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Fol lowing the  inject ion of R N A  into the  mar row c a v i t y  
of the  s ternum,  the e lect rophoret ic  d iagrams revealed  an 
a symmet r i ca l  main  componen t  (Figure 2). The  base of 
th is  componen t  was subs tan t ia l ly  H b A ,  b u t  t he  upper  
pa r t  tended towards  the  region of stow Hb.  This  was  
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Fig. 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, 

because the  percentage  of H b F  in t he  solut ion was still 
high, and on account  of its slow m o v e m e n t  caused a trail  
phenomenon  on the  s tarch-block.  I n  the  second examina-  
t ion  a c o m p o n e n t  of H b A  fl s imi lar  to  t h a t  of the  normal  
adul t  was also present .  The  d iv ided  q u a n t i t a t i v e  deter- 
mina t ion  of H b  gave  the  fol lowing results : Patient 7 - PIbF 
16.90, H b A f l  1.50, H b A  81.60; Patient 2 - H b F  22.80, 
H b A f l  2.30, H b A  74.90. 

The  expe r imen t  therefore  demons t r a t ed  t h a t  by  inject-  
ing into the  mar row cav i ty  R N A  possessing the  informa-  
t ion necessary for the  normal  haemoglob in  format ion,  it 
is possible to ob ta in  a no tab le  increase in t he  q u o t a  of 
H b A  in t he  e ry thropoie t ic  cells of pa t i en t s  affected wi th  
Cooley 's  disease. 

Riassunto. L' in t roduz ione  nel la  cav i t£  midol lare  dello 
s terno di  sogget t i  af fe t t i  da  morbo  di  Cooley di  A R N  I I  ° 
e s t r a t to  dalle cellule emopoie t iche  normali ,  p rovoca  un 
ne t to  aumen to  della quo ta  di H b A  nelle cellule del la  serie 
er i t roblast ica.  

S. ESPOSlTO 

Clinica Medica dell' Universith, Pavia (Italy), 
June 23, 1964. 

PRO EXPERIMENTIS 

E i n e  A n l a g e  z u r  P e r f u s i o n  i s o l i e r t e r  O r g a n e  

Die  Perfus ion  isolierter  Organe  1-5 h a t  sich als wef t -  
volle  Methodik  erwiesen, u m  b e s t i m m t e  Le is tungen  dieser  
Organe  in e inem mSglichst  physiologischen Zus tand  zu 
erfassen. Die Funk t i onen  laufen wAhrend einiger  Zeit  m i t  
befr iedigender  Geschwindigkei t  oder  In tens i t~ t  ab, ohne  
v o n  anderen  Organsys t emen  beeinf lusst  zu werden.  Dabe i  
ist  die S t ruk tu r  im Gegensatz  zu Gewebsschni t ten  oder  
H o m o g e n a t e n  in tak t .  

T r o t z d e m  sind die klassischen Per fus ionssys teme m i t  
einem Kreislau[ m i t  Nach te i l en  behaf te t .  Da  die zu Beginn 
des Expe r imen te s  ve rwende te  Perfusionsl6sung n ich t  
ohne weiteres  q u a n t i t a t i v  durch  eine andere  erse tz t  wer- 
den kann,  Ergeben sich rasch Grenzen in der  exper imen-  
te l ten Anwendbarke i t .  

(1) So ist  zum Beispiel  die Streubreite der  Resu l t a t e  
recht  gross n und  spiegelt  die S t reubre i te  der  Resu l t a t e  
wieder,  die mi t  gleicher B e s t i m m u n g s m e t h o d i k  an  in tak-  
t e n  Ganzt ie ren  erhoben worden  sind. Es  ware  deshalb  
vor te i lhaf t ,  Vergleichswerte v o n  einem Organ  aus einem 
Experiment zu erhal ten.  Das  ist  theore t i sch  m6glich,  da  
die Geschwindigkei t  von  Stoffwechselvorggngen zu Be- 
ginn der E x p e r i m e n t e  kons t an t  ist. 

(2) Perfus ionsanlagen m i t  einem Kreis lauf  ges t a t t en  
nicht ,  die ReversibiIittit verschiedens ter  Einflt isse a m  per- 
fundie r ten  Organ  zu s tudieren.  

(3) (< Short pulse Iabelling,)-Experimente k6nnen  am per- 
fundie r ten  Organ  nur  un te r  unphysiologischen Be-  
d ingungen durchgef i ihr t  werden.  Die Methodik  des , sho r t  
pulse labelling,~ bes teh t  darin,  biologische Mater ia l ien  
kurze Zeit einer be s t immten  mark ie r t en  Verb indung  aus- 
zusetzen.  Diese mark ie r t e  Verb indung  oder  ihre U m w a n d -  

h n g s p r o d u k t e  I inden sich dann dort ,  wo die Stoffwechsel-  
ak t iv i t t i t  in Bezug  auf  die Gruppe  dieser Verb indungen  
a m  ht}chsten ist, zum Beispiel  in einer  F r a k t l o n  z. V~Zird 
die  mark ie r t e  Verb indung  nach kurzer  Zei t  aus dem 
Sys tem ent fernt ,  so erscheint  nur  die F rak t i on  z markier t ,  
w~hrend die mark ie r te  Verb indung  in der  kurzen  Zei t  nur  
ger inggradig  in weniger  ak t ive  Stoffwechselwege einge- 
schleust  wird.  D a m i t  kann  das Schicksat  der  allein mar -  
k ie r ten  F rak t i on  z fiber verschiedene  Zei ten nach  Weg-  
n a h m e  des Vorltiufers ver fo lg t  werden.  

I n  der P rax i s  ltLsst sich indessen eine mark ie r t e  Ver- 
b indung  nicht  m e h r  ohne  wei teres  aus e inem biologischen 
Sys t em entfernen.  Man h a t  sich deshalb  m i t  I so topen-  
ve rd f innungsmethoden  beholfen.  Dieses Vorgehen  ist  
selbstverst t indl ich nicht  physiologisch,  da  das biologische 
Ob jek t  pl6tzl ich m i t  grossen Mengen der  n icht  mark ie r t en  
Verb indung  i ibe r schwemmt  werden  muss. 

Beschreibung der Apparatur. Bei  dem hier  zu beschrei-  
benden  Perfus ionssys tem hande l t  es sich um eine Wei te r -  
en twick lung  des yon  JEUNET und QUIRT 5 besehr iebenen 
Appara tes .  Es  soil die eben  erwt thnten Nachte i le  i~lterer 
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Per fus ionsger t t t e  u m g e h e n .  Die  F i g u r  zeigt  e in  S c h e m a  
des A u f b a u s .  Das  P r i n z i p  b e s t e h t  da r in ,  m i t  e iner  ge- 
e igne t en  U m s c h a l t -  u n d  S p i i l v o r r i c h t u n g  das  p e r f u n d i e r t e  
Organ,  z .B .  die Leber ,  e i n m a l  in  den  einen,  e in  ande re s  
Mal in  d e n  a n d e r e n  Kre i s l au f  e inbez iehen  zu k 6 n n e n .  I n  
b e i d e n  Kre i s l~ufen  z i rku l i e r t  die Perfus ionsf l f i ss igkei t  
(<, Blur,>) kon t inu ie r l i ch ,  wobe i  die be iden  Kreisl~iufe vSllig 
v o n e i n a n d e r  g e t r e n n t  s ind.  I m  ve r s ch l i e s s ba r en  Geh~iuse 
h e r r s c h t  e ine  k o n s t a n t e  T e m p e r a t u r  (37°C) v e r m i t t e l s  de r  
H e i z u n g  y u n d  e ines  T h e r m o s t a t e n  x. Aus  d e n  b e i d e n  
R e s e r v o i r e n  a 1 u n d  a~ wi rd  das  Bl.ut m i t  e iner  r o t i e r e n d e n  
Q u e t s c h p u m p e  b d u r c h  die P l a s t i c sch lguche  e I u n d  c~ in 
die H S h e  g e p u m p t ,  w o e s  d u r c h  die N y l on f i l t e r  d 1 u n d  d a 

Schema der Per]usionsanlage (MaBstab nicht einheitlich), a I u n d  a~ 
Reserveflaschen; b Ouetschpumpe; A und B rotierende Yliiget der 
Ouetschpumpe; cl undc  2 Plasticschl~iuche; dl und d~ Nylonfilter; e 1 
und e 2 Kiihlm~lntel (~Lungen*); fl und f~ Kurzschliisse mit den 
Niveaut{ahnen g lund  gs, mit denen die H6hen h 1 und h 2 der Sfiulen 
tier Perfusionsfliissigkeiten (Perfusat, ~Blut~) einreguliert werden 
k6nnen; i Plexiglaskammer, enthaltend eine Leber. Kantilen sind in 
die Pfortader, in die Vena eava inferior und in den Ductus chole- 
dochus eingcbunden. Die Galle wird in dem MikrozentrifugenrGhr- 
chen z aufgefangen. Jl und J2 Magnetriihrcr; k I und k 2 !Jmleitungen 
mit den Umleithahnen 11 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, 
dutch die das Perfusat nach Passage der Leber v~a Umleithahnen 
~h und n~ in die Reservoire a~ und a~ gefiihrt wird. o Spiilgef~ss mit 
oberem Spiilhahn; p unterer Spfilhahn; q Auffanggef~iss fiir die Spfil- 
fltissigkeit; r Gasfiasche (je nachdem 95% O~ + 5% CO~ oder 100% 
O~) ; s Sicherheitsventil; t Gasbefeuchter; u~ und u~ Ableitsehltiuche 
ffir 0berschfisse yon 0~ und CO~; vl und va Waschflaschen, ent- 
hattend 10% NaOH; wt und w~ Ableitung fiir Qbersehiisse yon 02 
in die Kapelle; x Thermostat, reguiicrend auf 37°C; y Heizung. 
1 linker Kreislauf; ~ rechter Kreislauf. Eine Leber wird mit dem 

Kreislauf 1 durchstr6mt, Kreislauf 2 ist bei 1~ kurzgeschlossen. 

in die b e i d e n  Kuge lkf ih le r  e 1 u n d  e~, die als kf ins t l iche  
L n n g e n  d ienen ,  ge lang t .  I ) a b e i  b e d i e n e n  w i t  u n s  eines be -  
s o n d e r e n  Ver te i le rs ,  d e r  da s  P e r f u s a t  g le ichmiiss ig  in  
d i i nne r  S c h i c h t  f iber  die Kf ih l e r i nnen f i~chen  ve r t e i l t .  E s  
s a m m e l t  s ich  im u n t e r e n  A b s c h n i t t  d e r  L u n g e n  a n  u n d  
g e h t  y o n  h i e r  aus  v e r s e h i e d e n e  X¥ege: 

(1) D u r c h  die Kurzschl f i sse  fl  u n d  ~a. Je  n a c h  S t e l l ung  
de r  N i v e a u h a h n e n  g l u n d  ga s te l l t  s ich das  N i v e a u  de r  
Bluts~iulen h 1 u n d  h a au f  de r  g e w i i n s c h t e n  H S h e  ein.  Die  
be iden,  Kurzsch l i i s se  u n d  N i v e a u h a h n e n  d i e n e n  d e m n a c h  
v o r w i e g e n d  de r  E i n s t e l l u n g  de r  Hi,  h e n  h de r  f iber  de r  
L e b e r  l a s t e n d e n  Bluts t iu le .  Diese A n o r d n u n g  g e s t a t t e t ,  die 
D u r c h s t r 6 m u n g  d e r  L e b e r  zu v a r i i e r e n  u n d  b e s t i m m t  d e n  
P e r f u s i o n s d r u c k  (um 12 c m  HaO ) u n d  m i t  die D u r c h -  
f lussgeschwindigke i t  ( fund  15-20 ml ]min) .  

(2) Be i  Pe r fus ion  de r  L e b e r :  d u r c h  d ie  U m l e i t h a h n e n  
11 u n d  12 ge l ang t  das  P e r i u s a t  in  die L e b e r  in  de r  schliess-  
b a r e n  P l e x i g l a s k a m m e r  i. 

(3) O h n e  Pe r fus ion  e iner  L e b e r :  d u t c h  die U m l e i t -  
h a h n e n  11 u n d  l~ g e l a n g t  da s  P e r f u s a t  d u r c h  die  U m -  
l e i t ungen  kx u n d  k a d i r e k t  in  die Rese rvo i r e  a 1 ode r  a~ 
zuri ick.  

E i n  O~-COs-Gemisch s t r S m t  aus  t ier  F l a sche  r via 
Siche rhe i t sven t i l  s u n d  B e f e u c h t e r  t in  die Bas i s  de r  
b e i d e n  L u n g e n  u n d  o x y g e n i e r t  i m  G e g e n s t r o m  die 
E r y t h r o c y t e n  des  Pe r fusa t e s .  I Jberschf isse  des  Gas -  
gemisches  w e r d e n  ]e n a c h  V e r s u c h s a n o r d n u n g  d i r e k t  in  
die Kape l l e  ode r  via u 1 u n d  u~ in  die 10% N a O H  en t -  
h a l t e n d e n  A b s o r p t i o n s f i a s c h e n  (NaaCOa!) v 1 u n d  v~ ab -  
gelei te t .  I m  zwe i t en  Fa l l  e n t w e i c h t  de r  f iberschi iss ige 
Sauers to f f  a l le in  d u r c h  die A b l e i t u n g e n  wx u n d  w~. 

Die  L e b e r  wi rd  m i t  e iner  Kan i i l e  in  de r  V e n a  p o r t a e  i m  
S y s t e m  aufgeh~ingt.  E i n e  Kanf i le  in  d e r  V e n a  c a v a  in -  
fer ior  h t t n g t  in  e inen  H o h l r a u m  u n t e r  de r  P l e x i g l a s k a m -  
m e t  i, so dass  die  a u s s t r 6 m e n d e  T r o p f e n z a h l  als Mass de r  
D u r c h b l u t u n g s g e s c h w i n d i g k e i t  s i c h t b a r  ist .  Ansch l i e s send  
f t iesst  da s  P e r f u s a t  je  n a c h d e m  via U m l e i t h a h n e n  n x oder  
n~ u n d  die Rfickflul3schl~iuche m l  ode r  m 2 in  das  zuge-  
h6r ige  R e s e r v o i r  a I oder  a s zur i ick.  

B e i m  U m s t e l l e n  yo re  e inen  au f  den  a n d e r e n  Kre i s l au f  
da r f  die D u r c h s t r 6 m u n g  des  Organs ,  z u m  Beispie l  de r  
Leber ,  n i c h t  u n t e r b r o c h e n  werden .  Ande r se i t s  m u s s  e ine 
D u r c h m i s c h u n g  d e r  zu r  Pe r fu s ion  v e r w e n d e t e n  Fli issig- 
ke i t en ,  die je  n a c h  V e r s u c h s b e d i n g u n g e n  ve r s ch i edene  
ZusAtze e n t h a l t e n ,  v e r m i e d e n  werden .  D e s h a l b  wurde  
zus~itzlich e in  Spf i l sys tem m i t  e i n e m  o b e r h a l b  (o) u n d  
e i n e m  u n t e r h a l b  (p) des  O r g a n s  ge legenen  S p t i t h a h n  e in-  
gebau t .  Die F i g u r  zeigt  die Verht i l tn isse  bei  de r  Pe r fus ion  
e ines  O r g a n s  d u t c h  den  Kre i s l au f  1. B e i m  U m s c h a l t e n  
au f  Kre i s l au f  2 i s t  n a c h  d e m  o b e n  G e s a g t e n  fo lgender -  
m a s s e n  Vorzugehen :  (1) U m s t e l l e n  des U m l e i t h a h n e n s  11 
au f  Kurz sch lu s s  (Abfluss  d u t c h  k l ) ;  (2) Schl iessen  des  
U m l e i t h a h n e n s  n l ;  (3) 0 f f n e n  des  o b e r e n  (o), d a n n  des  
u n t e r e n  (p) S p i i l h a h n e n s ;  (4) Schl iessen  des  o b e r e n  
S p t i l h a h n e n s  (o); (5) U m s t e l l e n  des U m l e i t h a h n e n s  1 a a u f  
P e r f u s i o n ;  (6) Schl iessen des  u n t e r e n  S p i i l h a h n e n s  p ;  
(7) O f f n e n  des  U m l e i t h a h n e n s  n~; (8) R e g u l i e r u n g  y o n  h a 
m i t  d e m  N i v e a u h a h n e n  gs. 

W i t  t f ih ren  die Operation zur  I so l i e rung  y o n  R a t t e n -  
l e b e r n  u n d  die Herstellung der Per/usionsl~sung e n t -  
s p r e c h e n d  den  A n g a b e n  v o n  JI~UN~T u n d  QmTT s d u t c h .  

Material. Die A p p a r a t u r  s t e h t  in  e iner  H o l z k a m m e r  
m i t  fo lgenden  I n n e n a b m e s s u n g e n :  B r e i t e  75 cm,  H 6 h e  95 
cm,  Tiefe 40 cm.  Die  T h e r m o s t a t i s i e r u n g  de r  K a m m e r  er-  
io lg t  m i t  e inem Braun l f i f t e r  m i t  He izung .  Bei  de r  
Q u e t s e h p u m p e  h a n d  e l f  es s ich  u m  eine  \ ¥ A B - P u m p e  
( F i r m a  Iseli ,  Luze rn ) .  S t imt l iche  G l a s w a r e n  w u r d e n  be i  
de r  G l a s t e c h n i k  AG.,  Be rn ,  herges te l l t .  Die  Gesamt l i i nge  
de r  Kuge lk i ih l e r  betr~igt  42 cm, de r  D u r c h m e s s e r  de r  
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Kugeln 38 mm. Die selbstverfertigte Plexigtaskammer 
fiir das isolierte Organ weist einen Durchmesser yon 
8 cm, eine H6he yon 6 cm auf. Beim Schlauchmaterial 
handelt  es sich um Spezial-Silikon-Schlauch mit  den 
Durchmessern yon 9 und 5 mm (Firms 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 

may  be used per se to perfuse the organ, one after the 
other, without  danger of mixing the perfusates. 

H. KOBLET und J. TRACHSE L* 

Medizi~isch-chemisches Institut und Institut ]i~r klinische 
Eiweiss]orschung der Universitiit Bern (Schweiz), 
7. August 1964. 

7 Wit danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Pirderung 
der wissenschafflichen Forschung ffir die Unterstfitzung dieSer 
Arbeit. 

A Bioassay for Insulin Using the in situ Mouse 
Diaphragm 

Serum insulin-like ac t iv i ty  (ILA) may be determined 
by a number of in vitro bioassays, the majori ty  of these 
bioassays using either the rat  diaphragm 1, ~ or the epi- 
didymal fat pad ~,4. There has not yet  been a direct com- 
parison of t h e / n  rive and in vitro response to insulin of a 
tissue used in an i~ vitro bioassay. 

A comparison is presented between the response to in- 
sulin of the in situ mouse diaphragm and the response to 
insulin of the in vitro 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 MOODY and F~LBER 6. 
The in si#u assay is based on the demonstration by 
RA1,HAELSON ~ that,  in the rat, an intraperitoneal injec- 
t ion of insulin increases the diaphragm glycogen content. 

Four characteristics of the systems are compared: the 
sensitivity, the linearity of the response to insulin, the 
kinetics of the response to insulin and the response to 
serum. The in situ 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. 

Materials a~cd methods. Mice: Fast ing male albino mice 
of between 13 and 20 g are used; at  this weight the mice 
are immature and have little adipose tissue. 

Buffer: Krebs-Ringer bicarbonate buffer pH 7.4 ~ con- 
taining 2.0 mg gelatine and 3.0 mg glucose per ml is used. 

Standard insulin solutions: Standard insulin solutions 
in the range 1 to 500 #U]ml  axe made up daily by dilu- 
tion, in buffer, of a stock of 1 mg/ml beef insulin 8. 

Exper iment  design: 0.5 ml of sample is injected into 
each mouse. For semi-quanti tat ive 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 95% oxygen-5% carbon dioxide and warmed 
to 37°C. A Hamil ton syringe, fit ted 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 
cavi ty  through the abdominal wall. The incubation is 
t imed from the withdrawal of the needle until  the mouse 
is killed by decapitation. 

Determinat ion of the glycogen: The diaphragms are 
removed, in halves, within 1 rain 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 #g of 
glycogen per mg wet tissue. 

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

Results. The minimum detectable dose in the in situ 
assay is 1 pU/ml  of beef insulin. The values for the glyco- 
gen content  of in situ diaphragms after incubation for 30 
min following injection of 0.5 ml of l p U / m l  insulin axe 
significantly greater (p = 0.001) than  the values obtained 
following injection with buffer alone (see Table I). 

Table I. Response of the in situ mouse diaphragm to injection with 
Kreb's buffer and with 1/zU/ml of beef insulin 

Kreb's buffer 1/~U/ml 
of beef insulin 

1.16 1.48 
1.19 2.04 
0.45 2.07 
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 #g of glyco- 
gen/rag, of one mouse. The incubations were carried out for 30 rain. 
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