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A method for the preparation of UDP-glucose framn BCiO4-extract of diaphmem ssing bwet-—x:hmmaiogrzc!sjr =
described. 1t pilows the quantitative detersnination of UIDP-Glc by opiical tes: and the measarsmert of itz epeeific
{14-C) acitivity simunltaneously.

Fiir die Untersuchung des Wirkungsmechanismus des zu ~niwickeln, die nnter Umpgehunp der Fraklionie-

Insulin an der Muskelzele ist «die Ermittiong der Um- reny an Sauien di~ Gewinnung eines HCIG 4-sauren
saizzaten fir Glucose im Glyk _zenzykins dorch Be- Extrakts 12, 4, 6] ohine UDP-Glucose-verlust umd
stimmmung der spezifischen Aktivitat von UDP-Glucose desten Avfbereilong so ermigiicht, dase efne unmit-
erforderlich, die eine praparative Darstellung aus dem telbare papierchronatografische Abtrersmng Ger
Gewebe, die quantitative Erfassung und die Messung :

jhrer 14-C-Aktivitat beinhaliet,

Die Bestimmmumng von UDP-Glucose in tierischem
Gewebe ist mitiels fluoromstrischer Methode [1]
moglich; dazu sind Priparation end Bestimmung von
UDP-Glucuronat mit Uberfithrung von UDP-Glucose
in UDP-Glucuronat nbiig, so dass UDP-Glucose in
einer Differenzbestimanung erfasst wird. Diese Methode
eignet sich nichi fiir die Ennittheng der spezifischen
Aktivitat. Andere Verfahsen [2—5] zur Trennung von
siore-und alkohollGslichen Nukleotiden benutzen die
Fraktionierung von wassrigen, alkoholischen, TCE-
coder HC1O,-Exirakten an Jonenaustauschersfiuien ent-
weder in der Chioridform mit schrittweiser NoCl-Eln-
tion sowie folpender Entsalzong und Konzentrierang,

‘oder aber in der Formiatform mit Elution durch
Ameisensdure, Entfernung dieser durch Liophylisie-
rung und weiterer Behandlung des Elnais it stazrk
sauren Xationenanstauschern bei sich anschliessenden
papierchromatogsafischen und e]eklmphmetxschen
Trenmungsschritten. Diesz langwierigen Arbeitsgange -
sind allerdings fiir Serienuntersuchungen nicht branch- Fig 1. Piplercironucioprafisibe Aafmnovzs on ULP-Glb-

. bar und fohren zu etheblichen Substratverlusten., cosc. 1 = 0.01 iz, 2= 0.05 ma, 3= Gewrteextrakt sus 20 g .
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UDP-Glucose gelingt. Dazu war die Auffindnng einer
Laufmittelkombination srforderlich, die eine Abiren-
nung von UDP-Glucose in einem Gang ermoglicht,
ohne deren biologische Aktivitat zu sioren.

Zur Praparation der UDP-Gtucose erfolgt eine Zer
reibung des Gewebes {wir verwendeten Ratten-Dia-
phragma) unter fliissigem Stickstoff, Extraktion mit
HCI0,4 0.5 n und scharfer Zentrifugation. Der Uber-
stand wird sofort mit KOH neutralisiert und zur -
quantitativen Fillung mit KCIO4 30 min urm den
Gefrigrpunki gehalien, Mach Zentrifugation Schutteln
€es Uberstandes mit NaOH-vorbehandeltem Dowex
£100-200 mesh), Abirennong des Harzes nnd Eineng-
ong unter kaiter Luitdusche. Alle Arbeitsginge laufen
i 0°C ab; die Wiederfindungsrate fir UDP-Glucose
De1rdgt nach dieser Praparation 98—100%. Die papier-
shrematografische Abtrennung der UDP-Glucose er-
folgt auf Schleicher-Schiill-Papier 20 4313 Mg! (Vor-
hehandlung: 60 min Kochen in Essigsaure 0.1 n unter
Zusatz von EDTA, 3 maliges griindliches Waschen und
anschliessendes Kochen mit Aqua bidest.) in anfstei-
gender Technik [9]. Nach Auftragung des Extrakies
unter kaltem Lufistrom wird die UDP-Glucose-Ablren-
nung in einer Ianfmittelkombination s#-Butanol :
Pyridin : Wasser 2:8: 3, pH 6.5 bel 0°C und einer
1anfzeit von 36 &k voraenommen. Die Anfarbung ge-
lingt mit FeCl, 0.1% und Suifosalicylssure 1% {der
optische Test wird dadurch nicht gestfirt). Nach Ein-
tion der Banden mit Wassar 12 k bei 0°C wird das
Elvat in der Mikrozentrifuge abgetrennt vnd cer
Riickstand unter Zuhilferahme des Mikromix {Mikro-
Litersystem EPPENDORF) wiederholt nachgewaschen.
Diz vereinigten Eluate werden in der K3ite vnter
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kaltem Luftstrom eir;geengt, der Eifickstand in 0.5 ml

avfgenommen und alizuote Tele zur Besiimmung der
UDP-Glucose im optischen Tesi uad zur Enmtﬂung
1hrcr 14-C-Aktivitat eingesetzt. -

~ Der optische Test wurde unte: Yerwendung vos -
UDP-Glucose-Dehydrogenase {7, 81 bei 334 nmn
durchgefiihrt; in dem nns interessierenden Xonzen-
traticnsbereich 0.01--1.0 mg/m! verlanft die Reaktion
finear. Die Wiederfindungsquote betragt 90—98%; fiif
das Diaphragma der Ratie (Wistar Jena/Karisburg
¥,¢) wurde ein Gehalt an UDP-Glucese von 0.08
pM/g Frischgewicht ermitteli.

Die Uitersuchungzn wurden mit Mitteln eines
Forscaungsauftrages des Ministerinms fiir Gesundheits-

wesen Jder DDR durchgefiihirt.
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