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Empfindliche Mikromethode zur Bestimmung der UDP-Glucuronyltransferase-Aktivitiit in Leber-
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(Eingegangen am 13. August/2. Dezember 1974)

Es wird eine zuverldssige Mikromethode zur Bestimmung der UDP-Glucuronyltransferase-Aktivitit mit Bilirubin als Substrat be-
schrieben. Schon mit Leberhomogenaten, die 3 mg Leber enthalten, lassen sich Bestimmungen mit einer Standardabweichung von
+4,7 % durchfiihren. Bei der Maus wurden mit dieser Methode Werte zwischen 85 und 300 und beim erwachsenen Menschen von

etwa 240 nmol Bilirubinglucuronid/40 min X g Leber gemessen.

A sensitive microassay for UDP-glucuronyltransferase activity in liver homogenates with bilirubin as substrate

A reliable and sensitive micromethod is described for the determination of UDP-glucuronyltransferase with bilirubin as substrate.
Liver homogenates containing as little as 3 mg of liver tissue are sufficient for the enzyme determination with a standard deviation
of + 4.7%. Using this method values between 85 and 300 were found in mice, and about 240 nmol bilirubinglucuronide/40 min X g

liver tissue, was found for the adult human.

1964 veroffentlichten Metge et al. (1) eine Mikro-
methode zur Bestimmung der UDP-Glucuronyltrans-
ferase-Aktivitit (EC 2.4.1.17) in Leberbiopsieproben.
Die Autoren inkubierten Leberhomogenat mit Bili-
rubin und UDP-Glucuronsiure, diazotierten den Inkuba-
tionsansatz mit 35S-Sulfanilsiure, extrahierten die
entstandenen radioaktiven Pigmente Azobilirubin bzw.
Azobilirubinglucuronid?) und trennten sie papierchro-
matographisch auf. Aus dem Radioaktivititsverhiltnis
der beiden Azopigmente und der eingesetzten Menge an
Bilirubin errechnet sich die Menge an gebildetem Bili-
rubinglucuronid, die der Aktivitit des Enzyms propor-
tional ist.

Leider konnten wir diese Methode trotz grofiter An-
strengungen nicht reproduzieren. Es scheint unmoglich,
die beiden interessierenden Pigmente vom grofien Uber-
schuB an 35S-Sulfanilsiure, 35S-Diazobenzolsulfon-
sdure, der daraus entstehenden 35S-p-Hydr‘oxybenzol-
sulfonsiure und vielen anderen radioaktiven Verunreini-
gungen, die durch Diazotieren aromatischer Komponen-
ten des Leberhomogenates entstehen, durch einfache
Papierchromatographie abzutrennen.

1y Wesentliche Teile der vorliegenden Arbeit wurden von cand.
med. Christa Wagner aus Gottingen als Dissertation den
Medizinischen Fakultiten der Universitit Freiburg i. Br.
vorgelegt. .

2) Der Einfachheit halber und aus historischen Griinden wird
an der Bezeichnung der Pigmente mit ,,Azobilirubin‘ bzw.
,»Azobilirubinglucuronid* festgehalten.
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Andere Mikromethoden zur Bestimmung der UDP-
Glucuronyltransferase arbeiten mit unphysiologischen
Substraten (2—7), mit nur schwer zuginglichem !4C-
Bilirubin (8) oder bend&tigen zu grofle Lebermengen (9),
als daf sie durch Leberblindpunktion an Neugeborenen
gewonnen werden kénnten.

Wir haben uns daher entschlossen, die vom Konzept her
bestechende Methode von Merzge et al. (1) so umzuar-
beiten, daf} sie ohne Schwierigkeiten zu reproduzieren
sein sollte.

Material und Methoden

Geriate, Chemikalien, Losungen

Potter-Elvehjem-Glashomogenisator, 2,5 ml Inhalt. Zentrifugen-
glischen, 15 ml, NS 14,5, mit spitzem Boden. Rotationsver-
dampfer mit ,,Spinne*, 6- und 12-armig (Biichi, Flavil, Schweiz).
Fliissigszintillationszihler, Tricarb 3375 (Packard Instr., Frank-
furt/M).

UDP-Glucuronsiure, Dinatriumsalz und Humanalbumin,

reinst (Boehringer Mannheim). 35S-Sulfanilsiure, 0,1 %

(5,98 mmol/l) in 0,25 mol/l HCI, spez. Aktivitit 50 mCi/mmol
(Amersham-Buchler KG, Braunschweig). Hyamine-Hydroxide
10-X, 1 mol/l in Methanol (Packard Instr., Frankfurt/M).
2,2'-p-Phenylen-bis-(5-phenyloxazol) (POPOP), 2,5-Diphenyl-
oxazol (PPO), Naphthalin fiir Szintillationszwecke und andere
Chemikalien (Merck AG, Darmstadt). Cellulose-F-Diinnschicht-
platten, 20 X 20 cm (Merck AG, Darmstadt) 3). MN-Cellulose-

3) Celluloseplatten ohne Fluoreszenzindikator zeigten andere
Trenncigenschaften,
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pulver 300 fiir die Diinnschichtchromatographie und MN-Cel-
lulosepulver fiir die Sdulenchromatographic (Macherey Nagel, -
Diiren). Absol. Athanol l.c. (7).

Inkubationslosung: 1,0 ml 66 mmol/l Kaliumchlorid; 0,3 mi
0,2 mol/l Natriumphosphatpuffer, pH 7,4; 0,1 ml 0,3 mol/l
Magnesiumchlorid; 1,0 ml isotone alkalische Kaliumchlorid-
16sung (154 mmol/1 Kaliumchlorid und 0,32 mmol/l Kalium-
hydrogencarbonat). UDP-Glucuronsiureldsung: 0,3 mmol/l
Dinatrium-UDP-Glucuronat.

Bilirubinlésung: 10 mg reines Bilirubin werden so schnell wie
méoglich in 0,5 ml 0,1 mol/l Natriumhydroxid gelost und mit
bidest. Wasser auf 10 ml aufgefiillt. Zu 0,5 ml dieser Lésung
gibt man sofort 0,5 ml einer 50 g/l Humanalbuminlésung und
fillt mit bidest. Wasser auf 10 ml auf. Die L&sung enthilt

50 ug = 85,5 nmol Bilirubin/ml. Sulfanilsiurelésung (nicht
radioaktiv): S g Sulfanilsiure und 15 ml konz. Salzsiure (etwa
12 mol/l) mit bidest, Wasser auf 1 1 auffiillen. Diazoreagenz:
100 ml Sulfanilsdurelosung unmittelbar vor Gebrauch mit 5 ml
Natriumnitrit-Lésung (72,5 mmol/l) mischen.

35S-Diazoreagenz: Zu 0,5 ml der 35S-Sulfanilsiurelésung gibt
man kurz vor dem Gebrauch 25 ul Natriumnitrit-Losung (72,5
mmol/l). Diotol: 65 mg POPOP, 3,25 g PPO, 65,0 g Naphthalin,
250 ml Toluol, 250 ml Dioxan, 150 ml Methanol.

Die UDP-Glucuronsiure-, Bilirubin- und Inkubationslésungen
werden in etwa 2 ml-Portionen bei - 20° C lingstens 2 Monate
aufbewahrt.

Alle verwendeten organischen Losungsmittel miissen unbedingt
frisch destilliert sein.

A\
Durchfiihrung der Versuche

Einer in Atheranisthesie durch Dekapitieren entbluteten Maus
entnimmt man 20—-40 mg Lebergewebe, wiegt auf einem Stiick-
chen Parafilm genau aus und iiberfithrt schnell in einen eisge-
kiihlten Glashomogenisator, in den man pro mg Lebergewebe
20 ul Inkubationslésung gibt. Es wird 3 min bei 300 U/min
und 0° C homogenisiert.

Vom Homogenat werden 3 mg Leber entsprechende Anteile

(63 ul) in vorgekiihlte Zentrifugengldschen iiberfihrt, mit

20 ul Bilirubin- (entsprechend 1,71 nmol Bilirubin) und 33 ul
UDP-Glucuronsiurelésung (entsprechend 10 nmol UDP-Glucuro-
nat) pro mg Leber versetzt und 40 min bei 37° inkubiert. Die
Zugabe der Bilirubinlésung muf} prizise durchgefiihrt werden
(Mikroliterspritze). ’

Man stoppt die Reaktion durch Kiithlen mit Eiswasser und
sofortige Zugabe von 0,5 ml absol. Athanol je Probe, diazotiert
mit 100 pl 33S-Diazoreagenz und it 1 h bei 0° C im Kiihl-
schrank stehen. Anschliefend werden zu jeder Probe als Triger-
und Markierungssubstanz 30 ul eines aus Schweinegalle herge-
stellten Gemisches (s. u.) der beiden nicht radioaktiven Pigmente
Azobilirubin und Azobilirubinglucuronid sowie je 4 ml bidest.
Wasser gegeben und der Farbstoff durch kriftiges Schiitteln

(1 min) mit S ml n-Butanol extrahiert. Nach Zentrifugieren

(10 min, etwa 4500 U/min, + 4° C) iiberfiihrt man 4,5 ml der
organischen Phase in neue, vorgekiihlte Zentrifugengliser,
Schiittelt mit je 2 ml bidest, Wasser 1 min aus, zentrifugiert (5
min, etwa 4500 U/min, + 4° C), pipettiert 3,5 ml der organi-
schen Phase in neue, vorgekiihlte Zentrifugengldser und dampft
das Losungsmittel nach Zugabe von je 1 ml bidest. Wasser und
Vorkiihlen der Glaschen in Eiswasser mit Hilfe einer Spinne am
Rotationsverdampfer im Vakuum (etwa 1 Torr) bei 30° C zur
Trockene ein. Man 16st den Riickstand in je 200 ul Alkohol/
Wasser 1:1, benetzt alle farbstoffhaltigen Anteile der Glaswan-
dungen, zentrifugiert kurz und dampft nach Vorkiihlen der
Gldschen in Eiswasser wiederum im Vakuum bei 30° C zur
Trockene ein. Der Farbstoff wird in 30 ul Essigsidure (1 mol/l)
aufgenommen und in etwa 10 pl-Portionen auf Cellulose-F-Diinn-
schichtplatten so aufgetragen, daf sich der Startpunkt je 2,5

cm vom linken und unteren Rand der Platte befindet. Zwischen-
durch wird mit einem kalten Luftstrom getrocknet. Zum

Schluf} tropft man mit einer Mikroliterspritze so viel verdiinnte
(1 mol/) Essigsdure (etwa 10—15 ul) langsam auf die Mitte des
Farbflecks, bis dieser iiber seinen Rand hinaus benetzt ist. Man
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erreicht dadurch eine gleichmifige Adsorption der Pigmente an
der Cellulose und im Gefolge davon eine tailing-freie Chromato-
graphie. Es wird anschliefend 10 min unter einem kalten Luft-
strom getrocknet.

Die Chromatographie erfolgt zweidimensional. Durch zwei
Reinigungsliufe in der ersten Richtung mit alsol. Athanol

(45 min) bzw. verdiinnte Essigsiure (0,17 mol/l) (90 min)
werden die interessierenden Azopigmente von fast allen radio-
aktiven Verunreinigungen befreit und dann durch Chromato-
graphie in der zweiten Richtung mit Methylithylketon/Aceton/
Propionsidure/Wasser (Volumina 55 ml + 20 mb+ 25 ml + 35 ml)
als Laufmittel aufgetrennt (3 h). Nach jedem Lauf miissen die
Platten 20 min unter Fohnen mit kalter Luft getrocknet wer-
den.

Zur Auswertung zeichnet man um die beiden Farbflecke
(RFAzobilirubin: €tWa 0,68, RFAzobilirubinglucuronid: etwa
0,53) mit Bleistift gleich grofe Vierecke (Hohe 1,8 cm; Breite,
je nach Grofle des Farbfleckes, meist 2 cm) und iiberfiihrt die
die Pigmente enthaltende Cellulose nach Abkratzen mit einem
Metallspatel mit Hilfe von Glanzpapier in Zihlglischen.
Zwischen dem Azobilirubingluéuronidfleck und dem Auftrags-
punkt, jedoch mindestens 1,6 cm von letzterem entfernt, ent-
nimmt man einen Leerwert gleicher Flichengrofie und versetzt
alle Proben nacheinander mit je 0,1 ml Eisessig (schiitteln),

1,0 ml Hyamin-Hydroxyd (schiitteln) und 10 ml Diatol (schiit-
teln) und miBt die Radioaktivitit im Fliissigszintillationszihler.

Die gemessene Radioaktiviﬁit des Leerwertes wird von der des
Azobilirubinglucuronidflecks abgezogen. ’

Die Menge an gebildetem Glucuronid errechnet sich wie folgt:
BG[nmol/40 min X g Leber] =
Akt gg[Imp/min}Akty w[Imp/min]

X B[nmol/g Leber]

Aktgesam¢[Imp/min)
BG = gebildete Bilirubinglucuronidmenge
Aktppg = Radioaktivitit des Azobilirubinglucuronidfleckes

Aktpw = Radioaktivitit des Leerwertes
Aktgesamt = AKtAp + Aktpopg ~ AKtLw

Aktap = Radioaktivitit des Azobilirubinfleckes
B = zZugegebene Bilirubinmerige

Darstellung eines Gemisches aus Azobilirubin und Azobilirubin-
glucuronid aus Schweinegalle

Man verdiinnt 300 m! frischer Schweinegalle mit 300 ml bidest.
Wasser, gibt 300 ml absol. Alkohol hinZu, bringt unter Riihren
mit Eisessig auf pH 4, kiihlt auf 0° C ab und diazotiert mit 315
ml eiskaltem Diazoreagenz unter Rithren. Nach 15 min gibt man
nochmals 300 ml Alkohol und 315 ml Diazoreagenz hinzu und
rithrt 1 h bei 0° C. Dann wird wie folgt extrahiert: *

Je 1 X mit 600 bzw. 300 ml Petrolither (40—60° C)
1 X mit 270 ml Petrolither (40=60° C)/n-Butanol (Volumina
70 ml + 20 ml)
2 X mit 300 ml Petrokither (40—60° C)/n-Butanol (Volumina
70 ml + 30 ml)
1 X mit 450 ml Chloroform und
4 X mit 300 ml Chloroform

Die wifirige Phase, in der sich die interessierenden Pigmente be-
finden, dampft man im Vakuum (¢twa 1 Torr) am Rotations-
verdampfer bei 30° C zut Trockene ein, nimmt den Riickstand
in 450 ml verdiinnter Essigsidure (0,17 mol/1) auf, verriihrt mit
150 g MN-Cellulose 300 fur die Diinnschichtchromatographie
und nutscht ab. Der Filterriickstand wird nochmals mit 300 ml
verdiinnter Essigsdure (0,17 mol/1) verriihrt und wiederrum ab-
genutscht. Man extrahiert den an die Cellulose adsorbierten
Farbstoff 3 mal mit je 375 ml Alkohol/Aceton/Wasser (Volu-
mina 100 mi + 100 ml + 100 ml) und dampft die vereirigten
Farbstofflosungen im Wasserstrahlvakuum bei 30° C zur
Trockene ein. Zur weiteren Reinigung werden die Pigmente,

in 10—15 ml verd. Essigsiure (0,17 mol/l) gelost, 2 mal an
MN-Cellulose fir die Siulenchromatographie chromatographiert.
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Zu diesem Zweck giefit man eine Siule (3,7 cm @) aus 150 g
Cellulose und 900 ml verd. Essigsiure (0,17 mol/l), 148t zur
Konditionierung der Siule mit dem gleichen Elutionsmittel
iiber Nacht laufen und triigt dann erst die Farbstofflosung auf.
Fluiert wird so lange mit verd. Essigsdure (0,17 mol/l), bis sich
die beiden Farbstoffe, nach Elution verschiedener, auch violett
gefirbter Anteile und einer gelblichen Zone, in zwei breite
Banden aufgetrennt haben, von denen die schneller wandernde
das Azobilirubinglucuronid enthilt. Man schneidet die beiden
Zonen heraus, extrahiert die Farbstoffe 3 mal mit je 100 ml
Alkohol/Aceton/Wasser (Volumina 100 ml + 100 ml + 100 ml),
dampft die Extrakte im Vakuum bei 30° C zur Trockene cin
und rechromatographiert nach Auflosen in etwa 15 ml verd.
Essigsdure (0,17 mol/l) wie beschrieben.

Die beiden Pigmente werden nun getrennt in je 1—2 ml bidest.
Wasser aufgenommen und zur weiteren Reinigung an Cellulose-
F-Diinnschichtplatten chromatographiert. Pro Platte trigt man
etwa 0,3 ml Farbstofflésung als Strich im Abstand von 3 cm
vom unteren Rand auf und tropft, um die Pigmente gleich-
miBig auf der Celluloseschicht zu verteilen, nach kurzem
Zwischentrocknen verd. Essigsdure (0,17 mol/l) auf die Auf-
tragszone. Chromatographiert wird, nach Trocknen im kalt?/
Luftstrom, 2 h mit verd. Essigsiure (0,17 mol/l) als Laufmittel
und nach Zwischentrocknen der Platten (10 min), mit Methyl-
ithylketon/Aceton/Propionsiure/Wasser (Volumina 55 ml +

20 ml + 35 ml + 25 ml) (3 h) in der gleichen Richtung./ Nach Be-
endigung der Chromatographie trocknet man kurz, kratzt die
interessierenden Zonen aus, extrahiert die Farbstoffe mit
20—30 ml Alkohol/Aceton/Wasser (Volumina, 100 ml + 100 ml
+ 100 m}) und dampft die Extrakte im Vakuum bei 30 °C zur
Trockene ein. Die Riickstinde werden in 1—2 ml bidest. Wasser
aufgenommen. Man mischt die Pigmente nun so, da} beide in
etwa gleicher Konzentration vorliegen (Probechromatogramm).

Die Farbstofflsung wird bei + 4° C im Eisschrank aufbewahrt
und ist mindestens 3—6 Monate haltbar.

Der Wichtigkeit halber sei nochmals darauf hingewiesen, dafl

1. alle Losungsmittel frisch destilliert und
2. alle Glasgerite peinlichst sauber sein miissen (Chromschwefel-
siure).

Dies gilt fiir den gesamten Versuchsteil.

Ergebnisse

Optimierung der Versuchsbedingungen

Einflup der Magnesiumionenkonzentration auf die Kon-
Jjugation

Etwa 40 mg Leber wurden mit 20 ul Inkubationslésung
(ohne Magnesiumionen)/mg Leber homogenisiert. Wir
entnahmen 4 mal 2 Proben von je 3 mg Leber, fiigten

0, 0,125, 0,25 bzw. 0,5 umol Magnesiumchlorid, je

10 ul (0,855 nmol) Bilirubin- und 16,6 ul (S nmol)
UDP-Glucuronsiureldsung pro mg Leber hinzu und arbei-
teten wie beschrieben weiter. Es zeigte sich, daB alle
verwendeten Magnesiumionenkonzentrationen die Aus-
beute an Glucuronid gegeniiber den Proben ohne Magne-
siumionen (100 %) auf etwa 220 % steigerten. Fiir die
weiteren Versuche wurde eine Magnesium-Konzentration
von 0,25 umol/mg Leber eingesetzt.

Abhiingigkeit der Konjugation von der Bilirubinmenge
Zu je 6 Doppelproben Leberhomogenat (3 mg Leber/
Probe) wurden bei iiberschiissiger UDP-Glucuronsiure
(400 nmol/mg Leber) steigende Mengen an Bilirubin
hinzugegeben und wie beschrieben weitergearbeitet.
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Abb. 1. Abhingigkeit der Konjugation von der Bilirubinkonzen-
tration.
Inkubationsansatz: 3 mg Leber in 60 ul Inkubations-
16sung; 400 nmol UDP-Glucuronsiure/mg Leber und
steigende Mengen Bilirubin. Die fiir die Durchfiihrung
der Bestimmung empfohlene Menge von 1,71 nmol
Bilirubin/mg Leber liegt im S#ttigungsbereich der Kurve.

Wie Abbildung 1 zu entnehmen ist, befindet sich der
Arbeitspunkt mit 1,71 nmol Bilirubin/mg Leber im Sitti-
gungsbereich.

Abhingigkeit der Konjugation von der UDP-Glucuron-
sduremenge

Da sich ein exzessiver Uberschuf an Bilirubin aus tech-
nischen Griinden verbietet (Schwierigkeiten bei der
Chromatographie und Auswertung), arbeiteten wir mit
2,85 nmol Bilirubin/mg Leber. Mit steigenden Mengen
an UDP-Glucuronsidure im Ansatz erhilt man die in
Abbildung 2 wiedergegebene Sittigungskurve, der zu
entnehmen ist, daf8 10 nmol UDP-Glucuronsiure/mg
Leber ausreichen.
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Abb. 2. Abhiingigkeit der Konjugation von der UDP-Glucuron-
siurekonzentration.
Inkubationsansatz: 3 mg Leber in 60 ul Inkubations-
16sung; 2,85 nmol Bilitubin/mg Leber und steigende
Mengen UDP-Glucuronséure. Die fiir die Durchfihrung
der Bestimmung empfohlene Menge an UDP-Glucuron-
sidure (10 nmol/mg Leber) liegt im Sittigungsbereich
der Kurve.
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Abhingigkeit der Konjugation von der Homogenisie-
rungsdauer

Etwa 40 mg Leber wurden mit 20 ul Inkubationslésung/
mg Leber bei 0°C und 300 U/min homogenisiert. Wir
entnahmen nach verschiedenen Zeiten je 2 Proben

(a 3 mg Leber), stellten sie in Eiswasser und arbeiteten
dann alle zusammen wie beschrieben auf. Der Versuch
zeigt, dafl die Enzymaktivitit von der Homogenisierungs-
dauer weitgehend unabhingig ist. Wir haben daher die
anfangs gewihlte Homogenisierungsdauer von 3 min bei
300 U/min beibehalten.

Variation der Inkubationszeit

6 Doppelproben (3 mg Leber/Probe) wurden wie oben
beschrieben behandelt und verschieden lange inkubiert.
Abbildung 3 ist zu entnehmen, daf} keine lineare Bezie-
hung zwischen Konjugation und Inkubationszeit be-
steht. Die maximale Ausbeute an Glucuronid wird bei
einer Inkubationsdauer von etwa 40 min erreicht.
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Abb. 3. Abhingigkeit der Konjugation von der Inkubationszeit.

Inkubationsansatz: 3 mg Leber in 60 ul Inkubations-
16sung; 1,71 nmol Bilirubin und 10 nmol UDP-Glucu-
ronsdure/mg Leber. Im Bereich zwischen 20 und

120 min Inkubationsdauer besteht zwischen der Kon-
jugation und der Inkubationszeit keine lineare Bezie-
hung.

Versuche zur Reproduzierbarkeit

In einem ersten Versuch wurden 6 identische Proben-
(etwa 3 mg Leber) eines Homogenates wie iiblich auf-
gearbeitet. Die Werte lagen zwischen 198,5 und 207,8
nmol Bilirubinglucuronid/g Leber X 40 min mit einer
Niherungsstandardabweichung (10) von * 2,13. Um zu
iiberpriifen, inwieweit die Genauigkeit der Methode von
der Grofe der verwendeten Gewebsprobe und von den
Manipulationen bis einschlieflich dem Homogenisieren
abhingig ist, wurden 3 verschiedenen Miusen je 4
benachbarte Leberstiicke (Zwischen 27,6—42,6, 15,8—
21,5 bzw. 5,6—12,5 mg) entnommen, sofort bei
-78°C eingefroren und nacheinander unter identischen

Bedingungen verarbeitet (Doppelbestimmungen). Die
Mittelwerte fiir die drei Gewichtsgruppen liegen bei
176,5, 151,2 bzw. 138,6 nmol Bilirubinglucuronid/g
Leber X 40 min bei Niherungsstandardabweichungen
von + 5,8, 4,21 bzw. 4,74. Die nach logarithmischer
Transformation aus 96 Doppelbestimmungen errechnete
Standardabweichung betrigt, + 4,7 %%).

ot
Untersuchungen zum Verhalten der Enzym-
aktivitit

Es wurde gepriift, ob sich die Enzymaktivitit beim
Stehen des Homogenates bei 0° C veridndert. Bestim-
mungen an Aliquoten einer grofieren Probe nach 0, 20,
40, 60 und 80 min ergaben identische Werte. Bewahrt
man die Leberprobe im verschlossenen Glasrdhrchen

5 Tage bei - 78° C auf, so sinkt die gemessene Enzym-
aktivitit auf etwa 63 % des urspriinglichen Wertes.

Hydrolaseaktivitit im Leberhomogenat

Nach der angegebenen Méthode wurde 35S-Azobilirubin-
glucuronid dargestellt (zehnfacher Ansatz) und mit je
zwei Leberhomogenatproben mit bzw. ohne Saccharo-
1.4-lacton (B-Glucuronidasehemmer) im Ansatz inku-
biert. Nach 40 min bei 37° C waren in beiden Versuchen
etwa 30 % des eingesetzten Glucuronides zerfallen.

Diskussion

Es bestehen heute kaum mehr Zweifel dariiber, daf} in
der Leberzelle mehrere UDP-Glucuronyltransferaser
existieren (11, 12), deren Beziehungen untereinander
jedoch noch weitgehend unbekannt sind. Daher em-
pfiehit es sich, fiir Untersuchungen, die iiber die Fihig:
keit der Leber, Bilirubin zu konjugieren Auskunft geben
sollen, auch eine Enzymbestimmungsmethode zu wihlen,
die mit Bilirubin als Substrat arbeitet.

Die photometrische Auswertung der Van-den-Bergh-
Reaktion, die diesen Methoden meist zugrunde liegt,
stofdt bei kleinen und kleinsten Enzymmengen bald auf
uniiberwindliche Schwierigkeiten. Eine Alternative bietet
nur schwer zugingliches radioaktives natiirliches (8)

bzw. synthetisches (13) Bilirubin oder, was weit ein-
facher ist, die nachtrigliche radioaktive Markierung
durch Diazotieren mit radioaktiven Diazonjumverbin-

dungen, wie sie schon von Metge et al. (1) durchgefiihrt
wurde.

Da wir jedoch, wie schon eingangs kurz erwihnt, letztere
im Konzept interessante Methode trotz besten Bemiihens
nicht reproduzieren konnten, haben wir uns zu ihrer
Uberarbeitung entschlossen.

4) Herrn Dr. H. Jesdinsky vom Institut fiir Mediz{;iische
Statistik und Dokumentation der Univeisitit Freiburg dan-
ken wir fur die Berechnung der Standardabweichung.
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Die schwichste Stelle dieser Methode stellt ohne Zweifel
die chromatographische Trennung der Diazopigmente
voneinander und von anderen radioaktiven Produkten
dar. Wir haben diesem wichtigen Schritt daher erhéhte
Aufmerksamkeit geschenkt.

Die Einfilhrung der zweidimensionalen Diinnschicht-
chromatographie mit drei verschiedenen Lésungsmitteln
erbrachte eine einwandfreie, autoradiographisch iiber-
priifte Trennung,.

Besondere Beachtung fand die Préparation und Reinigung
der nichtradioaktiven Azopigmente, denn wir konnten
feststellen, daf unreine Priparate die Komplexizitit

des zu trennenden radioaktiven Gemisches erhohten.

Dies wire dadurch zu erkliren, da im unreinen Azopig-
mentpriparat Substanzen vorhanden sind, die mit dem
im Uberschuf} vorliegenden radioaktiven Diazoreagenz
reagieren.

Zur Optimierung der Versuchsbedingungen wurden ver-
schiedene Parameter variiert und die Ergebnisse, falls
notig, bei den nachfolgenden Versuchen beriicksichtigt.

Wie zu erwarten, konnte die Glucuronidbildung durch
Zugabe von Magnesiumionen um etwa 120 % gesteigert
werden. Bisher wurde dieser Effekt durch die Akti-
vierung der Glucuronyltransferase erklirt (9, 14, 15).
Zakim et al. (12) konnten jedoch durch kinetische Un-
tersuchungen zeigen, da® Magnesiumionen auf die
Aktivitit des Enzyms keinen Einflu haben, sondern
daf es sich bei dem beobachteten Effekt umn eine Steige-
rung der Loslichkeit des freien Bilirubins handelt, das
meist an Albumin gebunden eingesetzt wird. Nur das
freie Bilirubin, dessen Loslichkeit bei physiologischen
pH-Werten sehr gering ist, wird von der UDP-Glucu-
ronyltransferase als Substrat umgesetzt.

Bei Variation der Bilirubinkonzentration in Gegenwart
iiberschiissiger UDP-Glucuronsaure ergibt sich die in
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Abbildung 1 dargestellte Sittigungskurve, die zeigt,
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