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into the  per inuclear  c is terna  m a y  take place in a direct  
way, name ly  t h rough  the  endoplasmic  ret iculum, which  
' appears  to be cont inuous  wi th  the  cell m e m b r a n e  and  
the  nuclear  membranes ' l~  (see 15-17). 

A detai led s t u d y  of these  observa t ions  will be r epor ted  
elsewhere.  

Rdsumd. Les au teurs  on t  6tudi6 la local isat ion des 
h is tones  f luorescents  dans  des cellules tumereuses  d 'as-  
cites Ehr l i ch  soumises  & l ' incuba t ion  in vi t ro  avec les 
d6riv6s f luorescents  de l 'h i s tone  de t h y m u s  bovin ou avec 
quelques  f ract ions  du m~me histone.  Ils on t  d6montr6  
qu 'apr6s  une incuba t ion  de cour te  dur6e les histories on t  
6t6 adsorb6s sur la surface des cellules, t and i s  que lors 

d ' une  incuba t ion  de longue dur6e les h i s tones  on t  r6ussi 
p6n6trer  dans  les cellules. 
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Aktivit~itsverlauf der e n z y m a t i s c h e n  P h o s p h o r y -  
l ierung yon T h y m i d i n  wfibrend der Ent wic k l ung  
des See ige ls  P s a m m e c h i n u s  miliaris yon der 

Befruchtung bis  z u m  Zweize l ler  

In  neues te r  Zeit sind Beispiele b e k a n n t  geworden,  die 
darlegen,  dass  die Per iode  der  D N S - S y n t h e s e  im Zell- 
zyklus  mi t  e inem Aktivit~Ltsanstieg der  T d R - K i n a s e  z ein- 
gelei tet  wird 2,a. Die Bere i t s te l lung der Desoxynucleo t r i -  
phospha t e  als Subs t r a t  der  Po lymer i sa t ions reak t ion  gilt 
als wicht igs te  Vorausse tzung  der  DNS-Syn these .  Eine  
Reihe  yon Beobach tungen  spr ich t  dafiir, dass  sowohl  die 
Bi ldungsra te  als auch die aktuel le  Aktivit~it der  Enzyme ,  
die an der Bi ldung der  Desoxynuc leo t id t r i phospha t e  - be- 
sonders  aber  von  d - T T P  z - betei l igt  sind, einer Kont ro l le  
unterl iegen.  Die Rolle des Regula tors  wird der  Konzen-  
t r a t ion  an freien Desoxynuc leo t iden  in der  Zelle zuge- 
schr ieben ~-7. OKAZAKI und  KORNBERG 8 k o n n t e n  an 
e inem gereinigten Pr~tparat aus Escherichia coli den Ein-  
fluss von inh ib ie renden  Nucleot iden  (d-TTP) und  diese 
H e m n l u n g  wieder  au fhebenden  Nucleot iden  (d-CDP) 1 auf 
die Reak t ionsk ine t ik  der  T d R - K i n a s e  demons t r ie ren .  
HOTT* und STERN 2 konn t en  zeigen, dass  der  steile Anst ieg  
der  T d R - K i n a s e a k t i v i t g t  in den Mikrosporen yon  Lilien 
nach  Abschluss  der  Meiose auf eine Neubi ldung  von 
E n z y m p r o t e i n  zurdckgeht .  

In  d iesem Z u s a m m e n h a n g  k o m m t  den E ie rn  von  
Amphib ien  und  Seeigeln ein besonderes  In teresse  zu, da  
diese Zellen einen umfangre ichen  Speicher  an d-Nucleo-  
t iden  en tha l t en  9-11, dem - einer ve rb re i t e t en  Meinung 
nach  - das Mater ia l  zum Aufbau der  wghrend  der  Fur-  
chung rasch ans te igenden  Kernmasse  e n t n o m m e n  wird.  
Es  stel l t  sich hierbei  die Frage,  ob eine Regula t ion  der  
Bi ldungsra te  von T d R - K i n a s e  auch in Gegenwar t  eines 
umfangre ichen  Pools  an d-Nucleot iden  m6glich ist. Zur 
Pr t i fung dieser Frage  b ie t en  sich Seeigeleier an, da  sich 
die Eier  eines Geleges wghrend  der fri ihen F u r c h u n g e n  
synchron  teilen. Es  wurde  un te rsuch t ,  ob nach  der  Be- 
t r u c h t n n g  der  Eier  die Ak t iv i tg t  der Phosphory l i e rung  
von  T d R  im Eink lang  mi t  dem Tei lungszyklus  r h y t h -  
misch schwankt ,  wie bei  den  bisher  u n t e r s u c h t e n  Objek-  
ten,  oder  ob sich ein m e h r  oder  weniger  g le ichble ibendes  
Aktivi t~t tsplateau einstell t .  

Die Eier  wurden  in 100-150 ml Meerwasser  suspendie r t  
und  en twicke l ten  sich bei 15 ~ I m  A b s t a n d  von  8-10 min 
wurden  2ml-Proben  e n t n o m m e n .  Die abzen t r i fug ie r ten  
Eier  wurden  in einer Puffer l6sung (0,05 m Glycylglycin-  
puffer  p H  7,8, 0,35 #m TdR)  homogenis ie r t  und  bis zur 

"vVeiterverarbeitung ca. 2 h bei 0 ~ aufbewahr t .  Kinase-  
tes t :  7,9 /,I H o m o g e n a t  w u rd en  mi t  7,9 /~1 Inkuba t ions -  
m e d i u m  20 rain bei 37~ inkubier t .  Z u s a m m e n s e t z u n g  
des I n k u b a t i o n s m e d i u m s  in #Mol: 0,48 Tris-HC1 p H  7,8, 
0,19 MgC12, 0,10 ATP,  0,465 m #Mol H3-TdIR (0,148 #C). 
Die Aufa rbe i tung  der  P ro b en  erfolgte  nach  der  von 
~DusPIVA und  HANSEN-DELKESKAMP12 beschr iebenen  
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Aktivitfitsverlauf der enzymatischen Phosphorylierung von TdR bei 
Psammechinis miliaris. Jede der dargestellten Kurven wurde mit 

Eiern eines Weibehens gewonnen. 
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Methode  und  die P r o t e i n b e s t i m m u n g  nach  Angaben  von  
LOWRY et  al. ~3. 

Das  Ergebn i s  der  U n t e r s u c h u n g e n  ist in der  F igur  dar-  
gestell t .  Es  t r e t en  r h y t h m i s c h e  Akt iv i t / i t s / inderungen auf. 
Der  ers te  Aktivit/~tsgipfel wird  ca. 10 min  nach  der  Be- 
f ruch tung ,  ein wei te re r  w~hrend  der  Anaphase  der  e r s ten  
Furchungs t e i lung  erreicht .  I n  zwei Ver suchen  zeichnete  
sich ausse rdem eine geste iger te  Akt iv i t~ t  im Metaphase-  
s t ad ium ab. Es  bes t ehen  j edoch  bei ve r sch iedenen  Eige-  
legen deut l iche  Unte r sch iede  im Akt iv i t / i t sver lauf  der  
TdR-Phosphory l i e rung ,  die wir auf einen unterschiedl i -  
chen  Reife-  bzw. ~ b e r r e i f e z u s t a n d  der  E ie r  im Ovar  
zurfickfi ihren mGchten.  

Die r h y t h m i s c h e n  A k t i v i t g t s s c h w a n k u n g e n  zeigen, 
dass  die d-Nucleot idreserve  der  Eier  eine gewisse Periodi-  
zi t~t  der  Phosphory l i e rung  yon  T d R  in AbhS~ngigkeit 
v o m  Zellzyklus n i ch t  zu un te rdr i i cken  vermag.  Ein  /ihn- 
liches Ergebn is  wurde  auch  an KrGteneiern (Bu]o bu]o) 
gewonnen.  

Aus r ad ioau tograph i schen  U n t e r s u c h u n g e n  an Echin- 
arachinus parma 14 und  aus b iochemischen  Ana lysen  an 
Strongylocentrotus purpuratus 1~ geht  hervor ,  dass  die 
ers te  D N S - S y n t h e s e p h a s e  ca. 30 rain nach  der  Befruch-  
t ung  noch vor  dem Verschmelzen  der  Pronucle i  beginnt ,  

die zweite und  die folgenden Sy n t h e s ep h as en  w/ihrend 
der  Telo- und  frf ihen In t e rphase  der  Furchungs te i lungen  
einsetzen.  Die Gipfel  des b e o b a c h t e t e n  Aktivi tAtsver-  
laufes der  T d R - P h o s p h o r y l i e r u n g  liegen - wie auch bei  
den bisher  b e k a n n t e n  FAllen - jeweils vor  Beginn der  
zugeh6rigen S y n t h e s e p h a s e n  yon  DNS.  

Summary.  Al though  the  eggs of sea urchins  con ta in  a 
large q u a n t i t y  of d-nucleot ides ,  the  ac t iv i ty  of T d R -  
kinase shows r h y t h m i c a l  var ia t ions  dur ing  mitosis.  The  
ac t iv i ty  increased  before t he  beg inn ing  of DNA-synthes i s .  
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T h e  D i s t r i b u t i o n  of B i l i r u b i n  
in  R a t  L i v e r  F r a c t i o n s  

The d e v e l o p m e n t  of a m e t h o d  to measure  bi l i rubin  in 
l iver 1 has  enabled  a s t u d y  of the  d i s t r ibu t ion  of b i l i rubin  
in l iver a f te r  i n t r avenous  infusion of the  p i g m e n t  to be 
made.  The m e t h o d  has also enabled  a s t u d y  of the  a m o u n t  
of b i l i rubin  in the  t issues of j aundiced  GUNN 2 ra ts  to be 
made.  These  concen t ra t ions  have  previous ly  been  de ter -  
mined  using [14C]-biFzubin~. 

Bi l i rubin  was dissolved in aqueous  sod ium b ica rbona te -  
sod ium chloride 4 solut ion and  infused in t r avenous ly  for 
30 mill in to  anaes the t i zed  rats.  Sufficient  b i l i rubin  was 
infused to  p roduce  the  s e rum level of b i l i rubin  found  in 
t he  GUNN ra t s  inves t iga ted  (8-12 mg/100). Af te r  30 min  
the  an imals  were killed, the  livers per fused  wi th  w a r m  
saline and  t h e n  f rac t iona ted  into nuclear,  mi tochondr ia l ,  
microsomal  and cell sap f ract ions  s. Livers  f rom male and 
female jaundiced  GUNN ra ts  were f rac t iona ted  in a s imilar  
manner .  Bi l i rubin was de t e rmined  in the  f rac t ions  f rom 
each se t  of expe r imen t s  af ter  resuspending  the  par t i cu la te  
mate r ia l  in phospha te -c i t r i c  acid buffer  (pH 2.2)6. GUNN 
r a t  t i ssues  were homogen ized  in phospha te -c i t r i c  acid 
buffer  (pH 2.2) and  bi l i rubin  de te rmined .  Se rum bil i rubin 
levels were de t e rmined  by  the  me thod  of MALLOY and  
EVELYN 7. 

The a m o u n t  of bi l i rubin in the  t issues of male  and fe- 
male j aund iced  GUNN ra ts  was de t e rmined  as shown in 
the  Table.  The l ivers of 14 male and female jaundiced  
GUNN ra t s  were f rac t iona ted  and  the  bi l i rubin  de t e rmined  
in the  subcel lular  f rac t ions  (Figure 1). A lmos t  ident ical  
means  were ob ta ined  for the  male  and female GUNN rats .  
Figure  2 shows the  a m o u n t  of bi l i rubin in t he  subcellular  
f ract ions  of W is t a r  ra t  l iver infused wi th  bi l i rubin  for 
30 min.  

The a m o u n t s  of b i l i rubin  found  in GuNN r a t  t issues is 
s imilar  to  t h a t  found  using [14C]-bilirubin 3. Bra in  t issue 

conta ins  only  smal l  amo u n t s  of b i l i rubin  when  de t e rmined  
by  bo th  me thods .  J aund iced  GUNN ra ts  are def ic ient  in 
UDP- t r ansg lucu rony la se  (uridine d iphospha t e  glucuron- 
ate  g lucuronyl  t ransferase ,  acceptor  unspecif ic  EC 2.4.1.17) 
using bi l i rubin as a subs t ra te .  The d i s t r ibu t ion  of bi l i rubin 
in the  subcel lular  f ract ions of the  l iver shows t h a t  there  is 
l i t t le bi l i rubin in the  microsomal  fract ion,  where the  en- 
zyme is s i t ua t ed ;  m o s t  of t he  bi l i rubin  is in the  cell sap. 
In  the  infusion expe r imen t s  using W i s t a r  rats,  more is 
found  in t he  mic rosomal  f rac t ion  and  less in t he  cell sap.  

Bilirubin concentrations in organs of jaundiced GUNS rats 

Tissue 

Bilirubin #g/g 

Male Female 

Range Mean Range Mean 

Liver 52-76 62 + 7 (7) 59-68 
Spleen 23-54 36 4- 13 (7) 28-62 
Kidney 28-45 39 :~: 7 (7) 37-58 
Ileum 13-19 17 4- 3 (7) 11 27 
Lung 34-62 41 4- 10 (7) 14-63 
Brain 6-18 11.5 4- 4 (7) 3 18 

62 -t- 2 (6) 
47 4- 17 (4) 
49 ~- 7 (6) 
15 • 7 (5) 
46 4- 13 (6) 
12 i 5 (6) 

Mean values are 4- I.S.D. Number of animals in parentheses. 
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