkeit der Sprit-
zenkolben in 24 Stufen so variieren, dass bei Verwendung
von 5 cmB-Pipetten stiindlich Mengen zwischen 7,5 mm?
und 30 cm? abgegeben werden.

Auf den zur Befestigung der Kaniilen angesetzten
Konus wird jeweils ein PVC-Schlauch aufgeschoben, der
die Verbindung zur eigentlichen Auftragepipette, einem
zu einer feinen Spitze ausgezogenen Glasréhrchen (Fas-
sungsvermogen etwa 250 mm?) herstellt. Auf diese Weise
ist es moglich, durch Wahl verschieden langer Schiduche
sechs waagerecht ausgelegte Papierchromatogramme
gleichzeitig zu versorgen. Damit die Chromatographie-
bbgen mnicht durch Kapillarkrifte unkontrollierbare
Fliissigkeitsmengen aus den Pipetten heraussaugen kon-
nen, erwies es sich als erforderlich, die Spritzen einschliess-
lich der Verbindungsschlduche und der Kapillaren luft-
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blasenfrei mit einer geeigneten Fliissigkeit (s.u.) zu fiillen.

leses Losungsmittel wird zunichst eingesaugt, und erst
dann wird die Glaskaniile so hoch mit der Probe gefiillt,
dass nach Abschluss des Aupftragens noch einige mm? in
der Kapillare verbleiben. Dadurch wird vermieden, dass
austretendes Losungsmittel eine unerwiinschte Vortren-
nung des Substanzgemisches bewirkt. Die Wahl der ge-
¢igneten Fiillfliissigkeit wird ebenso wie die Auftragege-
Schwindigkeit von der Art der zu trennenden Substanzen
bestimmt. Selbstverstindlich sollen die betreffenden Ver-

A Diaphragm Bioassay for the Measurement of
Total ‘Insulin-Like Activity’ and of ‘Antigenic
Insulin’ in Serum

The state of insulin in the blood has been studied by a
Number of authors and several hypotheses published.
Some authors, for example ANTONIADES?, claim that in-
Sulin exists in two forms, that is ‘free’ and ‘bound’.
SamaaN and Fraser® and FROEsCH? suggest that there
are two forms of ‘Insulin-like activity’. BErRson and
YaLow4 think that there is only one form of insulin.

These discrepancies may, in part, be caused by differ-
ences between methods but may be the reflection of a real
difference in the behaviour of insulin under the conditions
of measurement. The most striking difference is that the
Values of ‘insulin-like activity’ detected by in vitro bio-
assay agree neither with the values obtained by other
Dloassays nor with the values obtained by the radio-
mmunoassays of YaLow and BErson® or of HaLEs and

ANDLES,

The assay reported has been designed as a bridge assay
to measure insulin which is both biologically and immu-
Dologically active. The serum insulin values are in the
Same order as those obtained by the radio-immunoassay
of Hargs and RANDLE.

The total ‘insulin-like activity’ (ILA) of a sample is
meftsured in terms of the effect the sample has on an in-
Su{lmsensitive metameter. A value, in insulin units per
Unit volume, is allocated to the sample by comparison
With a curve of metameter against standard insulin. The
fotal ILA of a serum sample is the sum of three compo-
Dents: the activity due to insulin, the insulin-like activity
due to substances other than insulin and the anti-insulin
®ffect of insulin inhibitors.

Brevi comunicazioni — Brief Reports

105

bindungen in dieser Fliissigkeit praktisch unléslich sein.
Fiir die Fraktionierung von Dicarbonsiuren, Amino-
sduren, Zuckern und Zuckerphosphaten verwenden wir
mit gutem Erfolg eine Kohlenwasserstoff-Fraktion («Sie-
degrenzenbenzin Nr. 4» der Firma Fluka A.G., Buchs,
Schweiz). Auf dem Papier 2043 a Mgl der Firma Schleicher
& Schiill, Dassel (Deutschland), erhdlt man hinreichend
kleine Startflecke, wenn man von wissrigen Losungen 20
mm?/h auftrigt. Die Wahl eines organischen Losungs-
mittels als Sperrfliissigkeit zwingt jedoch in vielen Fillen
zum Auswechseln der zum Dauerinfusionsgerit gehoren-
den Spritzen mit Metallkonus und Teflondichtung. Da die
Kunststoffdichtung durch Benzin verquillt, arbeiten wir
mit Spezialspritzen?, deren Glaskonus unmittelbar auf
die Glaswandung aufgekittet wurde.

Summary. A method for the simultaneous automatic
preparation of 6 paper chromatograms is described. The
simple apparatus facilitates the handling, especially of
temperature sensitive and radioactive solutions.

H. MeTzNER und HELGA VOLCSIK

Lehrstuhl fiiy chemische Pflanzenphysiologie der Universitit
Tiibingen (Deutschland), 20. Oktober 1963.

1 Hersteller: Firma B. Braun, Melsungen, Deutschland.

In the assay presented the total ILA is determined in
whole serum and a second determination of ILA carried
out after incubation with a mixture of insulin antibodies
and anti-y-globulin serum. The ILA measured in this
second determination is the residual ILA. The difference
between the total and the residual ILA is caused by the
binding of insulin to the antibody-anti-y-globulin com-
plex; the insulin is thus prevented from acting on the dia-
phragm. The insulin measured by the difference between
the two IL.A’s is the antigenic insulin (AI).

The insulin-sensitive tissue is the isolated mouse quarter
diaphragm and the metameter the incorporation of glu--
cose 1-C14 into the glycogen fractions of the diaphragms.

Materials and Methods. Kreb's bicarbonate buffer con-
taining 2.5 mg of glucose and 2.0 mg of gelatine per ml is
used throughout the experiments. The buffer is prepared
each day and is gassed with 959, oxygen-5% carbon di-
oxide before use. Mouse diaphragms are prepared accord-
ing to WarpLOW and MoLoNEY? and were used in halves
in the early experiments and are used in quarters for
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