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Synthese der Desoxyribonucleinsiure
in der isolierten perfundierten Rattenleber

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

Von G. B. Gerser und J. Remy-DEFRAIGNE

Aus dem Euratom und Centre d’Etude de I’Energie Nucléaire, Dep. Radiobiologie, Mol-Belgien
(Z. Naturlorschg. 18 b, 216—218 [1963] ; eingegangen am 22, Dezember 1962)

Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. A, Burenanor zum 60. Geburtstag gewidmet

Der Einbau tritium-markierten Thymidins in die DNS wurde in der isolierten perfundierten
Leber nach partieller Hepatektomie untersucht. Ahnlich wic im intakten Tier nimmt in der perfun-
dierten Leber dic DNS-Synthese 18— 36 Stdn. nach partieller Hepatektomie zu und danach wieder
ab. Das radioaktive Thymidin wird durch die Leber rasch abgebaut, so da3 30 Min. nach Gabe von
3H-Thymidin bereits 60% des Tritiums in fliichtiger Form vorliegt. Von dem zugegebenen 3H-Thymi-
din wird etwa 0,7% in die DNS normaler Leber und bis etwa 13% in die DNS partiell hepatekto-

mierter Leber cingebaut.

Methoden der Organperfusion haben es ermdg-
licht, viele biocliemische und physiologische Funk-
tionen unter Bedingungen zu untersuchen, unter
denen die wechselseitige Beeinflussung verschiedener
Organe und die hormonelle und nervése Regulation
ausgeschaltet werden konnen, die aber dennoch den
Bedingungen im intakten Organismus weitgehend
entsprechen. So haben Untersuchungen an der iso-
lierten perfundierten Rattenleber gezeigt, dafl dieses
Organ iiber einen Zeitraum von 6 — 8 Stdn. in der
Lage ist, komplexe biochemische I'unktionen, wie
Proteinsynthese und Abbau !4, Harnstoffbildung 2,
Synthese von Cholesterin ® und Kreatin ¢ mit einer
Ausbeute durchzufiihren, die der im intakten Orga-
nismus etwa entspricht.

Die aulierordentliche Regenerations-I'ahigkeit der
Leber nach partieller Hepatektomie, die sich in einer,
z. T. synchronisierten, vermehrten DNS-Synthese
und Mitosewelle und auch in einer Zunahme der
Synthese von Proteinen und von anderen Makro-
molekiillen auspriagt, hat die regenerierende Leber
zu einem wertvollen Werkzeug fiir das Studium der
Synthese von Desoxyribonucleinsduren (DNS) und
Proteinen gemacht. An der perfundierten Leber nach
partieller Hepatektomie liegen jedoch bis jetzt nur

U L. .. Miner, C. G. By, M. L.Warsox u. W. F. Bavg, J. exp.

Medicine 94, 431 [1951].

L. L. Mimeer, W. T. Burke u. D. E. Harr, Federat. Proc.

14, 707 [1955].

M. Greex u. L. L. Mitier, J. biol. Chemistry 235, 3202

[1960].

L. T.. Mirrer, Nutrit. Rev. 17, 225 [1959].

K. L. Avraasy, L. L. Mieer u. C. G. Bry, Arch. Biochemi-
stry 31, 329 [1951].
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vereinzelte Untersuchungen vor, in denen vor allem
Protein und Aminosiuren-Stoffwechsel und Auf-
nahme Chromats untersucht
den7' %9 Die regenerierende, perfundierte Leber
kénnte aber auch ein geeignetes System darstellen,
um die Synthese der DNS und das Verhalten der
Vorstufen der DNS zu untersuchen, denn keine ande-
ren Stoffwechselvorgiinge als die anabolischen und
katabolischen Reaktionen der DNS in der Leber

selbst brauchen hier beriicksichtigt werden.

radioaktiven wur-

Experimentelles

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

Partielle Hepatektomie der Leberdonor-Ratten —
Entlernung von 60% der Leber — wurde zu verschiede-
nen Zeiten vor der Perfusion durchgefiihrt 10, Fiir die
Perfusion wurde nach der Methode von MiiLer b3
Pfortader, Gallengang und Vena cava inf. caniiliert, die
Leber isoliert, und in der Perfusions-Apparatur nach
Miller mit sauerstoffreichem Perfusat durchstrémt.
In dicser Anordnung war der Oxygenator durch einen
neucer Konstruktion ersetzt, in dem sich drehende,
schriige Plastikscheiben das Blut in Kontakt mit dem

% G. B. Gerser, G. Geroer, T. Koszarka u. L. L. MiLLEr,
J. biol. Chemistry 237, 2246 [1962].

7 G. F. Leoxe, R. L. Pesorrr u. R. W. Brauer, Amer. J. Phy-
siol. 197, 880 [1959].

8 W.T. Burkr, Cancer Res. 22, 10 [1962].

L. L. Mirrer u. W. Stais, personliche Mitteilung.

10 1., L. Hiceins u. R. M. Axprrsox, Arch. Pathology 12, 186

[1931].



SYNTHESE DER DESOXYRIBONUCLEINSAURE

vorbeistromenden Gasgemisch (95% Sauerstoff, 5%
Kohlendioxyd) brachten !. Das Perfusat bestand aus
40 —50 m] heparinisiertem, frischem Rattenblut, das
durch Herzpunktion gewonnen wurde und das mit 1/g
Volumen Rin ger verdiinnt wurde. Glucose (150 mg)
wurde ebenfalls dem Perfusat zugesetzt.

Die Perfusion wurde unter einem Druck von 14 cm
Wasser an der Pfortader durchgefithrt und konnte fiir
5_7 Stdn. aufrecht erhalten werden. Der Durchfluf} be-
trug 1—1,5ml/min pro g Leber und war zu Beginn
bei normalen und partiell hepatektomierten Lebern
etwa derselbe. Nach 3 —5 Stdn. fiel der Durchflul} in
der partiell hepatektomierten Leber oft deutlich ab,
wihrend er in der normalen Leber konstant blieb. Die
Perfusion wurde nach 6 —7 Stdn. unterbrochen oder
wenn der FluB unter 0,9 ml/min pro g Leber gefallen
war.

Gallenflul war reichlich (1—2 ul/min pro g Leber)
in normaler Leber und von 48 Stdn. an nach partieller
Hepatektomie. Zu friiheren Zeiten nach partieller
Hepatektomie konnte nicht bei allen Tieren ein befrie-
digender Gallenflul erhalten werden.

Zu Anfang der Perfusion wurden 50 xC *H-Thymi-
din (1,5-107 cpm, spezifische Aktivitit 3 C/mMol) und
nach 3 Stdn. eine gleich grofle zweite Dosis dem Per-
fusat zugegeben. Zu verschiedenen Zeiten wihrend der
Perfusion wurden dem Perfusat Proben (2ml) 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 gesdubert. Die Leberproben wurden ge-
wogen, ein kleines Stiickchen in Carnoy fixiert und
der Rest in der 10-fachen Menge Wasser homogenisiert.
Proteine und Nucleinsiuren wurden dann mit 1/10 Vo-
lumen 6-n. Perchlorsiure ausgefillt, die sdureloslichen
Substanzen mit 0,6-n. Perchlorsdure ausgewaschen, das
Priizipitat mit Alkohol und Aceton entfettet und schlieB3-
die Nucleinsduren mit 0,6-n. Perchlorsiure fiir 15 Min.
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bei 90° extrahiert 2, In dieser Losung wurde die Kon-
zentration der DNS mittels der Bur ton schen Modi-
fikation des Dische-Tests!® und die Radioaktivitit
durch ,Liquid scintillation counting® (Packard Tri-
carb) bestimmt.

Die in Carnoy fixierten Leberstiickchen wurden in
Paraffin eingebettet, auf 5 u Dicke geschnitten und
Autoradiographien mit fliissiger Ilford L4-Emulsion
hergestellt. Die Schnitte wurden fiir 3—5 Tage belich-
tet und nach Entwickeln mit Himotoxylin-Eosin ge-
farbt.

Nach Enteiweilen mit Pikrinsiure wurde in dem
Perfusat die gesamte und nicht fliichtige (nach Eintrock-
nen bei Zimmertemperatur) Radioaktitvitit, Glucose 4,
Harnstoff 1> und Aminosduren !¢ bestimmt. Glucosever-
wertung, Harnstoffbildung und Aminoséurespiegel stel-
len Indikatoren fiir die Funktionstiichtigkeit der Leber
dar % 4.

Ergebnisse und Diskussion

Tab. 1 enthilt Werte fiir die spezifische Aktivitat
der DNS nach Perfusion zu verschiedenen Zeiten
nach partieller Hepatektomie. Es ist ersichtlich, daf
in der normalen Leber wahrend der Perfusion genau
so wie im intakten Tier nur wenig Thymidin in die
DNS eingebaut wird. Von 18 Stdn. an nach partiel-
ler Hepatektomie steigt der Einbau in der Perfusion
jedoch sehr rasch an und erreicht ein Maximum
zwischen 24 bis 48 Stdn. nach partieller Hepat-
ektomie. Ein quantitativer Vergleich ist jedoch
schwierig, da noch keine Werte fiir die spezifische
Radioaktivitit und Konzentration der Vorstufen der
DNS vorliegen. Solche Bestimmungen sind jedoch
derzeit im Gange.

Initiale Periode Zweite Periode
Zeit nach T
partieller Zdﬂ:_l ) o ENS, o _I DNS
Hep;t(zlktomle Tiere Spezifische Gesamt- 1 Spezifische Gesamt-
[Stdn.] Aktivitit aktivitdt | Aktivitdt aktivitdt
[dpm/ug] |  [dpm-10~°] [dpm/ug]  [dpm 107°]
Kontrolle 4 65 0,71 100,8 1,23
18 4 236 ' 0,91 940 3,54
24 4 1450 6,15 : 3220 14,5
36 2 1750 K 8,75 ‘ 3180 15,7
48 3 2510 12,8 4850 26,0
60 2 1370 8,10 2540 12,3
72 3 885 5,15 2200 12,2
96 1 870 5,80 1620 10,7

Tab. 1. Spezifische und Gesamtradioaktivitit der DNS nach Perfusion der regenerierenden Leber mit *H-Thymidin (zweimal
50 uC [1,11-108 dpm] im Abstand von 3 Stunden).

G. B. Gerser, J. appl. Physiology, im Druck.

12 W. C. Scuneiper, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945].
13 K. Burtox, Biochem. J. 62, 315 [1956].

14 N, Necsox, J. biol. Chemistry 153, 375 [1944].

15 7. M. Levixe, R. Leox u. F. Steiemany, Clin. Chem. [New
York] 7, 488 [1961].
16 H. Rosex, Arch. Biochemistry 67,10 [1957].
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Synthese der Desoxyribonucleinsiure
in der isolierten perfundierten Rattenleber
I. Der Einbau von 3H-Thymidin in normale Leber und in Leber nach Partieller Hepatektomie

Von G. B. Gereer und J. Remy-DErralGNE

Aus dem Euratom und Centre d’Etude de I'Energie Nucléaire, Dep. Radiobiologie, Mol-Belgien
(Z. Naturforschg. 18 b, 216—218 [1963] ; eingegangen am 22. Dezember 1962)

Herrn Prof. Dr. Dr. h. ¢. A. Butenanor zum 60. Geburtstag gewidmet

Der Einbau tritium-markierten Thymidins in die DNS wurde in der isolierten perfundierten
Leber nach partieller Hepatektomie untersucht. Ahnlich wie im intakten Tier nimmt in der perfun-
dierten Leber die DNS-Synthese 18 —36 Stdn. nach partieller Hepatektomie zu und danach wieder
ab. Das radioaktive Thymidin wird durch die Leber rasch abgebaut, so dal 30 Min. nach Gabe von
H-Thymidin bereits 60% des Tritiums in fliichtiger Form vorliegt. Von dem zugegebenen 3H-Thymi-
din wird ctwa 0,7% in die DNS normaler Leber und bis ctwa 13% in die DNS partiell hepatekto-

mierter Leber eingebaut.

Methoden der Organperfusion haben es ermog-
licht, viele biochemische und physiologische I'unk-
tionen unter Bedingungen zu untersuchen, unter
denen die wechselseitige Beeinflussung verschiedener
Organe und die hormonelle und nervése Regulation
ausgeschaltet werden konnen, die aber dennoch den
Bedingungen im intakten Organismus weitgehend
entsprechen. So haben Untersuchungen an der iso-
lierten perfundierten Rattenleber gezeigt, dal} dieses
Organ iiber einen Zeitraum von 6 — 8 Stdn. in der
Lage ist, komplexe biochemische Funktionen, wie
Proteinsynthese und Abbau !~4, Harnstoftbildung 2,
Synthese von Cholesterin ® und Kreatin ¢ mit einer
Ausbeute durchzufiihren, die der im intakten Orga-
nismus etwa entspricht.

Die auflerordentliche Regenerations-Fihigkeit der
Leber nach partieller Hepatektomie, die sich in einer,
z. T. synchronisierten, vermehrten DNS-Synthese
und Mitosewelle und auch in einer Zunahme der
Synthese von Proteinen und von anderen Makro-
molekiilen auspragt, hat die regenerierende Leber
zu einem wertvollen Werkzeug fiir das Studium der
Synthese von Desoxyribonucleinsduren (DNS) und
Proteinen gemacht. An der perfundierten Leber nach
partieller Hepatektomie liegen jedoch bis jetzt nur

! L. L. Miter, C. G. Bry, M. L.Warsox u. W.F. Batg, J. exp.

Medicine 94, 431 [1951].

L. L. Micer, W. T. Burke u. D. E. Harr, Federat. Proc.

14, 707 [1955].

M. Grrex u. L. L. MiLLer, J. biol. Chemistry 235, 3202

[1960].

4 L. L. MiLier, Nutrit. Rev. 17, 225 [1959].

P K. L Avrmasy, L. L. Mioeer u. C. G. Bry, Arch. Biochemi-
stry 31, 329 [1951].
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vereinzelte Untersuchungen vor, in denen vor allem
Protein und Aminosduren-Stoffwechsel und Auf-
nahme radioaktiven Chromats untersucht
den?'%9 Die regenerierende, perfundierte Leber
konnte aber auch ein geeignetes System darstellen,
um die Synthese der DNS und das Verhalten der
Vorstufen der DNS zu untersuchen, denn keine ande-
ren Stoffwechselvorgéinge als die anabolischen und
katabolischen Reaktionen der DNS in der Leber

selbst brauchen hier beriicksichtigt werden.

wur-

Experimentelles

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

Partielle Hepatektomie der Leberdonor-Ratten —
Entfernung von 60% der Leber — wurde zu verschiede-
nen Zeiten vor der Perfusion durchgefiithrt !0, Fiir die
Perfusion wurde nach der Methode von MriLLgr b3
Pfortader, Gallengang und Vena cava inf. caniiliert, die
Leber isoliert, und in der Perfusions-Apparatur nach
Miller mit sauerstoffreichem Perfusat durchstromt.
In dieser Anordnung war der Oxygenator durch einen
neuer Konstruktion ersetzt, in dem sich drehende,
schirdge Plastikscheiben das Blut in Kontakt mit dem

S G. B. Gerser, G. Geroer, T. Koszarka u. L. L. MiLLER,
J. biol. Chemistry 237, 2246 [1962].

7 G. F. Lroxe, R. L. Pesortr u. R. W. Braver, Amer. J. Phy-
siol. 197, 880 [1959].

8 W. T. Burkr, Cancer Res. 22, 10 [1962].

? L. L. MirLer u. W. Srais, personliche Mitteilung.

10 1.. L. Hiceins u. R. M. Anperson, Arch. Pathology 12, 186
[1931].
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vorbeistromenden Gasgemisch (95% Sauerstoff, 5%
Kohlendioxyd) brachten!!. Das Perfusat bestand aus
40 —50 ml heparinisiertem, frischem Rattenblut, das
durch Herzpunktion gewonnen wurde und das mit 1/
Volumen Ringer verdiinnt wurde. Glucose (150 mig)
wurde ebenfalls dem Perfusat zugesetzt.

Die Perfusion wurde unter einem Druck von 14 cm
Wasser an der Pfortader durchgefithrt und konnte fiir
5—7 Stdn. aufrecht erhalten werden. Der Durchfluf} 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 Durchflul in
der partiell hepatektomierten Leber oft deutlich ab,
wiihrend er in der normalen Leber konstant blieb. Die
Perfusion wurde nach 6—7 Stdn. unterbrochen oder
wenn der FluB unter 0,9 ml/min pro g Leber gefallen
war.

Gallenflu war reichlich (1 —2 ul/min pro g Leber)
in normaler Leber und von 48 Stdn. an nach partieller
Hepatektomie. Zu fritheren Zeiten nach partieller
Hepatektomie konnte nicht bei allen Tieren ein befrie-
digender Gallenflul} erhalten werden.

Zu Anfang der Perfusion wurden 50 4C 3H-Thymi-
din (1,5-107 cpm, spezifische Aktivitat 3 C/mMol) und
nach 3 Stdn. eine gleich grolle zweite Dosis dem Per-
fusat zugegeben. Zu verschiedenen Zeiten wihrend der
Perfusion wurden dem Perfusat Proben (2ml) ent-
nommen. Yor Zugabe der zweiten Dosis Thymidin
wurde ein Leberlappen abgebunden und entfernt. Am
Fnde der Perfusion wurde die restliche Leber von frem-
dem Gewebe gesdubert. Die Leberproben wurden ge-
wogen, ein kleines Stiickchen in Carnoy fixiert und
der Rest in der 10-fachen Menge Wasser homogenisiert.
Proteine und Nucleinsiuren wurden dann mit 1/10 Vo-
lumen 6-n. Perchlorsdure ausgefillt, die siureloslichen
Substanzen mit 0,6-n. Perchlorsdure ausgewaschen, das
Prazipitat mit Alkohol und Aceton entfettet und schlief3-
die Nucleinsiuren mit 0,6-n. Perchlorsidure fiir 15 Min.
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bei 90° extrahiert 12, In dieser Losung wurde die Kon-
zentration der DNS mittels der B urtonschen Modi-
fikation des Dische-Tests!® und die Radioaktivitdt
durch ,Liquid scintillation counting” (Packard Tri-
carb) bestimmt.

Die in Carnoy fixierten Leberstiickchen wurden in
Paraffin eingebettet, auf 5 p Dicke geschnitten und
Autoradiographien mit fliissiger Ilford L4-Emulsion
hergestellt. Die Schnitte wurden fiir 3—5 Tage belich-
tet und nach Entwickeln mit Hdmotoxylin-Eosin ge-
farbt.

Nach Enteiweilen mit Pikrinsdure wurde in dem
Perfusat die gesamte und nicht fliichtige (nach Eintrock-
nen bei Zimmertemperatur) Radioaktitvitit, Glucose 4,
Harnstoff > und Aminosduren !¢ bestimmt. Glucosever-
wertung, Harnstoffbildung und Aminosédurespiegel stel-
len Indikatoren fiir die Funktionstiichtigkeit der Leber
dar 3 4,

Ergebnisse und Diskussion

Tab. 1 enthdlt Werte fiir die spezifische Aktivitat
der DNS nach Perfusion zu verschiedenen Zeiten
nach partieller Hepatektomie. Es ist ersichtlich, daf}
in der normalen Leber wihrend der Perfusion genau
so wie im intakten Tier nur wenig Thymidin in die
DNS eingebaut wird. Von 18 Stdn. an nach partiel-
ler Hepatektomie steigt der Einbau in der Perfusion
jedoch sehr rasch an und erreicht ein Maximum
zwischen 24 bis 48 Stdn. nach partieller Hepat-
ektomie. Ein quantitativer Vergleich ist jedoch
schwierig, da noch keine Werte fur die spezifische
Radioaktivitdt und Konzentration der Vorstufen der
DNS vorliegen. Solche Bestimmungen sind jedoch
derzeit im Gange.

" | Initiale Periode ‘ Zweite Periode
ZOi[ nach T -—W -] I
particller i Zdi}:_l o N Eys o ] VDNS ]
Hcpzéuilkmmle | Tiere Spezifische Gesamt- i Spezifische Gesamt-
(Stdn.] Aktivitit aktivitit | Aktivitit aktivitit
i [dpm/ug] [dpm-10—°] |  [dpm/ug] [dpm-16—°]
Kontrolle | 4 65 0,71 | 100,8 | 1,23
18 ! 4 236 0,91 940 | 3,54
24 ‘ 4 1450 6,15 3220 \ 14.5
36 2 ; 1750 8,75 3180 15,7
48 3 ! 2510 12,8 4850 » 26,0
60 2 ; 1370 8,10 2540 | 12,3
72 3 | 885 5,15 2200 I 12,2
9% 1 : 870 5,80 1620 ‘ 10,7

Tab. 1. Spezifische und Gesamtradioaktivitit der DNS nach Perfusion der regenerierenden Leber mit 3H-Thymidin (zweimal
50 uC [1,11-108 dpm] im Abstand von 3 Stunden).

' G. B. Grroer, J. appl. Physiology, im Druck.

12 W. C. Scuyeipkr, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945].
13 K. Burrox, Biochem. J. 62, 315 [1956].

1 N. Nersox, J. biol. Chemistry 153, 375 [1944].

15 J. M. Levisg, R. Leox u. F. Steiemany, Clin. Chem. [New
York] 7, 488 [1961].
16 H. Rosex, Arch. Biochemistry 67,10 [1957].












