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The actions of cytoplasm (ultracentrifuged supernatant 105 000 x g) and of serum on the DNA
synthesis (uptake of [*H]TTP) by isolated nuclei of liver cells were studied. Cytoplasm from liver
cells obtained at various intervals after partial hepatectomy revealed a variable effect only with
isolated nuclei of liver cells from partially hepatectomized rats. Cytoplasm obtained from liver cells
eight hours after partial hepatectomy failed to show the usual inhibitory effect. Presumably the
inhibitory substances normally present in cytoplasm are inactivated within a certain time after
partial hépatectomy.

Serum of partially hepatectomized animals enhanced the uptake of [*H]TTP by nuclei of normal
liver cells and those from partially hepatectomized animals. The stimulating effect was present
only in the serum obtained between four and twelve hours after partial hepatectomy. It remains

unclear whether the effects described are growth factors specific for the liver.

Die Leberregeneration nach einer Teilhepatekto-
mie stellt ein tbersichtliches Modell dar, um Fra-
gen des Wachstums und der Wachstumskontrolle
zu untersuchen. Trotz zahlreicher Experimente,
siche 174, ist aber die Regulation der Leberegenera-
tion unbekannt geblieben. /n vivo Untersuchungen
mit Blutaustausch > 6 bzw. Lebertransplantationen 7,
ferner Versuche mit Leberzellen 871? deuten auf eine
humorale Regulation des Leberwachstums hin. An-
dererseits wird aber auch die Vorstellung vertreten,
dal} cytoplasmatischen Hemmsubstanzen in der Re-
gulierung des Wachstums eine wesentliche Bedeu-
tung zukommt '!: 12, Fiir diese Meinung spricht, daf}
bei verschiedenartigen Organismen eine Abhingig-
keit der DNA-Synthese von cytoplasmatischen Fak-
toren gefunden wurde. In Experimenten mit Kern-
transplantationen, Zellfusionen und isolierten Zell-
kernen konnte diese Abhangigkeit bestitigt wer-
den 13—17,

Verschiedene Arbeitsgruppen haben ebenfalls die
DNA-Synthese isolierter ~Leberzellkerne unter-
sucht 18725, Erste Ergebnisse deuten auf einen wich-
tigen Einflul sowohl des Cytoplasmas als auch des
Serums hin 2> 26, Wirkungen von Cytoplasma und
Serum, welche zu verschiedenen Zeiten nach einer

Sonderdruckanforderungen an Prof. Dr. M. Volm, Deut-
sches Krebsforschungszentrum, Institut fiir experimentelle
Pathologie, D-6900 Heidelberg 1, Im Neuenheimer Feld
280.

Teilhepatektomie hergestellt wurden, liegen bisher
nicht vor. In dieser Arbeit sollte daher geklart wer-
den, ob Cytoplasma bzw. Serum — hergestellt zu
verschiedenen Zeiten nach einer 2/3 Leberresek-
tion — auf isolierte Leberzellkerne von Ratten
unterschiedliche Wirkungen haben. Die Autoren
glauben, durch die Beantwortung dieser Frage wei-
tere Hinweise tber den Mechanismus der Leber-
regeneration zu erhalten.

Material und Methoden
I. Material
1. Substanzen

Die markierten Substanzen ([3H-Methyl]-thymi-
dine-5-triphosphate, ammonium salt, code Nr. TRK
354) bezogen wir von Amersham-Buchler, Braun-
schweig. Die spezifische Aktivitit betrug 30 Ci/mm.
Die unmarkierten Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) stammen von der Firma Serva, Heidelberg;
alle weiteren Substanzen — falls nichts anderes an-
gegeben — von der Firma Merck, Darmstadt.

2. Losungen

Losung I (Homogenisationslosung) : 0,25 M Sac-
charose, 3 mm (MgCl, x 6 H,0), 0,025 M TRIS-Puf-
fer, eingestellt mit HCl (konz.) auf pH =7,5.

Lésung II (Saccharoselésung zur Ultrazentrifu-
gation) : 2,3 M Saccharose, 3 mm (MgCl, x 6 H,0),
0,025 M TRIS-Puffer, eingestellt mit HCl (konz.)
auf pH=17,5.
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Losung IIT (Inkubationsmedium fiir Zellkerne) :
8mm (MgCl, x 6 H,0), 8 mm KCI, 0,025 M TRIS-
Puffer, 0,235 M Saccharose, eingestellt mit HCI
(konz.) auf pH =8.

3. Testsubstanzen

a. Cytoplasma (Cytosol, 105 000 x g Uberstand)

Nach Té6tung der Tiere wurde die Leber tiber die
Pfortader mit eiskalter Losung 111 perfundiert, die
Leber entnommen und das Bindegewebe der Leber-
pforte vollstandig abprdpariert. Das verbleibende
Leberparenchym wurde in Losung I1I gegeben (Ver-
héltnis 1:4) und im Potter-Elvejhem-Homogenisa-
tor (Firma Braun, Melsungen) bei 1200 U/min zer-
kleinert (6 — 7 strokes). Das so gewonnene Homo-
genat wurde durch 3 Lagen Mullgaze filtriert und
das Filtrat 30 min lang zentrifugiert (Beckmann, JS
21, Rotor JA 20, 36000 x g, 4.°C). Nach Ultra-
zentrifugation (Beckmann, Spinco, Rotor Ti 50,
105 000 x g, 90 min, 4 °C) werden die Zentrifugen-
rohrchen 0,5 cm tber dem Sediment von der Seite
mit einer Kaniile durchstochen und der Uberstand
langsam nur soweit abgezogen, bis die Lipidschicht
1 cm iiber der Kaniilen6ffnung steht. Danach sind
die Uberstinde auf gleichen Proteingehalt einge-
stellt und bis zum Versuchsbeginn bei —100 °C
(Revco Freezer) eingefroren worden.

b. Serum

Zur Herstellung von Serum wurde das Blut durch
Herzpunktion entnommen, nach Gerinnung (1 Stunde
bei 4 °C) 10 min zentrifugiert (Christ, UJ IV KS,
1000 x g), darauf das Serum abpipettiert und bis
zum Versuch eingefroren.

4. Versuchstiere

Minnliche Sprague-Dawley-Ratten (Firma Mus-
Rattus/Brunntal, Miinchen) wurden unter Standard-
bedingungen gehalten (Altromin®, Wasser ad libi-
tum, 21 °C, 60% Luftfeuchtigkeit, Makrolonkifige).
Bei Versuchsbeginn wogen die Tiere etwa 200 g.
Die Zuteilung der einzelnen Tiere in die verschie-
denen Versuchsgruppen erfolgte streng zufillig (Zu-
fallszahlen). Die 2/3-Hepatektomien wurden nach
dem von Higgins und Anderson ?? beschriebenen
Verfahren vormittags durchgefithrt: Der mittlere
und linke Leberlappen wird in Athernarkose ent-
fernt und dadurch die gesamte Lebermasse auf ein
Drittel reduziert.

1. Methoden
1. Isolierung der Leberzellkerne

Die Isolierung der Zellkerne aus Rattenleber er-
folgte nach einer von Blobel und Potter 2® beschrie-
benen Methode: Nach Offnung der Bauchhohle wird
die Leber iiber die Pfortader mit eiskalter Losung I
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perfundiert. Anschliefend wird die Leber entnom-
men, das Bindegewebe entfernt und das Restparen-
chym mit der Schere zerkleinert. Ein Gewichtsteil
Leber wird mit zwei Volumenteilen Losung I in ein
gekiihltes Pottergefdll (Elvejhem Homogenisator)
gegeben und mit dem Teflonstempel bei 1200 U/min
homogenisiert (6 —7 strokes). Das so erhaltene
Homogenat wird daraufhin durch 3 Lagen Mullgaze
gefiltert, um grobere Bestandteile zuriickzuhalten,
danach das Homogenat im Verhaltnis 1:3 mit Lo-
sung II vermischt. Jeweils 20ml dieser Mischung
werden uber 15 ml der Losung IT in Beckman-Zen-
trifugenréhrchen geschichtet. Nach Beendigung der
Zentrifugation (Beckman, Spinco, Rotor SW 27,
40 000 % g, 4 °C, 60min) bilden die Zellkerne am
Boden der Ro6hrchen ein festhaftendes Sediment.
Der Uberstand in den Rohrchen wird verworfen,
die Réhrchenwand mit Papiertiichern (Kleenex) ge-
reinigt. Schliellich wird das Gewicht der Sedimente
bestimmt und diesen im Verhiltnis 1:100 Lo-
sung IIT zupipettiert. Die Sedimente werden im
Strahl einer 1 ml Pipette (Eppendorf) vom Boden
gelost, die abgelosten Sedimente in einen Elvejhem-
Homogenisator mit Schliff tberfilhrt und durch
schonendes Auf- und Abbewegen des Glasstempels
die Sedimente in Suspension gebracht. Die Suspen-
sion wird durch Nylongewebe filtriert, anschliefend
die Kernzahl pro ml Suspension in der Leukozyten-
zdhlkammer (nach Neubauer) bestimmt. Bei Ver-
diinnung der Kernsedimente mit Losung I1I im Ver-
héltnis 1:100 enthélt ein ml Kernsuspension etwa
10 Millionen Zellkerne bzw. 100 ug DNA bzw.
200 mg Protein.

2. Bestimmung des Einbaues von
[PBH]Thymidintriphosphat ([3H]TTP)

inden Zellkernen

In den Zellkernen wurde die Hohe der DNA-
Synthese durch den Einbau von radioaktivem [*H]
Thymidintriphosphat (1 xCi/Inkubationsréhrchen)
bestimmt: Inkubationsrohrchen mit komplettem Me-
dium enthielten 1 ml Kernsuspension, Mercapto-
athanol (25 um), ATP (2 mm), alle 4 Desoxyribo-
nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, je 60 um).

Inkubationsréhrchen mit inkomplettem Medium
enthielten die gleichen Substanzen aufler den 3 Des-
oxyribonukleotiden dATP, dCTP, dGTP. Eiswerte
sind Versuchsansitze mit komplettem Medium, die
anstatt bei 37 °C im Eisbad inkubiert wurden.

Der Einbau der markierten Substanzen wurde im
Eiswasserbad (10 min) abgestoppt. Anschliefend
wurden die Zellkerne abzentrifugiert (Christ UJ
IV KS, 1000 < g, 4°C, 10min) und der Uber-
stand verworfen. Die Kernsedimente wurden in 2 ml
eiskalter 10-prozentiger Trichloressigsiure (TCA)
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aufgenommen, nach 30 min erneut zentrifugiert und
nochmals mit 2 ml eiskalter 10-prozentiger TCA ex-
trahiert. Das TCA-unlosliche Sediment wurde zwei-
mal mit je 2 ml 96-prozentigem Athanol durch vor-
sichtige Suspendierung und Zentrifugation gewa-
schen und schlieflich die extrahierten Sedimente in
jeweils 1 ml Soluene (Packard, Frankfurt) 30 min
lang bei 60 °C aufgelost. Nach Abkiihlung wurden
die Proben gut durchmischt (Cenco) und quantita-
tiv in Flussigkeitsscintillationsglaschen pipettiert.
Jedem Glaschen wurden 8 ml Toluolscintillator
(50 mg POPOP; 4 ¢ PPO/L Toluol) zugesetzt. Die
Radioaktivitat wurde im Flussigkeitsscintillations-
zdhler (Isocap bzw. Mark II, Nuclear Chicago) ge-
messen.

3. Bestimmung von Desoxyribo-
nucleinsaure (DNA) und Protein
Die DNA wurde photometrisch mit der Diphenyl-

reaktion bestimt?. Als Standard diente Kilber-

thymus-DNA. Die Proteinbestimmung erfolgte nach

Lowry et al.®. Kristallines Rinderserum (Serva)
wurde als Standard benutzt.

Ergebnisse

Als Maf} fir die DNA-Synthese in isolierten Le-
berzellkernen wurde der [*H]Thymidintriphosphat-
(TTP)-Einbau bestimmt. Der Einbau wurde einmal
bei Anwesenheit der Nucleotide dATP, dCTP, dGTP
und dTTP, zum anderen nur bei Anwesenheit von
dTTP durchgefithrt. Der echte Einbau ergab sich

aus der Differenz der jeweiligen Einbauraten.
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Abb. 1. Einbaukinetik von [3H]TTP in isolierte Leberzell-
kerne normaler Ratten. A: Inkubation bei 37 °C im komplet-
ten Medium: 8 mm MgCl, x 6 H,0, 8 mm KCl, 0,25 m Tris-
HCl (pH 8), 0,235 M Saccharose, 25 mM Mercaptodthanol,
2 mm ATP, 60 um dATP, 60 um dCTP, 60 uM dGTP,
60 um dTTP. B: Inkubation bei 37 °C im unkompletten
Medium: Medium wie A, jedoch ohne dATP, dCTP und
dGTP. C: Inkubation bei 0 °C im kompletten Medium. A,
B, C: Vorinkubationszeit 30 min, dann Zugabe von 1 x«Ci
[PH]TTP pro Inkubationsrohrchen (107 Kerne pro ml). Die
Punkte reprisentieren die Mittelwerte aus 3 Experimenten

mit jeweils 84 Inkubationsrohrchen.
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Die Brauchbarkeit der verwendeten Isolierungs-
und Inkubationsmethoden ist aus Abb.1 und Abb. 2
ersichtlich. Die [?H]TTPEinbaukinetik zeigt bei
Anwesenheit aller vier Nucleotide (Abb. 1 A) {iber

zwei Stunden einen linearen Anstieg. Der nucleotid-
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Abb. 2. [®H]TTP-Einbau in isolierte Leberzellkerne nor-
maler Ratten nach unterschiedlichen Vorinkubationszeiten
(0—5 Stunden). A: Komplettes Medium mit 4 Nucleotiden.
B: Medium ohne die Nucleotide dATP, dCTP und dGTP.
C: Komplettes Medium. A, B: Inkubation bei 37 °C, C: In-
kubation bei 0°C. Zugabe von [3H]TTP 40 min. Mittel-
werte aus 3 Experimenten mit jeweils 72 Inkubationsrohr-
chen. Einzelheiten siehe Abb. 1.

unabhingige (unspezifische) Einbau (Abb. 1B)
verlauft dagegen weniger steil und die entsprechende
Kurve flacht sich bald ab. Das giinstige Verhiltnis
von spezifischem (Kurve Abb. A) und unspezifi-
schem Einbau ist nach etwa zwei Stunden erreicht.
In Abb. 1 ist zusitzlich der [H]TTP-Einbau bei
Anwesenheit aller vier Nucleotide, aber bei Inku-
bation bei 0 °C dargestellt (Abb.1C). Im Eisbad
findet kein Einbau mehr statt.

In Abb. 2 ist der Vitalitatsverlust der Leberzell-
kerne wihrend verschieden langer Inkubationszeit
demonstriert. Um den Aktivitatsverlust zu bestim-
men, wurden wiahrend verschiedenen Zeitabschnitten
die [*H]TTP-Einbauraten bestimmt. Aus Abb. 2 wird
deutlich, daB der nucleotidabhingige [*H]TTP-
Einbau (A) wahrend der ersten Stunde zunimmt,
dann aber stetig abfallt. Der unspezifische Einbau
(B) wird dagegen nur gering verdndert. Die opti-
male Inkubationszeit der Zellkerne liegt demnach
wahrend der ersten drei Stunden. In diesem Zeit-
raum sollte es moglich sein, sowohl Inhibitoren als
auch Stimulatoren des [3*H]TTP-Einbaues zu er-
fassen. In den folgenden Versuchen wurden daher
die Kerne 30 bzw. 60 min vorinkubiert, darauf der
Einbau von [*H]TTP iiber 60 bzw. 120 min ver-
folgt. Um zu zeigen, daf} bei dem hier verwendeten
Testsystem tatsdchlich ein echler Einbau in die DNA
erfolgt, wurde die Wirkung von Actinomycin D auf
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den [3H]TTP-Einbau untersucht®2. In Abb. 3 ist
der [*H]TTP-Einbau nach Zugabe von Actino-
mycin D dargestellt. Dieser Versuch zeigt, daf} die
Hemmwirkung von Actinomycin D nur beim kom-
pletten Medium (A), nicht aber beim unkomplet-
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Abb. 3. Einbau von [®H]TTP in isolierte Leberzellkerne

normaler Ratten nach Zugabe von Actinomycin D (Sharp u.

Dohme, Miinchen). A, @ —@ — @ Einbau im kompletten

Medium, B, O—(O—O Einbau im unkompletten Medium.

Mittelwerte aus je 5 Inkubationsrohrchen. Einzelheiten siehe
Abb. 1.
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ten Medium (B) eintritt. Durch Actinomycin D wird
also nur der nucleotidabhingige Einbau reduziert.
5 mg Actinomycin D pro Ansatz (1 ml) geniigen,
um eine 100-prozentige Hemwirkung des echten
Einbaues (Differenz der beiden Einbauraten) zu er-
zielen.

Die Wirkung des Lebercytoplasmas wurde in
verschiedenen Konzentrationen auf isolierte Leber-
zellkerne untersucht. Die verwendeten Konzentra-
tionen lagen zwischen 0,05 und 5 mg Protein pro ml
Inkubationsmedium. In diesem Bereich lieflen sich
eindeutige Dosis-Wirkungskurven herstellen. Fur
die weiteren Versuche wurde die Dosis verwendet,
die eine 25 — 50-prozentige Hemmwirkung nach ein-
stiindiger Inkubationszeit mit [3H]TTP bewirkt
(1 mg/ml Inkubationsmedium). Auch bei wieder-
holter Herstellung des Cytoplasmas wurde jeweils
bei gleichen Dosen eine gleichstarke Wirkung er-
reicht.

In verschiedenen Experimenten wurde untersucht,
wie Cytoplasma aus Leber, das zu verschiedenen
Zeitpunkten nach 2/3 Hepatektomie bzw. Laparo-
tomie gewonnen wurde, auf die Zellkerne wirkt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 4 zusammengefa3t: Cyto-
plasma, das von Lebern unbehandelter Tiere ge-
wonnen wurde, unterscheidet sich in seiner Wirkung
nicht von Cytoplasma, das von teilhepatektomierten
Tieren hergestellt wurde. Cytoplasma — zu ver-
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Abb. 4. Wirkung von Cytoplasma (Cytosol, 105 000 x g-
Uberstand) (1 mg/ml Inkubationsmedium), auf den [3H]
TTP-Einbau isolierter Leberzellkerne normaler Ratten. Das
Cytoplasma stammte von verschiedenen Zeitpunkten nach
einer Teilhepatektomie (Cytoplasma bei 0 = Cytoplasma
unbehandelter Tiere). A: Komplettes Medium. B: Unkom-
plettes Medium. Mittelwerte aus 3 Experimenten mit jeweils
48 Inkubationsrohrchen. 3 verschiedene Cytoplasma-Chargen.
Einzelheiten siehe Abb. 1.

schiedenen Zeitpunkten nach der Operation gewon-
nen — hemmt den [3H]TTP-Einbau wie das Cyto-
plasma unbehandelter und laparotomierter Tiere
um etwa 50%.

Cytoplasma wurde auch an Leberzellkernen ge-
testet, welche 20 Stunden nach einer Teilhepatekto-
mie gewonnen worden waren. Die Ergebnisse sind
in Tab. I zusammengestellt: Es zeigt sich hier eine
Steigerung des [3H]TTP-Einbaues durch Cyto-
plasma, das 8 Stunden nach Teilhepatektomie her-
gestellt wurde.

In den folgenden Experimenten wurde statt Cyto-
plasma Blutserum verwendet. In ‘Konzentrationen
von 28% wurden die Seren, die zu verschiedenen
Zeiten nach Teilhepatektomie gewonnen worden
waren, zu den Kernsuspensionen gegeben. Die Wir-
kung der verschiedenen Seren wurde zunichst wie-
der bei den Zellkernen unbehandelter Ratten unter-
sucht. Abb. 5 zeigt eine deutliche Stimulierung des
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Abb. 5. [3H]TTP-Einbau in isolierte Leberzellkerne norma-
ler Ratten bei Inkubation mit Serum (28%) teilhepatekto-
mierter Ratten, das 0—24 Stunden nach der Operation ge-
wonnen wurde. Angegebene Werte: Differenz der Einbau-
raten im kompletten und unkompletten Inkubationsmedium,
cpm pro 107 Kerne. 3 Experimente mit 3 verschiedenen
Serumchargen. Pro Experiment wurden 56 Inkubationsrihr-
chen verwendet.
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Tab. I. Wirkung von Leber-Cytoplasma (A) bzw. Serum (28%) (B) — gewonnen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Teil-

hepatektomie — auf den [3H]TTP-Einbau isolierter Leberzellkerne, die 20 Stunden nach einer 2/3 Hepatektomie isoliert

wurden. Angegebene Werte: Differenz der Einbauraten im kompletten und unkompletten Inkubations-Medium; (cpm pro

107 Kerne). Fiir jedes Experiment wurden neue Cytoplasma-Chargen bzw. Serum-Chargen hergestellt. (30 min Vorinkuba-

tion, 60 min Inkubation mit [3H]TTP.) Angegeben sind die Mittelwerte (X) aus je 3 Inkubationsrohrchen und die entspre-
chenden Prozentzahlen (kursiv). Einzelheiten siehe Abb. 1 und Text.

Stunden nach Teilhepatektomie

A Experiment 0 4 12 16 20 24
Wirkung von Ix 1585 1585 2458 1642 1645 1699 1668
Cytoplasma % 100 100 155 104 104 107 105
II = 1246 1259 1538 1227 1191 1324 1223
% 100 101 123 98 96 106 98
III % 1572 1804 2233 1806 1573 1891 1529
% 100 115 142 115 100 120 97
B Ix 1829 2642 2361 2238 2146 1916 1917
Wirkung % 100 145 129 122 117 105 105
von Serum I x 1450 1842 1756 1649 1566 1461 1466
% 100 127 121 114 108 101 101
Il = 1444 2553 2380 1802 1676 1495 1482
100 177 165 125 116 104 103

[*H]TTP-Einbaues in den Zellkernen durch Seren,
die 8 bzw. 12 Stunden nach Teilhepatektomie ge-
wonnen worden waren.

Die Wirkung der Seren wurde ebenfalls auf Kerne
untersucht, die von teilhepatektomierten Tieren
stammten (Tab. 1). Seren, welche 8 und 12 Stunden
nach einer Leberresektion hergestellt worden waren,
zeigen auch bei diesen Kernen einen stimulierenden
Effekt. Zusitzlich bewirkt Serum, das 4 Stunden nach
der Operation gewonnen wurde, eine stimulierende
Wirkung, welche wesentlich grofler als bei anderen
Zeitpunkten ist. Somit zeigt Serum im Gegensatz
zu Cytoplasma sowohl auf den [*H]TPP-Einbau
isolierter Kerne unbehandelter als auch teilhepatek-
tomierter Ratten eine deutliche Wirkung.

Diskussion

In Geweben und Organen eines ausgewachsenen
Organismus besteht zwischen Zellvermehrung und
Zellverlust ein Gleichgewicht. Nur eine standige Kon-
trolle des Wachstums kann dieses Gleichgewicht auf-
rechterhalten. Die bisherigen Experimente konnten
jedoch nicht eindeutig kldaren, wodurch die Wachs-
tumsregulation der Leber zustande kommt31734,
Durch Anwendung neuer Methoden, wie z.B. der
DNA-Synthese-Bestimmung in isolierten Zellkernen
sind neue Moglichkeiten zur Erforschung dieser Re-
gulationsvorginge geschaffen worden.

Bei Anwendung einer modifizierten Methode von
Blobel und Potter 28 konnten unbeschidigte und

weitgehend von Zellmembranen und Cytoplasma be-
freite Zellkerne hergestellt werden. Dies liefi sich
durch elektronenmikroskopische Aufnahmen nach-
weisen 3. Beim Inkubationsmedium haben wir uns
weitgehend auf andere Autoren gestiitzt und konn-
ten deren Ergebnisse bestitigen 18726, In Versuchs-
ansidtzen mit kompletten und unkompletten Medien
konnten wir die unspezifisch gebundene Radioaktivi-
tat sowie die Poly-[*H]TTP-Bildung von der spe-
zifisch an die DNS gebundene Radioaktivitdt ab-
grenzen. Diese Art der Kontrolle erscheint hinrei-
chend genau, um Cytoplasma- und Serumwirkung
auf die DNA-Synthese isolierter Leberzellkerne zu
erfassen. Versuche mit Actinomycin D zeigten, dal}
mit dieser Substanz lediglich der spezifische Einbau
blockiert wurde.

Tatséchlich konnten wir auch eine dosisabhangige
Depression des [3H]TTP-Einbaues durch Cyto-
plasma feststellen. Allerdings zeigte Cytoplasma, das
zu verschiedenen Zeitpunkten nach einer Teil-
hepatektomie hergestellt worden war, nur bei iso-
lierten Leberzellkernen teilhepatektomierter Ratten
eine unterschiedliche Wirkung. In diesem Versuchs-
ansatz besall Cytoplasma, das 8 Stunden nach Teil-
hepatektomie gewonnen worden war, die ubliche
Hemmwirkung nicht. Dieser Befund ist dadurch er-
klarbar, dal} die normalerweise im Cytoplasma vor-
liegenden Hemmsubstanzen zu einem bestimmten
Zeitraum nach Teilhepatektomie inaktiviert werden
und somit die herrschende Repression aufgehoben

wird. Ein Anlaufen der DNA-Synthese wire dadurch
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moglich. Inwieweit diese Wirkung jedoch leberspezi-
fisch ist, bleibt noch offen. Orientierende Unter-
suchungen iiber Proteingehalt und tber die Aktivi-
titen verschiedener Enzyme zeigten, dall sowohl
nach Laparotomie als auch nach Teilhepatektomie
erhebliche Verschiebungen in der Zusammensetzung
des Cytoplasmas eintreten konnen 3°. DNA-Synthese
stimulierende oder hemmende Faktoren konnten
demnach auf solche Verdnderungen zuriickgehen.
Die Unterschiede in der Proteinkonzentration konn-
ten wir in dieser Versuchsanordnung ausschlieflen,
die Unterschiede in den Enzymaktivitdten nicht.

Die Stimulierung der DNA-Synthese der Leber
durch Serum teilhepatektomierter Tiere ist seit lan-
gem bekannt 36. Morioka und Mitarbeiter 2¢ fanden
diese stimulierende Wirkung auch bei isolierten
Leberzellkernen. Allerdings haben Morioka et al.
das Serum nur zu einem Zeitpunkt nach der Teil-
hepatektomie {iiberpriift, zeitliche Zusammenhinge
blieben unberticksichtigt. Wir untersuchten deshalb
die Wirkung von Serum, das zu verschiedenen Zeit-
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