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A method for the preparation o f  UDP-glucose from HC|O4-exttact o f  d i s p ~  Us~.ng ~ - ~ r m ~ o y _ 3 z ~ h y  is 
described. It  allows the qu~nfitat~e determination of  UDP-GIe by optical te~ ~nd the m ~ e ~ t  of  its ~ i ~ c  
(14-~} activity simultaneously. 

F~r die Untersuchung des Wirkungsmechan~.~mus des 
an der MuskelzeBe i~  die Ermitttung tier Um- 

satz~aten Fur Glucose  im  GIyP : g e n z y k l u s  d u t c h  Be- 
sthnmung der spezifischer~ A_ktivit~t yon UDP-G]ucose 
efforderlich, die ehae preparative Darstel!ung zus dem 
Gev~ebe, die quantitative Effassung und die Messung 
ihrer 14-C-AktivRfit beinlmltet. 

Die Bestimmung von UDP-GIucose in tierisehem 
G e w e b v  :=st rnitt~L~ f luoromet r i sche r  Met] lode  [1]  

m~glich; dazu sind P~,paration lind Bestimmung yon 
UDP-GlucuronaI rmt 0berFtdimng yon UDP-Glueose 
in UDP-Glucuronat nStig, so dass UDP-Glucose in 
einer Differenzbeslimmung erfasst ~4rd. Diese Methode 
eignet sich nicht fftr die Ermittlung tier spezif-~hen 
Aktivit~t. Andere Verfahren [2--5] zur Trcnnung yon 
s~ure-und alkoholl~sliehen Nttldcotlden benntzen die 
FraklJ0nierungvon wassngen , alkoholisehen, TCE- 
odcl HClO4-~xtrakten an l~onenaustauschers~ulen ent- 
weder in der Chloridform mit seh!ittweiser NaCt-Elu- 
tion sovde folgender Ent~lzung mad Konzentrienmg, 

of le l  abet in der Foimiatfolm mit Elution durch 
Arneism~ure,  Enffernung dieser dmch Liophylisie- 
nmg und we~terer Behandhmg des PJuats mit stalk 
~auren Kat ionenau#~ausehern bei  sich mar, cbl ies .~nden 

trapierchronmto~ii~zehen und elektrophoretisehen 
Trennungssehritten.DJese ]angwierigen Arbeitsg~nge 
sind allerdings Far'Serienmatersuchungen ixicht brauch- 
bar und rubaen zu.~heb~chen Substratvcflusten. 

• Wir verm3ea~ten de rffmlb,-ein e Pr~parati0nste~b~'k 

Nor th.Hollandt~bIL~h~ng ComPany. Am~erabm 

zu ~ntwickeln, die m~ter Umgehung de:. Frakti~n~e- 

E~tmk~ [2, 4, 6] o-hne UDP-Glacese-~lust ~md 
demon Aufbe.reit :un~ so ermE~,._~r2at, ~dass ei~e ~=,~m~t- 
telbare p a p i e r c h r ~ n m t o g r a f ' ~  Ab~e~.mng tier 

cose. t:, = 0.0!-i~g,-2 = O.OS ~ 3 = Gc~lce~da~k'¢ ~ 20 g .  
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UDP-Glucose gelingt. Dazu war die AufFmdung einer 
Laufmittelkombination efforderlich, die eine Abtren- 
hung yon UDP-Glucor~ in ein~m Gang e rm~! ich t ,  
ohne dcren biologische .Aktivitit zu ~6ren.  

Zur Preparation der  UDP-Gtu~ose erfolgt ¢ine Zer- 
xeibung des Gewebes (w~r verwendeten Ratten-Dia- 
phragma) mater fl~ssigem Stickstoff, Extmktion mit  
HCIO 4 0.5 n mad seharfer Zentrifugation. Der ]b~ber- 
stand wird sofort mit  KOH neutralisiert mad 2ur 
quantihativen YYdlung mit  KCIO 4 30  n-dn ~lm den  
Gefficrpunkt gchalten. Nach Zentlifugation ~chEztteln 
des Oberstandes mit  NaOH-vorbehandeltcm Dowex 
{100-200  mesh), ~.btre~mung des Harzes mad Eineng- 
ung mater kalter Lui'tdmche. Alle Arbeitsg~nge laufen 
~ei O°C ab; die 9/ icdcrf indunE~tt t¢ ~L~ Z.tDP-Glucosc 
betrragt nach dieser Preparation 98--t"00%. Die papier- 
chr~'m3atografische Abtrcnnung der UDP--GIucose er- 
folgt auf  Schleicher-Sch[tll-Papier 20 4313 Mg] (Vor- 
behandlung: 60 rain Kochen in Essig~ure 0A n mater 
Zusatz yon EDTA, 3 manges gr=andliGnes Wasdaen und  
ansch]ivssendes Kochen mit  Aqzm bide.st.) in aufstei- 
gender Teclmik I9] .  Nach Auftragung des Extraktes 
unter  kaltem Loftstrom wird die UDP-Glucose-Ablrcn- 
~ung in einer Lavfmittelkombination n-Butanol : 
Pyr~din : Wasscr 2 : 8 : 3 ,  p H  6.5 b~i O°C mad e iner  
L~ufzeit yon 36 h vorgenommen. I~e Aaf'drbmag ge- 
lingt mit  FeCl 3 0.1% mad Sulfos~eyls~ure ] % ( d e i  
op t i schc  T C ~  wi~d dadurc2u rticht gestOit). N a e h  Eiu-  
tion der Banden rail W~s~r 12 h b'ei O°C wird das 
Eluat in tier Mikrozentri~uge abgetremat xmd del  
Rfickstand unte~ Zuhilfer,~hrne des MikromLx {Mikxo- 
liler,ystem EPPEN!)ORF) vAederholt naehgewasehen. 
Die vereinigten Huate  w~rden in der K21te mater 

• kaltem ~ o m  eingcengt, der F~ficl~tnnd in 0.5 333] 
aufgenommen und  a]_~Jote Te~e zur Bes'dmmung der 
U]DP--Glucose i m  opI i sahen  T e ~  zjn-~ zu r  ~x-mitt]ung 
ihrcr 14-C-Aktivit~t e.hzgcsetzt. 

- Der optische Test wu~de unter Verwendung yon - 
UDP-Glucose-Dehydrogenase [7, 8] bei 334 nm 
durchgeff~hrt; ifi dem uns ~teressierenden Konzer- 
trationsbereich 0.01~-1.0 rag/m! verl~uft die Reaktion 
linear. Die WiederFmdungsquoie betr~gt 90 -98%;  
das Diap]arama~a d e / ] I z t t e  (W~stzr Jerm/'Karlsburg 
F16 ) wnrde ein Geha~t an UDP-Glueose yon 0.t38 
/aM/g Frischg~ri~ht elmittelt .  

Die Ut.Iersuchungen wnrden mi t  Mitte]n eines 
Forscnungsauftragcs des Ministeriums fur Gcsundheit~ 
wesen der DDR durc!age~LQzrt. 
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