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Following the injection of RNA into the marrow cavity
of the sternum, the electrophoretic diagrams revealed an
asymmetrical main component (Figure 2). The base of
this component was substantially HbA, but the upper
part tended towards the region of slow Hb. This was

£ Normal adult
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--------- Patient 2
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Tig. 2. Electrophoretic diagrams of the Hb extracted from the
erythropoietic cells of two patients suffering from Cooley's disease
after the introduction of RNA into the marrow cavity of the sternum.
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because the percentage of HbF in the solution was still
high, and on account of its slow movement caused a trail
phenomenon on the starch-block. In the second examina-
tion a component of HbA § similar to that of the normal
adult was also present. The divided quantitative deter-
mination of Hb gave the following results: Patient 7 - HbF
16.90, HbA § 1.50, HbA 81.60; Patient 2 ~ HbF 22.80,
HbA 8 2.30, HbA 74.90.

The experiment therefore demonstrated that by inject-
ing into the marrow cavity RNA possessing the informa-
tion necessary for the normal haemoglobin formation, it
is possible to obtain a notable increase in the quota of
HbA in the erythropoietic cells of patients affected with
Cooley’s disease.

Riassunto. L’introduzione nella cavitd midollare dello
sterno di soggetti affetti da morbo di Cooley di ARN II°
estratto dalle cellule emopoietiche normali, provoca un
netto aumento della quota di HbA nelle cellule della serie
eritroblastica.

S. EsposiTO

Clinica Medica dell’ Universita, Pavia (Italy),
June 23, 1964.

PRO EXPERIMENTIS

Eine Anlage zur Perfusion isolierter Organe

Die Perfusion isclierter Organel—® hat sich als wert-
volle Methodik erwiesen, um bestimmte Leistungen dieser
Organe in einem méglichst physiologischen Zustand zu
erfassen. Die Funktionen lanfen wihrend einiger Zeit mit
befriedigender Geschwindigkeit oder Intensitit ab, ohne
von anderen Organsystemen beeinflusst zu werden. Dabei
ist die Struktur im Gegensatz zu Gewebsschnitten oder
Homogenaten intakt.

Trotzdem sind die klassischen Perfusionssysteme mit
einem Kreislauf mit Nachteilen behaftet. Da die zu Beginn
des Experimentes verwendete Perfusionslésung nicht
ohne weiteres quantitativ durch eine andere ersetzt wer-
den kann, ergeben sich rasch Grenzen in der experimen-
tellen Anwendbarkeit.

(1) So ist zum Beispiel die Streubreife der Resultate
recht gross® und spiegelt die Streubreite der Resultate
wieder, die mit gleicher Bestimmungsmethodik an intak-
ten Ganztieren erhoben worden sind. Es wire deshalb
vorteilhaft, Vergleichswerte von einem Organ aus einem
Experiment zu erhalten, Das ist theoretisch moglich, da
die Geschwindigkeit von Stoffwechselvorgdngen zu Be-
ginn der Experimente konstant ist.

{2) Perfusionsanlagen mit einem Kreislauf gestatten
nicht, die Reversibilitdt verschiedenster Einfliisse am per-
fundierten Organ zu studieren.

(3) «Short pulse labelling»-Experimente kénnen am per-
fundierten Organ nur unter unphysiologischen Be-
dingungen durchgefiihrt werden. Die Methodik des ¢short
pulse labelling» besteht darin, biologische Materialien
kurze Zeit einer bestimmten markierten Verbindung aus-
zusetzen. Diese markierte Verbindung oder ihre Umwand-

lungsprodukte finden sich dann dort, wo die Stoffwechsel-
aktivitit in Bezug auf die Gruppe dieser Verbindungen
am hochsten ist, zum Beispiel in einer Fraktion z. Wird
die markierte Verbindung nach kurzer Zeit aus dem
System entfernt, so erscheint nur die Fraktion z markiert,
wihrend die markierte Verbindung in der kurzen Zeit nur
geringgradig in weniger aktive Stoffwechselwege einge-
schleust wird. Damit kann das Schicksal der allein mar-
kierten Fraktion z iiber verschiedene Zeiten nach Weg-
nahme des Vorldufers verfolgt werden.

In der Praxis lisst sich indessen eine markierte Ver-
bindung nicht mehr chne weiteres aus einem biologischen
System entfernen. Man hat sich deshalb mit Isotopen-
verdiinnungsmethoden beholfen. Dieses Vorgehen ist
selbstverstindlich nicht physiologisch, da das biologische
Objekt plotzlich mit grossen Mengen der nicht markierten
Verbindung tiberschwemmt werden muss.

Beschreibung dev Apparatur. Bei dem hier zu beschrei-
benden Perfusionssystem handelt es sich um eine Weiter-
entwicklung des von JEUNET und Quitr® beschriebenen
Apparates, Es soll die eben erwihnten Nachteile dlterer
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Perfusionsgerdte umgehen. Die Figur zeigt ein Schema
des Aufbaus, Das Prinzip besteht darin, mit einer ge-
eigneten Umschalt- und Spiilvorrichtung das perfundierte
Organ, z.B. die Leber, einmal in den einen, ein anderes
Mal in den anderen Kreislaui einbeziehen zu kénnen. In
beiden Kreisliufen zirkuliert die Perfusionsfliissigkeit
(«Blut») kontinuierlich, wobei die beiden Kreisldufe vollig
voneinander getrennt sind. Im verschliessbaren Gehduse
herrscht eine konstante Temperatur (37°C) vermittels der
Heizung y und eines Thermostaten x. Aus den beiden
Reservoiren a, und a, wird das Blut mit einer rotierenden
Quetschpumpe b durch die Plasticschliuche ¢; und ¢, in
die Hohe gepumpt, wo es durch die Nylonfilter 4, und d,
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Schema der Perfusionsanlage (MafBstab nicht einbeitlich). a, und a,
Reserveflaschen: b Quetschpumpe; A und B rotierende Fliigel der
Quetschpumpe; ¢; und ¢, Plasticschliuche; d; und d, Nylonfilter; e,
und e, Kihlmintel (¢Lungens); f; und f, Kurzschliisse mit den
Niveauhahnen g, und g,, mit denen die Hohen hy und hg der Siulen
der Perfusionsfliissigkeiten {Perfusat, «Bluts) einreguliert werden
konnen; i Plexiglaskammer, enthaltend eine Leber. Kaniilen sind in
die Pfortader, in die Vena cava inferior und in den Ductus chole-
dochus singebunden. Die Galle wird in dem Mikrozentrifugenrfhr-
chen z aufgefangen. j, und j, Magnetrithrer; k, und k, Umleitungen
mit den Umleithahnen 1, und 1, durch die das Perfusat entweder in
die Leber oder unter Umgehung der Leber direkt in die Reserve-
flaschen a, und a, geleitet werden kann. m; und m, Riickflussrohre,
durch die das Perfusat nach Passage der Leber via Umleithahnen
1, und n, in die Reservoire a, und a, gefiihrt wird. o Spiilgefdss mit
oberem Spiilhahn; p unterer Spiithahn; g Auffanggefass fiir die Spiil-
flissigkeit; r Gasflasche (je nachdem 85% O, + 5% CO, oder 100%
0O,); s Sicherheitsventil; t Gasbefeuchter; uy und u, Ableitschlduche
fiir Uberschiisse von Oy und CO,; v, und v, Waschflaschen, ent-
haltend 109, NaOH; w, und w, Ableitung fiir Uberschiisse von O,
in die Kapelle; x Thermostat, regulierend auf 37°C; y Heizung.
1 linker Kreislauf; 2 rechter Kreislauf. Eine Leber wird mit dem
Kreislauf 1 durchstrémt, Kreislauf 2 ist bei 1, kurzgeschlossen.
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in die beiden Kugelkiihler e, und e,, die als kiinstliche
Lungen dienen, gelangt. Dabei bedienen wir uns eines be-
sonderen Verteilers, der das Perfusat gleichmissig in
diinner Schicht iiber die Kiihlerinneniflichen verteilt. Es
sammelt sich im unteren Abschnitt der Lungen an und
geht von hier aus verschiedene Wege:

(1) Durch die Kurzschliisse f, und f,., Je nach Stellung
der Niveauhahnen g, und g, stellt sich das Niveau der
Blutsdulen h; und h, auf der gewiinschten Hohe ein. Die
beiden. Kurzschliisse und Niveauhahnen dienen demnach
vorwiegend der Einstellung der Hohen h der iiber der
Leber lastenden Blutsiule. Diese Anordnung gestattet, die
Durchstrdmung der Leber zu variieren und bestimmt den
Perfusionsdruck (um 12 cm H,0) und mit die Durch-
flussgeschwindigkeit (rund 15-20 ml/min).

(2) Bei Perfusion der Leber: durch die Umleithahnen
1, und 1, gelangt das Perfusat in die Leber in der schliess-
baren Plexiglaskammer i.

{3) Ohne Perfusion einer Leber: durch die Umleit-
hahnen 1; und 1, gelangt das Perfusat durch die Um-
leitungen k; und k, direkt in die Reservoire a, oder a,
zuriick.

Ein 0,-CO,-Gemisch stromt aus der Flasche r wvia
Sicherheitsventil s und Befeuchter t in die Basis der
beiden Lungen und oxygeniert im Gegenstrom die
Erythrocyten des Perfusates. Uberschiisse des Gas-
gemisches werden je nach Versuchsanordnung direkt in
die Kapelle oder via u, und u, in die 109 NaOH ent-
haltenden Absorptionsflaschen (Nay,CO,!) v; und v, ab-
geleitet. Im zweiten Fall entweicht der iiberschiissige
Sauerstoff allein durch die Ableitungen w, und w,.

Die Teber wird mit einer Kaniile in der Vena portae im
System aufgehingt. Eine Kaniile in der Vena cava in-
ferior héngt in einen Hohlraum unter der Plexiglaskam-
mer i, so dass die ausstrémende Tropfenzahl als Mass der
Durchblutungsgeschwindigkeit sichtbar ist. Anschliessend
fliesst das Perfusat je nachdem via Umleithahnen n, oder
n, und die RiickfluBschliuche m, oder m, in das zuge-
horige Reservoir a, oder a, zuriick.

Beim Umstellen vom einen auf den anderen Kreislauf
darf die Durchstrdmung des Organs, zum Beispiel der
Leber, nicht unterbrochen werden. Anderseits muss eine
Durchmischung der zur Perfusion verwendeten Fliissig-
keiten, die je nach Versuchsbedingungen verschiedene
Zusidtze enthalten, vermieden werden. Deshalb wurde
zusitzlich ein Spiilsystem mit einem oberhalb {o} und
einem unterhalb {p) des Organs gelegenen Spiilhahn ein-
gebaut. Die Figur zeigt die Verhédltnisse bei der Perfusion
eines Organs durch den Kreislauf 1. Beim Umschalten
auf Kreislauf 2 ist nach dem oben Gesagten folgender-
massen vorzugehen: (1) Umstellen des Umleithahnens 1,
auf Kurzschluss (Abfluss durch k,); (2) Schliessen des
Umleithahnens n,; (3) Offnen des oberen (o), dann des
unteren (p) Spiilhahnens; (4) Schliessen des oberen
Spiilhahnens (o0); (5) Umstellen des Umleithahnens 1, auf
Perfusion; (6) Schliessen des unteren Spiilhahnens p;
{7) Offnen des Umleithahnens n,; (8) Regulierung von h,
mit dem Niveauhahnen g,.

Wir fiihren die Operation zur Isolierung von Ratten-
lebern und die Herstellung der Perfusiousiésung ent-
sprechend den Angaben von JEUNET und QuiTt® durch.

Material. Die Apparatur steht in einer Holzkammer
mit folgenden Innenabmessungen: Breite 75 cm, Hohe 95
cm, Tiefe 40 cm. Die Thermostatisierung der Kammer er-
folgt mit einem Braunliifter mit Heizung, Bel der
Quetschpumpe handelt es sich um eine WAB-Pumpe
(Firma Iseli, Luzern). Simtliche Glaswaren wurden bei
der Glastechnik AG., Bern, hergestellt, Die Gesamtlinge
der Kugelkiihler betrigt 42 cm, der Durchmesser der
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Kugeln 38 mm. Die selbstverfertigte Plexiglaskammer
fiir das isolierte Organ weist einen Durchmesser von
8 cm, eine Hoéhe von 6 cm auf. Beim Schlauchmaterial
handelt es sich um Spezial-Silikon-Schlauch mit den
Durchmessern von 9 und 5 mm (Firma Haska, Bern}. Die
Nylonfilter entstammen Infusionsbestecken.

Summary. A device for perfusion of isolated organs is
described, with which it is possible to perform short pulse
labelling experiments or experiments on reversibility of
various influences on one organ in one experiment. In
principle there is a double circulation. Each circulation

A Bioassay for Insulin Using the in situ Mouse
Diaphragm

Serum insulin-like activity (ILA) may be determined
by a number of in vitro bioassays, the majority of these
bioassays using either the rat diaphragm®™? or the epi-
didymal fat pad®*, There has not yet been a direct com-
parison of the in vivo and in vitro Tesponse to insulin of a
tissue used in an 4n vitro bioassay.

A comparison is presented between the response to in-
sulin of the i% situ mouse diaphragm and the response to
insulin of the im vifro mouse diaphragm. In both studies
the diaphragm glycogen content is the insulin sensitive
metameter. The response of the in situ mouse diaphragm
is sufficiently sensitive and linear for this system to be
used as an insulin assay.

The in vitro studies have been carried out using the in
vitro mouse diaphragm assay of Moopy and FELBERS.
The #n sitw assay is based on the demonstration by
RAPHAELSON® that, in the rat, an intraperitoneal injec-
tion of insulin increases the diaphragm glycogen content.

Four characteristics of the systems are compared: the
sensitivity, the linearity of the response to insulim, the
kinetics of the response to insulin and the response to
serum. The in sifu system is more sensitive to insulin than
the in vitro system. The kinetics and the response to
serum of the two systems are very similar.

Maierials and methods. Mice: Fasting male albino mice
of between 13 and 20 g are used; at this weight the mice
are immature and have little adipose tissue.

Buifer: Krebs-Ringer bicarbonate buffer pH 7.47 con-
taining 2.0 mg gelatine and 3.0 mg glucose per mlis used.

Standard insulin solutions: Standard insulin solutions
in the range 1 to 500 #U/ml are made up daily by dilu-
tion, in buffer, of a stock of 1 mg/ml beef insulin®

Experiment design: 0.5 ml of sample is injected into
each mouse. For semi-quantitative experiments one
mouse is used for each point; when higher precision is re-
quired at least two mice are injected with each sample.

Injection of the mice: Before injection the samples are
gassed with 959 oxygen-5%, carbon dioxide and warmed
to 37°C. A Hamilton syringe, fitted with a No. 20 de-
tachable needle, is used for the injection. The mice are
gripped behind the ears and held stomach uppermost by
an assistant. The injections are made into the peritoneal
cavity through the abdominal wall. The incubation is
timed from the withdrawal of the needle until the mouse
is killed by decapitation.
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may be used per se to perfuse the organ, one after the
other, without danger of mixing the perfusates.

H. KopLeT und J. TRACHSEL'

Medizinisch-chemisches Imstitut wnd Institut fiir klinische
Eiweissforschung der Universitdt Bern (Schweiz),
7. August 1964.

7 Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung
der wissenschaftlichen Forschung fiir die Unterstiitzung dieser
Arbeit.

Determination of the glycogen: The diaphragms are
removed, in halves, within 1 min of the death of the mice.
The glycogen of the hemidiaphragms is then prepared
and determined as described elsewhere®. The values for
the diaphragm glycogen loading are expressed as ug of
glycogen per mg wet tissue.

In vitro technique: In vitro incubations are carried out
as already described® using the formation of glycogen by
isolated hemidiaphragms as the insulin sensitive meta-
meter.

Results. The minimum detectable dose in the in sifu
assay is 1 zU/ml of beef insulin. The values for the glyco-
gen content of in sifu diaphragms after incubation for 30
min following injection of 0.5 ml of 1xU/ml insulin are
significantly greater (p = 0.001) than the values obtained
following injection with buiffer alone (see Table I).

Table I. Response of the #n sitw mouse diaphragm to injection with
Kreb's buffer and with 1 #U/ml of beef insulin

Kreb's buffer 1 U/ml
of beef insulin
1.16 1.48
1.19 2.04
0.45 R.07
0,70 2.46
Mean values 0.88 2.01

The probability that the two responses are the same is less than
0.001. Each value represents the mean response, as ug of glyco-
gen/mg, of one mouse. The incubations were carried out for 30 min.
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