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SYNTHESE DER DESOXYRIBONUCLEINSÄURE IN DER ISOLIERTEN 
PERFUNDIERTEN RATTENLEBER ­ I. Der Einbau von 3H­Thymidin in 
normale Leber und in Leber nach Partieller Hepatektomie, von (in alpha­
betischer Folge) G.B. GERBER und J. REMY­DEFRAIGNE. 

EUROPÄISCHE ATOMGEMEINSCHAFT ­ EURATOM. 
Sonderdruck aus „Zeitschrift für Naturforschung", Band 18ò, Heft 3 ­ 1963, 
S. 216­218. 

Der Einbau tritium­markierten Thymidins in die DNS wurde in der isolierten 
perfundierten Leber nach partieller Hepatektomie untersucht. Ähnlich wie 
im intakten Tier nimmt in der perfundierten Leber die DNS­Synthese 18­36 
Stdn. nach partieller Hepatektomie zu und danach wieder ab. Das radioaktive 
Thymidin wird durch die Leber rasch abgebaut, so daß 30 Min. nach Gabe 
von 3H­Thymidin bereits 60 % des Tritiums in flüchtiger Form vorliegt. Von 
dem zugegebenen 3H­Thymidin wird etwa 0,7 % in die DNS normaler Leber 
und bis etwa 13 % in die DNS partiell hepatektomierter Leber eingebaut. 
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SYNTHESIS OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID IN ISOLATED PERFUSED 
RATS' LIVERS ­ I. The incorporation of 3H­Thymidine in normal livers and 
in livers subjected to partial hepatectomy by (in alphabetical order) G.B. 
GERBER and J. REMY­DEFRAIGNE. 

European Atomic Energy Community ­ EURATOM. 
Reprinted from „Zeitschrift für Naturforschung", Vol. 186, No. 3 ­ 1963, 
pages 216­218. 

The incorporation of tritium­marked thymidine in DNA was examined in 
isolated perfused livers after partial hepatectomy. As in the case of the intact 
animal, the DNA synthesis increases in the perfused liver 18­36 hours after 
partial hepatectomy, after which it drops again. The radioactive thymidine 
is rapidly reduced by the liver, so that 30 min. after administration of the 
3H­thymidine as much as 60 % of the tritium is present in volatile form. Of 
the 3H­thymidine which is administered, about 0.7 % is incorporated in the 
DNA of normal liver and up to about 13 % in that of liver which has undergone 
partial hepatectomy. 

E U R 1 6 0 . d 

REPRINT 

SYNTHESIS OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID IN ISOLATED PERFUSED 
RATS' LIVERS ­ I. The incorporation of 3H­Thymidine in normal livers and 
in livers subjected to partial hepatectomy by (in alphabetical order) G B . 
GERBER and J. REMY­DEFRAIGNE. 

European Atomic Energy Community ­ EURATOM. 
Reprinted from „Zeitschrift für Naturforschung", Vol. 18ö, No. 3 ­ 1963, 
pages 216­218. 

The incorporation of tritium­marked thymidine in DNA was examined in 
isolated perfused livers after partial hepatectomy. As in the case of the intact 
animal, the DNA synthesis increases in the perfused liver 18­36 hours after 
partial hepatectomy, after which it drops again. The radioactive thymidine 
is rapidly reduced by the liver, so that 30 min. after administration of the 
3H­thymidine as much as 60 % of the tritium is present in volatile form. Of 
the 3H­thymidine which is administered, about 0.7 % is incorporated in the 
DNA of normal liver and up to about 13 % in that of liver which has undergone 
partial hepatectomy. 

E U R 1 6 0 . d 

REPRINT 

SYNTHESIS OF DEOXYRIBONUCLEIC ACID IN ISOLATED PERFUSED 
RATS' LIVERS ­ I. The incorporation of 3H­Thymidine in normal livers and 
in livers subjected to partial hepatectomy by (in alphabetical order) G.B. 
GERBER and J. REMY­DEFRAIGNE. 

European Atomic Energy Community ­ EURATOM. 
Reprinted from „Zeitschrift für Naturforschung", Vol. 18δ, No. 3 ­ 1963, 
pages 216­218. 

The incorporation of tritium­marked thymidine in DNA was examined in 
isolated perfused livers after partial hepatectomy. As in the case of the intact 
animal, the DNA synthesis increases in the perfused liver 18­36 hours after 
partial hepatectomy, after which it drops again. The radioactive thymidine 
is rapidly reduced by the liver, so that 30 min. after administration of the 
3H­thymidine as much as 60 % of the tritium is present in volatile form. Of 
the 3H­thymidine which is administered, about 0.7 % is incorporated in the 
DNA of normal liver and up to about 13 % in that of liver which has undergone 
partial hepatectomy. 





Sonderabdruck aus der Z E I T S C H R I F T F Ü R M A T U R F O R S C H U N G Band 18 b, Heft 3, 1963 
V e r l a g d e r Z e i t s c h r i f t f ü r N a t u r f o r s c h u n g , T ü b i n g e n 

Synthese der Desoxyribonucleinsäure 
in der isolierten perfundierten Rattenleber 

I . Der Einbau von 3 H-Thymidin in normale Leber und in Leber nach Partieller Hepatektomie 

Von G. B. GERDER und J. REMY-DEFRAIGNE 



Synthese der Desoxyribonucleinsäure 
in der isolierten perfundierten Rattenleber 

I . D e r E i n b a u v o n 3 H ­ T h y m i d i n in n o r m a l e L e b e r u n d i n L e b e r n a c h P a r t i e l l e r H e p a t e k t o m i e 

V o n G. B . G E R B E R u n d J. R E M Y ­ D E F R A I G N E 

Aus dem Euratom und Centre d'Etude de l'Energie Nucléaire, Dep. Radiobiologie, Mol­Belgien 

(Ζ. Naturforschg. 18 b, 216—218 [1963] ; eingegangen am 22. Dezember 1962) 

Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. A. BUTENANDT zum 60. Geburtstag gewidmet 

Der Einbau tritium­markierten Thymidins in die DNS wurde in der isolierten perfundierten 
Leber nach partieller Hepatektomie untersucht. Ähnlich wie im intakten Tier nimmt in der perfun­
dierten Leber die DNS­Synthese 18 — 36 Stdn. nach partieller Hepatektomie zu und danach wieder 
ab. Das radioaktive Thymidin wird durch die Leber rasch abgebaut, so daß 30 Min. nach Gabe von 
'H­Thymidin bereits 60S des Tritiums in flüchtiger Form vorliegt. Von dem zugegebenen 3H­Thymi­
din wird etwa 0,7?¿ in die DNS normaler Leber und bis etwa 13% in die DNS partiell hepatekto­
mierter Leber eingebaut. 

M e t h o d e n der O r g a n p e r f u s i o n h a b e n es e rmög­

licht, viele b iochemische u n d phys io logische Funk­

t ionen un te r B e d i n g u n g e n zu un te rsuchen , un t e r 

denen die wechselsei t ige Beeinf lussung verschiedener 

O r g a n e u n d die h o r m o n e l l e u n d nervöse Regu la t i on 

ausgeschal te t werden können , d ie abe r dennoch den 

B e d i n g u n g e n im in tak ten O r g a n i s m u s wei tgehend 

en tsprechen . So h a b e n U n t e r s u c h u n g e n an de r iso­

l ier ten pe r fund ie r t en Ra t t en l ebe r gezeigt, d a ß dieses 

O r g a n übe r e inen Z e i t r a u m von 6 — 8 S tdn . in der 

Lage ist, komplexe biochemische F u n k t i o n e n , wie 

P r o t e i n s y n t h e s e u n d A b b a u 1 ­ 4 , H a r n s t o f f b i l d u n g 2 , 

Syn these von C h o l e s t e r i n 0 u n d Krea t i n G mi t e iner 

Ausbeu t e durchzuführen , die der im in tak ten Orga­

n i s m u s e twa entspr icht . 

Die auße ro rden t l i che Regene ra t i ons ­Fäh igke i t de r 

Lebe r nach par t ie l le r H e p a t e k t o m i e , die sich in e iner , 

z. T . synchron i s ie r t en , v e r m e h r t e n DNS­Syn these 

u n d Mitosewel le u n d auch in einer Z u n a h m e der 

Syn these von P r o t e i n e n u n d von a n d e r e n M a k r o ­

molekü len ausp räg t , ha t die r egene r i e r ende L e b e r 

zu e inem wer tvol len W e r k z e u g für das S t u d i u m der 

Syn these von D e s o x y r i b o n u c l e i n s ä u r e n ( D N S ) u n d 

P r o t e i n e n gemacht . An der pe r fund ie r t en L e b e r nach 

par t i e l l e r H e p a t e k t o m i e l iegen jedoch b i s jetzt n u r 

vereinzel te U n t e r s u c h u n g e n vor , in denen vor al lem 

P r o t e i n u n d Aminosäuren­Stoffwechsel u n d Auf­

n a h m e r ad ioak t i ven C h r o m a t s un te rsucht wur­

den 7 · 8 · 9 . D ie r e g e n e r i e r e n d e , pe r fund i e r t e L e b e r 

k ö n n t e abe r auch ein geeignetes Sys t em dars te l len , 

u m die Synthese der D N S u n d das V e r h a l t e n der 

\ r or s tu f en der D N S zu un te rsuchen , denn ke ine ande­

ren Stoffwechselvorgänge als d ie anabo l i schen u n d 

katabol i schen R e a k t i o n e n der D N S in de r L e b e r 

selbst b r auchen h ie r berücksicht igt w e rd en . 

E x p e r i m e n t e l l e s 

Männliche Rat ten vom Wistarstamm, denen 18 Stdn. 

vor der Perfusion bzw. der Blutentnahme das Fut ter 

entzogen wurde, wurden für alle Untersuchungen ver­

wandt. 

Part iel le Hepatektomie der Leberdonor­Ratten — 

Entfernung von 60% der Leber — wurde zu verschiede­

nen Zeiten vor der Perfusion durchgeführt 1 0 . Fü r die 

Perfusion wurde nach der Methode von MILLER 1 · 3 

Pfortader, Gallengang und Vena cava inf. canüliert , die 

Leber isoliert, und in der Perfusions­Apparatur nach 

M i l l e r mit Sauerstoff reichem Perfusat durchströmt. 

In dieser Anordnung war der Oxygenator durch einen 

neuer Konstruktion ersetzt, in dem sich drehende, 

schräge Plastikscheiben das Blut in Kontakt mit dem 

1 L. L. MILLER, C. G. BLY, M. L.WATSON U. W. F. BALE, J. exp. 

Medicine 94, 431 [1951]. 
2 L. L. MILLER, W. T. BURKE u. D. E. HAFT, Federat. Proc. 

14, 707 [1955]. 
3 M. GREEN u. L. L. MILLER, J. biol. Chemistry 235, 3202 

[I960], 
4 L. I,. MILLER, Nutrit. Rev. 17, 225 [1959]. 
' K. I. ALTMANN. L. L. MILLER u. C. G. BLY, Arch. Biochemi­

stry 31, 329 [1951]. 

0 G. Β. GERUER. G. GERBER, T. KOSZALKA u. L. L. MILLER, 

J. biol. Chemistry 237, 2246 [1962]. 
7 G. F. LEONG, R. L. PESOTTI u. R. W. BRAUER, Amer. J. Phy­

siol. 197.880 [1959]. 
8 W. T. BURKE, Cancer Res. 22, 10 [1962]. 
" L. L. MILLER U. W. STAIU, persönliche Mitteilung. 

10 L. L. HIGGINS U. R. M. ANDERSON, Arch. Pathology 12, 186 

[1931]. 
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vorbeiströmenden Gasgemisch (95% Sauerstoff, 5% 

Kohlendioxyd) b r a c h t e n u . Das Perfusat bestand aus 

40 — 50 ml heparinisiertem, frischem Rattenblut, das 

durch Herzpunktion gewonnen wurde und das mit 1/3 

Volumen R i n g e r verdünnt wurde. Glucose (150 mg) 

wurde ebenfalls dem Perfusat zugesetzt. 

Die Perfusion wurde unter einem Druck von 14 cm 

Wasser an der Pfortader durchgeführt und konnte für 

5 — 7 Stdn. aufrecht erhalten werden. Der Durchfluß be­

trug 1 —1,5 ml/min pro g Leber und war zu Beginn 

bei normalen und partiell hepatektomierten Lebern 

etwa derselbe. Nach 3 ­ 5 Stdn. fiel der Durchfluß in 

der partiell hepatektomierten Leber oft deutlich ab, 

während er in der normalen Leber konstant blieb. Die 

Perfusion wurde nach 6 — 7 Stdn. unterbrochen oder 

wenn der Fluß unter 0,9 ml/min pro g Leber gefallen 

war. 

Gallenfluß war reichlich ( 1 - 2 μ 1 / π ύ η pro g Leber) 
in normaler Leber und von 48 Stdn. an nach partieller 
Hepatektomie. Zu früheren Zeiten nach partieller 

Hepatektomie konnte nidit bei allen Tieren ein befrie­

digender Gallenfluß erhalten werden. 

Zu Anfang der Perfusion wurden 50 μΟ 3H­Thymi­

din (1,5 · 107 cpm, spezifische Aktivität 3 C/mMol) und 

nach 3 Stdn. eine gleich große zweite Dosis dem Per­

fusat zugegeben. Zu verschiedenen Zeiten während der 

Perfusion wurden dem Perfusat Proben (2 ml) ent­

nommen. Vor Zugabe der zweiten Dosis Thymidin 

wurde ein Leberlappen abgebunden und entfernt. Am 

Ende der Perfusion wurde die restliche Leber von frem­

dem Gewebe gesäubert. Die Leberproben wurden ge­

wogen, ein kleines Stückchen in Carnoy fixiert und 

der Rest in der 10­fachen Menge "Wasser homogenisiert. 

Proteine und Nucleinsäuren wurden dann mit 1/10 Vo­

lumen 6­Ti. Perchlorsäure ausgefällt, die säurelöslichen 

Substanzen mit 0,6­n. Perdilorsäure ausgewaschen, das 

Präzipitat mit Alkohol und Aceton entfettet und schließ­

die Nucleinsäuren mit 0,6­n. Perchlorsäure für 15 Min. 

bei 90° extrahier t 1 2 . In dieser Lösung wurde die Kon­

zentration der DNS mittels der B u r t o n s c h e n Modi­

fikation des D i s c h e ­ Tests 13 und die Radioaktivität 

durch „Liquid scintillation counting" (Packard Tri­

carb) bestimmt. 

Die in Carnoy fixierten Leberstückchen wurden in 

Paraffin eingebettet, auf 5 μ Dicke geschnitten und 

Autoradiographien mit flüssiger Ilford L4­Emulsion 

hergestellt. Die Schnitte wurden für 3 — 5 Tage belich­

tet und nach Entwickeln mit Hämotoxylin­Eosin ge­

färbt. 

Nach Enteiweißen mit Pikrinsäure wurde in dem 

Perfusat die gesamte und nicht flüchtige (nach Eintrock­

nen bei Zimmertemperatur) Radioaktitvität, Glucose 14, 

Harnstoff15 und Aminosäuren I 6 bestimmt. Glucosever­

wertung, Harnstoffbildung und Aminosäurespiegel stel­

len Indikatoren für die Funktionstüchtigkeit der Leber 

d a r 3 · 4 . 

E r g e b n i s s e u n d D i s k u s s i o n 

T a b . 1 enthäl t Wer t e für die spezifische Aktivi tät 

der D N S nach Per fus ion zu verschiedenen Zeiten 

nach par t ie l ler Hepa tek tomie . Es ist ersichtlich, daß 

in der no rma len Leber w ä h r e n d der Perfus ion genau 

so wie im intakten Tier n u r wenig T h y m i d i n in die 

D N S e ingebaut wi rd . V o n 18 S tdn . an nach part iel­

ler Hepa tek tomie steigt de r E inbau in der Perfus ion 

jedoch sehr rasch an u n d erreicht ein M a x i m u m 

zwischen 2 4 bis 4 8 Stdn . nach par t ie l ler Hepat­

ektomie . E in quant i ta t iver Vergleich ist jedoch 

schwierig, da noch keine Wer te für die spezifische 

Radioakt iv i tä t u n d Konzen t ra t ion der Vorstufen der 

D N S vorl iegen. Solche Bes t immungen sind jedoch 

derzeit im Gange. 

Zeit nach 

partieller 
Hepatektomie 

[Stdn.] 

18 
24 
36 
48 
60 
72 
96 

Zahl 
der 

Tiere 

4 
4 
4 
2 
3 
2 
3 
1 

Initiale Periode 

DNS 

Spezifische Gesamt­
Aktivität aktivität 
[dpm/^ig] [dprn­10­β] 

65 0,71 
236 0,91 

1450 6,15 
1750 8,75 
2510 12,8 
1370 8,10 
885 5,15 
870 5,80 

Zweite Periode 

DNS 

Spezifische Gesamt­

Aktivität aktivität 
[dpm/^g] 

100,8 

940 
3220 
3180 
4850 
2540 
2200 
1620 

[dpm­10­6] 

1,23 

3,54 
14,5 
15,7 
26,0 
12,3 
12,2 
10,7 

Tab. 1. Spezifische und Gesamtradioaktivität der DNS nach Perfusion der regenerierenden Leber mit 3H­Thymidin (zweimal 

50 μΟ [1,11· 10s dpm] im Abstand von 3 Stunden). 

11 G. B. GERBER, J. appi. Physiology, im Druck. 
12 W. C. SCHNEIDER, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]. 
13 Κ. BURTON, Biochem. J. 62, 315 [1956]. 
14 Ν. NELSON, J. biol. Chemistry 153, 375 [1944]. 

1 5 J. M. LEVINE, R. LEON u. F. STEIGMANN, Clin. Chem. [New 

York] 7,488 [1961]. 
10 H. ROSEN, Arch. Biochemistry 67,10 [1957]. 
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Der Einbau von Thymidin in die DNS erfolgt 

nicht nur während der initialen Periode der Per­

fusion, sondern auch, wie Tab. 1 zeigt, während des 

zweiten 3­Stdn.­Intervalls. Fällt diese Zeit in eine 

Periode rascher Zunahme der DNS synthetisieren­

den Aktivität, wie z. B. von 21 bis 24 Stdn. im Ver­

gleich zu 18 bis 21 Stdn. nach partieller Hepat­

ektomie, so findet sich oft eine Zunahme der DNS­

Synthese auch in der perfundierten Leber. In ande­

ren Worten, nicht nur die DNS­Synthese selbst bleibt 

während der Perfusion intakt, sondern auch die Vor­

gänge, die zur DNS­Synthese führen und sie indu­

zieren. 

Die Anzahl markierter Zellkerne ist gering (370 

pro 105 Kerne) in normaler Leber, erreicht ein 

Maximum nach 2 4 ­ 4 8 Stdn. (13 300 pro 105) und 

fällt dann wieder ab. Ein quantitativer Vergleich mit 

Abb. 1. Gesamte und nichtflüchtige Radioaktivität während 
der Perfusion einer isolierten Rattenleber nach Zusatz von 
3H­Thymidin (50 μΟ bei Beginn der Perfusion, 50 μΟ nadi 
3 Stunden). Es handelte sich um eine 24 Stdn. vor der Per­
fusion partiell (60?¿) hepatektomierte Leber von 4,2 g Ge­
wicht. Ein Leberlappen (0,43 g) wurde nach 3 Stdn. entfernt. 

Das Volumen des Perfusate betrug 45 Milliliter. 

den Verhältnissen im intakten Tier erscheint aus den 

erwähnten Gründen auch hier unsicher. 

Die gesamte Radioaktivität im Perfusat nimmt 

nur wenig ab (Abb. 1 ) , dagegen fällt die nicht 

flüchtige Radioaktivität unter gleichzeitiger Bildung 

flüchtiger radioaktiver Verbindungen (Tritiumwas­

ser) rasch ab. Es ist daher anzunehmen, daß schon 

verhältnismäßig kurze Zeit (60 Min.) nach der Gabe 

radioaktiven Thymidine nur noch wenig davon für 

die DNS­Synthese zur Verfügung steht. Dies stimmt 

mit den Beobachtungen NYGAARDS 1 8 überein, der im 

intakten Tier ebenfalls 1 Stde. nach Injektion von 
3H­Thymidin keine nennenswerte Menge Radioakti­

vität in der Thymidinfraktion nachweisen konnte. 

Die Verteilung der Radioaktivität in der nicht­

flüchtigen Fraktion des Blutes ist noch nicht bekannt. 

Vorläufige Untersuchungen zeigen, daß ein Teil da­

von in Form von /?­Aminoisobuttersäure vorliegt 

und daß die Radioaktivität in dieser Fraktion wäh­

rend der Perfusion zunächst zu­ und dann wieder 

abnimmt. Von der gesamten als Thymidin zugegebe­

nen Radioaktivität werden etwa 0,7% in die normale 

Leber und bis 13% in die Leber nach partieller 

Hepatektomie eingebaut. In der säurelöslichen Frak­

tion finden sich zwischen 2 und 5%, davon stellen 

etwa 0,3 — 1% nichtflüchtige radioaktive Bestandteile 

dar. 

Weitere Untersuchungen, z. T. unter Verwendung 
14C­markierten Thymidins und anderer Nucleotide, 

sollen klären wie groß „Pools" und Umsatz der 

Vorstufen der DNS­Synthese sind, insbesondere 

wieviel von dem de novo synthetisierten Thymidin 

tatsächlich für die DNS­Synthese verwandt wird und 

wieviel davon abgebaut wird. Immerhin zeigen die 

gegenwärtigen Ergebnisse, daß die isolierte perfun­

dierte Rattenleber in der Lage ist DNS zu bilden 

und daß dieses System für die Untersuchung ver­

schiedener Aspekte der DNS­Synthese brauchbar ist. 

Mme LAMBIET­COLLIER danken wir für ihre Hilfe bei 
der Herstellung der Autoradiographien. 

A. A. NOVIKOFF u. V. R. POTTER, J. biol. Chemistrv 173, 223 

[1948]. 
O. F. NYGAARD U. R. L. POTTER, Rad. Res. 10, 462 [1959]. 
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Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. A. BUTENANDT zum 60. Geburtstag gewidmet 

Der Einbau tritium­markierten Thymidins in die DNS wurde in der isolierten perfundierten 
Leber nach partieller Hepatektomie untersucht. Ähnlich wie im intakten Tier nimmt in der perfun­
dierten Leber die DNS­Synthese 18 —36 Stdn. nach partieller Hepatektomie zu und danach wieder 
ab. Das radioaktive Thymidin wird durch die Leber rasch abgebaut, so daß 30 Min. nach Gabe von 
"H­Thymidin bereits 60% des Tritiums in flüchtiger Form vorliegt. Von dem zugegebenen 3H­Thymi­
din wird etwa 0,7% in die DNS normaler Leber und bis etwa 13% in die DNS partiell hepatekto­
miertcr Leber eingebaut. 

Methoden der Organperfusion haben es ermög­

licht, viele biochemische und physiologische Funk­

tionen unter Bedingungen zu untersuchen, unter 

denen die wechselseitige Beeinflussung verschiedener 

Organe und die hormonelle und nervöse Regulation 

ausgeschaltet werden können, die aber dennoch den 

Bedingungen im intakten Organismus weitgehend 

entsprechen. So haben Untersuchungen an der iso­

lierten perfundierten Rattenleber gezeigt, daß dieses 

Organ über einen Zeitraum von 6 — 8 Stdn. in der 

Lage ist, komplexe biochemische Funktionen, wie 

Proteinsynthese und A b b a u 1 ­ 4 , Harnstoffbildung2, 

Synthese von Cholesterin5 und Kreat in β mit einer 

Ausbeute durchzuführen, die der im intakten Orga­

nismus etwa entspricht. 

Die außerordentliche Regenerations­Fähigkeit der 

Leber nach partieller Hepatektomie, die sich in einer, 

z. T. synchronisierten, vermehrten DNS­Synthese 

und Mitosewelle und auch in einer Zunahme der 

Synthese von Proteinen und von anderen Makro­

molekülen ausprägt, hat die regenerierende Leber 

zu einem wertvollen Werkzeug für das Studium der 

Synthese von Desoxyribonucleinsäuren (DNS) und 

Proteinen gemacht. An der perfundierten Leber nach 

partieller Hepatektomie liegen jedoch bis jetzt nur 

vereinzelte Untersuchungen vor, in denen vor allem 

Protein und Aminosäuren­Stoffwechsel und Auf­

nahme radioaktiven Chromats untersucht wur­

den 7 ' 8 · 9 . Die regenerierende, perfundierte Leber 

könnte aber auch ein geeignetes System darstellen, 

um die Synthese der DNS und das Verhalten der 

Vorstufen der DNS zu untersuchen, denn keine ande­

ren Stoffwechselvorgänge als die anabolischen und 

katabolischen Reaktionen der DNS in der Leber 

selbst brauchen hier berücksichtigt werden. 

Exper imente l l e s 

Männliche Ratten vom Wistarstamm, denen 18 Stdn. 
vor der Perfusion bzw. der Blutentnahme das Futter 
entzogen wurde, wurden für alle Untersuchungen ver­
wandt. 

Partielle Hepatektomie der Leberdonor­Ratten — 
Entfernung von 60% der Leber — wurde zu verschiede­
nen Zeiten vor der Perfusion durdigeführt10. Für die 
Perfusion wurde nach der Methode von MILLER ' · 3 

Pfortader, Gallengang und Vena cava inf. canüliert, die 
Leber isoliert, und in der Perfusions­Apparatur nach 
M i l l e r mit sauerstoffreichem Perfusat durchströmt. 
In dieser Anordnung war der Oxygenator durch einen 
neuer Konstruktion ersetzt, in dem sich drehende, 
schräge Plastikscheiben das Blut in Kontakt mit dem 

1 L . L. MILLER, C. G. BLY, M. L.WATSON u. W. F . BALE, J . exp. 

Medic ine 94 , 431 [ 1 9 5 1 ] . 
2 L. L. MILLER, W. T. BUKKE U. D. E. HAFT, Federa t . P roc . 

14, 707 [ 1 9 5 5 ] . 
3 M. GREEN­ U. L. L. MILLER, J . biol. Chemis t ry 2 3 5 , 3202 

[ I 9 6 0 ] . 
4 L. L. MILLER, Nut r i t . Rev. 17, 225 [ 1 9 5 9 ] . 

' K. I. ALTMANN. L. L. MILLER U. C. G. BLY, Arch. Biochemi­

stry 3 1 , 329 [ 1 9 5 1 ] . 

c G. B. GERBER, G. GERBER, T. KOSZALKA U. L. L. MILLER, 

J. biol. Chemistry 237, 2246 [ 1 9 6 2 ] . 
7 G. F . LEONG, R. L. PESOTTI U. R. W. BRAUER, Amer . J . Phy­

siol. 197, 880 [ 1 9 5 9 ] . 
8 W. T . BURKE, Cancer Res . 22 , 10 [ 1 9 6 2 ] . 
n L. L. MILLER U. W. STAIB, persönliche Mi t te i lung . 

1 0 L. L. HIGGINS u. R. M. ANDERSON, Arch. Pa tho logy 12 , 186 

[ 1 9 3 1 ] . 
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vorbeiströmenden Gasgemisdi (95% Sauerstoff, 5% 

Kohlendioxyd) b r a c h t e n n . Das Perfusat bestand aus 

40 — 50 ml heparinisiertem, frischem Rattenblut, das 

durch Herzpunktion gewonnen wurde und das mit 1/s 

Volumen R i n g e r verdünnt wurde. Glucose (150 mg) 

wurde ebenfalls dem Perfusat zugesetzt. 

Die Perfusion wurde unter einem Druck von 14 cm 

Wasser an der Pfortader durchgeführt und konnte für 

5 — 7 Stdn. aufrecht erhalten werden. Der Durchfluß be­

trug 1 —1,5 ml/min pro g Leber und war zu Beginn 

bei normalen und partiell hepatektomierten Lebern 

etwa derselbe. Nach 3 — 5 Stdn. fiel der Durchfluß in 

der partiell hepatektomierten Leber oft deutlich ab, 

während er in der normalen Leber konstant blieb. Die 

Perfusion wurde nach 6 —7 Stdn. unterbrochen oder 

wenn der Fluß unter 0,9 ml/min pro g Leber gefallen 

war. 

Gallenfluß war reichlich (1 — 2 μΐ/min pro g Leber) 
in normaler Leber und von 48 Stdn. an nach partieller 
Hepatektomie. Zu früheren Zeiten nach partieller 

Hepatektomie konnte nidit bei allen Tieren ein befrie­

digender Gallenfluß erhalten werden. 

Zu Anfang der Perfusion wurden 50 μϋ 3H-Thymi-
din ( l , 5 - 1 0 7 c p m , spezifische Aktivität 3 C/mMol) und 

nach 3 Stdn. eine gleich große zweite Dosis dem Per­

fusat zugegeben. Zu verschiedenen Zeiten während der 

Perfusion wurden dem Perfusat Proben (2 ml) ent­

nommen. Vor Zugabe der zweiten Dosis Thymidin 

wurde ein Leberlappen abgebunden und entfernt. Am 

Ende der Perfusion wurde die restliche Leber von frem­

dem Gewebe gesäubert. Die Leberproben wurden ge­

wogen, ein kleines Stückchen in Carnoy fixiert und 

der Rest in der 10­fadien Menge Wasser homogenisiert. 

Proteine und Nucleinsäuren wurden dann mit 1/10 Vo­

lumen 6­71. Perdilorsäure ausgefällt, die säurelöslichen 

Substanzen mit 0,6­;¡. Perchlorsäure ausgewaschen, das 

Präzipitat mit Alkohol und Aceton entfettet und schließ­

die Nucleinsäuren mit 0,6­rc. Perdilorsäure für 15 Min. 

bei 90° extrahier t 1 2 . In dieser Lösung wurde die Kon­

zentration der DNS mittels der B u r t o η schen Modi­

fikation des D i s c h e ­ Tests 13 und die Radioaktivität 

durch „Liquid scintillation counting" (Packard Tri­

carb) bestimmt. 

Die in Carnoy fixierten Leberstückchen wurden in 

Paraffin eingebettet, auf 5 μ Dicke geschnitten und 

Autoradiographien mit flüssiger Ilford L4­Emulsion 

hergestellt. Die Schnitte wurden für 3 — 5 Tage belich­

tet und nach Entwickeln mit Hämotoxylin­Eosin ge­

färbt. 

Nadi Enteiweißen mit Pikrinsäure wurde in dem 

Perfusat die gesamte und nicht flüchtige (nadi Eintrock­

nen bei Zimmertemperatur) Radioaktitvität, Glucose 14, 

Harnstoff 1δ und Aminosäuren 16 bestimmt. Glucosever­

wertung, Harnstoffbildung und Aminosäurespiegel stel­

len Indikatoren für die Funktionstüchtigkeit der Leber 

d a r 3 · " . 

E r g e b n i s s e u n d D i s k u s s i o n 

T a b . 1 enthäl t Wer t e für die spezifische Aktivi tät 

der D N S nach Per fus ion zu verschiedenen Zeiten 

nach part iel ler Hepa tek tomie . Es ist ersichtlich, daß 

in der no rma len Leber w ä h r e n d der Perfus ion genau 

so wie im in takten T ie r n u r wenig T h y m i d i n in die 

D N S e ingebaut wi rd . Von 18 Stdn. an nach part iel­

ler Hepa tek tomie steigt der E inbau in der Perfus ion 

jedoch sehr rasch an und erreicht ein M a x i m u m 

zwischen 2 4 bis 4 8 Stdn . nach par t ie l ler Hepat­

ektomie . E in quant i ta t iver Vergleich ist jedoch 

schwierig, da noch keine Wer te für die spezifische 

Radioakt iv i tä t u n d Konzent ra t ion der Vorstufen der 

D N S vorl iegen. Solche Bes t immungen sind jedoch 

derzeit im Gange. 

Zeit nach 
partieller 

Hepatektomie 
[Stdn.] 

Kontrolle 
18 
24 
36 
48 
60 
72 
96 

Zahl 

Tiere 

4 
4 
4 
2 
3 
9 

3 
1 

Initiale Periode 

Spezifische 
Aktivität 
[dpm/iig] 

65 
236 

1450 
1750 
2510 
1370 
885 
870 

DNS 

. L 

Gesamt­
aktivität 

[dpm­10­6] 

0,71 

0,91 
6,15 
8,75 

12,8 
8,10 
5.15 
5,80 

Zweite Periode 

Spezifische 

Aktivität 
[dpm/^g] 

100,8 

940 
3220 
3180 
4850 
2540 
2200 
1620 

DNS 

Gesamt­
aktivität 

[dpm­lC­° 

1,23 

3,54 
14,5 
15,7 
26,0 
12,3 
12,2 
10.7 

Tab. 1. Spezifische und Gesamtradioaktivität der DNS nadi Perfusion der regenerierenden Leber mit 3H­Thymidin (zweimal 
50,uC [1,11­108 dpm] im Abstand von 3 Stunden). 

11 G. B. GERBER, J. appi. Physiology, im Druck. 
12 W. C. SCHNEIDER, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]. 
13 Κ. BURTON, Biochem. J. 62, 315 [1956]. 
14 Ν. NELSON, J. biol. Chemistry 153, 375 [1944]. 

J. M. LEVINE, R. LEON U. F. STEIGMANN, Clin. Chem. [New 

York] 7,488 [1961]. 
H. ROSEN, Arch. Biodiemistry 67,10 [1957]. 
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Der Einbau von Thymidin in die DNS erfolgt 

nicht nur während der initialen Periode der Per­

fusion, sondern auch, wie Tab. 1 zeigt, während des 

zweiten 3­Stdn.­Intervalls. Fällt diese Zeit in eine 

Periode rascher Zunahme der DNS synthetisieren­

den Aktivität, wie z. B. von 21 bis 24 Stdn. im Ver­

gleich zu 18 bis 21 Stdn. nach partieller Hepat­

ektomie, so findet sich oft eine Zunahme der DNS­

Synthese auch in der perfundierten Leber. In ande­

ren Worten, nicht nur die DNS­Synthese selbst bleibt 

während der Perfusion intakt, sondern auch die Vor­

gänge, die zur DNS­Synthese führen und sie indu­

zieren. 

Die Anzahl markierter Zellkerne ist gering (370 

pro 105 Kerne) in normaler Leber, erreicht ein 

Maximum nach 2 4 ­ 4 8 Stdn. (13 300 pro 105) und 

fällt dann wieder ab. Ein quantitativer Vergleich mit 

Abb. 1. Gesamte und niditflüditige Radioaktivität während 
der Perfusion einer isolierten Rattenleber nach Zusatz von 
3H­Thymidin (50 μ€ bei Beginn der Perfusion, 50 μΟ nadi 
3 Stunden). Es handelte sidi um eine 24 Stdn. vor der Per­
fusion partiell (60%) hepatektomierte Leber von 4,2 g Ge­
wicht. Ein Leberlappen (0,43 g) wurde nach 3 Stdn. entfernt. 

Das Volumen des Perfusats betrug 45 Milliliter. 

den Verhältnissen im intakten Tier erscheint aus den 

erwähnten Gründen auch hier unsicher. 

Die gesamte Radioaktivität im Perfusat nimmt 

nur wenig ab (Abb. 1 ) , dagegen fällt die nicht 

flüchtige Radioaktivität unter gleichzeitiger Bildung 

flüchtiger radioaktiver Verbindungen (Tritiumwas­

ser) rasch ab. Es ist daher anzunehmen, daß schon 

verhältnismäßig kurze Zeit (60 Min.) nach der Gabe 

radioaktiven Thymidins nur noch wenig davon für 

die DNS­Synthese zur Verfügung steht. Dies stimmt 

mit den Beobachtungen NYGAARDS 1 8 überein, der im 

intakten Tier ebenfalls 1 Stde. nach Injektion von 
3H­Thymidin keine nennenswerte Menge Radioakti­

vität in der Thymidinfraktion nachweisen konnte. 

Die Verteilung der Radioaktivität in der nicht­

flüchtigen Fraktion des Blutes ist noch nicht bekannt. 

Vorläufige Untersuchungen zeigen, daß ein Teil da­

von in Form von /?­Aminoisobuttersäure vorliegt 

und daß die Radioaktivität in dieser Fraktion wäh­

rend der Perfusion zunächst zu­ und dann wieder 

abnimmt. Von der gesamten als Thymidin zugegebe­

nen Radioaktivität werden etwa 0,7% in die normale 

Leber und bis 13% in die Leber nach partieller 

Hepatektomie eingebaut. In der säurelöslichen Frak­

tion finden sich zwischen 2 und 5%, davon stellen 

etwa 0,3 — 1% nichtflüchtige radioaktive Bestandteile 

dar. 

Weitere Untersuchungen, z. T. unter Verwendung 
14C­markierten Thymidins und anderer Nucleotide, 

sollen klären wie groß „Pools" und Umsatz der 

Vorstufen der DNS­Synthese sind, insbesondere 

wieviel von dem de novo synthetisierten Thymidin 

tatsächlich für die DNS­Synthese verwandt wird und 

wieviel davon abgebaut wird. Immerhin zeigen die 

gegenwärtigen Ergebnisse, daß die isolierte perfun­

dierte Rattenleber in der Lage ist DNS zu bilden 

und daß dieses System für die Untersuchung ver­

schiedener Aspekte der DNS­Synthese brauchbar ist. 

Mme LAMBIET­COLLIER danken wir für ihre Hilfe bei 
der Herstellung der Autoradiographien. 

17 A. A. NOVIKOFF u. V. R. POTTER, J. biol. Chemistry 173, 223 

[1948]. 

1 8 O. F. NYGAARD U. R. L. POTTER, Rad. Res. 10, 462 [1959]. 
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