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10 days and 18 days of incubation. The values for the 
/fro are about  t.0 m M  phenylphosphate in the absence 
and presence of EDTA.  The constancy of the K~ values 
for act ivi ty with phenylphosphate and fl-glycerophosphate 
during growth and regression in the presence or absence 
of EDTA lends no support to the idea that  these 2 sub- 
strates are hydrolyzed by 2 different enzymes. 

The effect of fl-glycerophosphate on the hydrolysis of 
phenylphosphate was also studied in order to determine 
if tile hydrolyses of these 2 substrates are independent 
reactions or dependent reactions in some way. If th~ same 
enzyme molecule hydrolyzes 2 different substrates, the 
activity towards one substrate may be inhibited by the 
presence of the other. I t  is possible, then, to determine 
this inhibition by application of the Michaelis-Menten 
equation and the Lineweaver-Burk plott ing method 
(DIxoN and WEBBS). Fig. 2 indicates that  the enzy- 
matic liberation of phenol from phenylphosphate is com- 
petitively inhibited by fl-gtycerophosphate during growth 
(12 days of incubation). This was also observed at  17 
days of incubation which is during mesonephric regres- 
sion. The interpretation of these data  is tha t  the inhibitor 
(~-glycerophosphate) and the substrate (phenylphosphate) 
are competing for the same site on the same enzyme 
molecule. 

Thus, from the above studies, i t  seems reasonable to 
assume tha t  acid phenylphosphatase and acid fl-glycero- 

phosphatase activities are associated with the same 
enzyme molecule in homogenates of growing and regres- 
sing mesonephroi in chick embryos ~. 

Rdsum& L'act ivi t6 de la phosphatase acide envers le 
fl-glyc4rophosphate et le ph4nylphosphate a ~16 compar4e 
sous des conditions vari4es afin de constater si ces deux 
actions refl~tent celle de mol4cules enzymatiques pareilles 
ou diff6rentes pendant  la croissance et la r6gression du 
m4son6phros chez l 'embryon de poulet. Pour 41ucider 
cette question, on a 6tudi6 les effets de la temp4rature au 
pH 5, et du vers~ne, et l ' influence d 'un substratnm sur 
l 'hydrolyse. Les r4sultats de ces recherches indiquent que 
la m~me enzyme pourrait  ~tre responsable de l 'hydrolyse 
de ces 2 substrats. 

VIRGINIA ]~ROADDUS PATEL I° 

Biology Department, Washington University, St. Louis 
(Missouri USA), I3th April t967. 
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Der Einfluss yon 2-Deoxy-D-glucose auf die 
Substratoxydation in Ascites-Tumorzel len 

Deoxyglucose hemmt  das Wachstum und die Glyko- 
lyse 1 yon Tumorzellen. Versuche mit  Ascites-Carcinom- 
zellen ergaben, dass Deoxyglucose in Anwesenheit hoher 
Glucosekonzentrationen die MiIchs~urebildung partiell 
hemrat, die der Glykolyse folgende, fiber den Zitronen- 
Saure-Zyklus verlaufende Oxydation des Glucose-Kohlen- 
Stoffes hingegen stimuliert*, 3. Die folgenden Exper imente  
Wurden mit  der Absicht durchgeffihrt, einen Einblick in 
den Mechanismus zu erhalten, der bedingt, dass Glucose 
als OXydatives Substrat  bevorzugt wird. Es wurde unter- 
Sucht, in welcher Weise Deoxyglucose in Anwesenheit 
hoher Glucosekonzentrationen die Oxydation l*C-mar- 
kierter Substrate des Zitronensiiure-Zyklus beeinflusst. 

Ezperimentetles. Die Versuche wurden in der gleichen 
Vgeise durchgeffihrt, wie sic an anderer Stelle beschrieben 
WUrde a. 

Resultate und Diskussion. Zun~chst wurde untersucht, 
Welchen Einfluss Deoxyglucose in Anwesenheit von 
Glucose auf die Oxydation von (2-14C)- und (3:4C) - 
Pyruvat  hat. Glucose setzt, wie bekannt  und wie auch 
aus Tabelle I zu ersehen ist, als kompetit ives Substrat  
die Oxydation yon exogenem Pyruva t  herab. Sic hemmt  
~Uch die O2_Aufnahme der Tumorzellen 4& Wenn von 
lenen Werten ausgegangen wird, die bei Anwesenheit yon 
Glucose und Pyruva t  vorliegen, so zeigt sich, dass Deoxy- 
glucose die Oxydation yon Pyruva t  C-2 und C-3 verh~lt- 
nisrafissig mehr Ms die O : A u f n a h m e  steigert. Deoxy- 
glucose beeinflusst also die Oxydation yon Pyruva t  in 
gleichem Sinne wie die Oxydation yon Glucose C-6 (ref. ~) 
(Tabelle IV). 

/~.Rs Wurde in Betracht  gezogen, dass Deoxyglucose durch 
Intlussnahme auf das NAD-abhiingige Redoxsystem auf 

die Regulation der Substratoxydation einwirkt. Daher 

wurde untersucht, in welcher Weise Deoxyglucose die 
Oxydat ion  des Succinats beeinflusst, eines Substrates, 
dessen Redoxreaktion im Zitronensiiure-Zyklus an das 
Flavoprotein gekoppelt ist. Die Ergebnisse der Tabelle I I  
zeigen, dass die Oxydation des Succinats C-I,4 zu CO s 
dutch Deoxyglucose nicht stimuliert  wird. 

Tabelle I. Der Einfiuss yon Deoxyglucose auf die Pyruvatoxydation 
in Anwesenheit yon Glucose 

Zus~itze O2-Aufnahme tz Atome Pyruvat zu CO~ a 
(/tMole) a C-2 C-3 

Keine 15.6 2.63 1.96 
Glucose 11.0 0.81 0.62 
Glucose + 11.7 (+ 6%) 1.17 (+ 45%) 0.96 (+ 55%) 
Deoxyglucese 

Pro Ansatz wurden l0 s Ehrlich-Lettr6-Ascites-Tumorzellen der 
Maus in Ca~+-freiem Krebs-Ringer-Puifer (30 mM Phosphat, pH 
7.4) im Warburg-Apparat inkubiert. Gasphase, Luft. Temperatur- 
37°C. Endvolumen, 3 ml. Die Reaktion wurde durch Zukippen 
einer LSsung, welche die Substrate und die Deoxyglucose enthielt, 
gestartet und durch Zugabe yon S/iure beendet. Alle Ans~itze ent- 
hietten 10 raM Pyruvat. Endkonzentration der fibrigen Zus~tze: 
10 mM D-Glucose, 15 mM 2-Deoxy-D-glucose. a In Klammer: 
Anderung gegen die glucosehattigen Ans~itze. 

1 G. E. WOODWARD und F. B. CRAMER, J. Franklin Inst. 254, 259 
(1952). 

2 E. CHRISTIgNSEN, J. L. BRooKs, C. J. STE%VART und A. N. WICK, 
Biochem. biophys. Res. Commun. 5, 209 (1951). 

s G. SAUr:RMANN~ Z. Krebsforsch. 69, 44 (1967). 
4 H. G. CKABTREE, Biochem. J. 23, 536 (1929). 
s B. CHANCE und B. HEss, J. biol. Chem. 234, 2421 (1959). 
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E x p e r i m e n t e ,  die in  A b w e s e n h e i t  y o n  Glucose d u r c h -  
gef i ih r t  w o r d e n  waren ,  h a t t e n  ergeben,  dass  Deoxyg lucose  
die O x y d a t i o n  y o n  e x o g e n e m  P a l m i t a t  s t a r k  h e m m t  6 
(T&belle I I I ) .  N u n  w u r d e  u n t e r s u c h t ,  wie Deoxyg lucose  
die P a l m i t i n s ~ u r e o x y d a t i o n  bee inf luss t ,  w e n n  Glucose  
zugegen  ist.  Die  E r g e b n i s s e  de r  Tabe l l e  I I I  zeigen, dass  
u n t e r  d ieser  B e d i n g u n g  die O x y d a t i o n  y o n  Pa lmi t in s&ure  
C-1 zu CO~ d u t c h  Deoxyg lucose  s t i m u l i e r t  wird .  Be i  Ver -  
g le ich  de r  v o r l i e g e n d e n  Wer t e ,  die m i t  (1-1~C)-Palmitin - 
sgure" e r h a l t e n  wurden ,  m i t  den  D a t e n ,  die m i t  (6-~4C) - 
Glucose  e r h a l t e n  w o r d e n  waxen "~, fie1 auf ,  da s s  D e o x y -  
g lucose  die O x y d a t i o n  yon  P a l m i t a t  C- t  u m  e inen  ge- 
r i n g e r e n  P r o z e n t s a t z  ats  die O x y d a t i o n  y o n  Glucose  C-6 
e rhSh t .  Dies  ze igen ~,uch die R e s u l t a t e  des  in  Tabe l l e  I V  
a n g e f i i h r t e n  Versuches ,  in  d e E  al le  A ns g t ze  Glucose  u n d  

Tabelle II. Der Einfluss von Deoxyglucose auf die Succinatoxyda- 
tion 

Zus~tzc O~-Aufnahme /~Atome 
(btMole) Succinat 

C-1,4 
zu CO~ 

Keine 16.1 2.35 
Deoxyglucose 9.6 2.40 
Glucose 10.0 3.8 
Glucose + Deoxyglucose 11.2 3.6 

Bedingungen wee in Tabelle I, Alle Ansiitze enthielten 20 mM 
Succinat. Endkonzentration der Zusatze: 15 raM 2-Deoxy-n- 
glucose, 10 ram D-Glucose. 

Tabelle 111. Der Einfluss yon Deoxyglucose auf die Palmitatoxyda- 
tion 

Zuslitze Of  Aufnahrae nmAtome 
(/,Mole) a Palmitat 

C-1 zu CO~ a 

Keine 14.0 196 
Deoxyglueose 4.8 14 
Glucose 7.2 39 
Glucose + Deoxyglucose 7.8 (+ 8%) 53 (+ 36%) 

Bedingungen wie in Tabelle I. Die Patmitins~iure wurde als Komplex 
mit dialysiertem Placenta-Serura zugesetzt (1 ml/Ansatz). Alle 
Ans§tze enthielten 0.28 ram Palmitat. Endkonzentration der Zu- 
slitze: 15 mM 2-Deoxy-D-glueose, 15 mM D-Glucose. a In Klammer: 
Anderung gegen die glucosehaltigen Ans~ttze. 

Tabelle IV. Vergleich des Einflusses von Deoxyglucose auf die 
Oxydation yon Glucose und yon Palmitat 

Zusatze 0~-Aufnahrae 
(pMole) a 

Glucoseoxyda- Palmitatoxydation 
tion nmAtome nraAtome Palmitat 
Glucose C-6 C-1 zu coza 
zu CO= a 

P a l m i t i n s ~ u r e  en th i e l t en .  I n  der  e inen  Hg l f t e  de r  AnsAtze 
w a r  die Glucose,  in  der  a n d e r e n  HAlfte  die Palmi t ins i~ure  
m a r k i e r t .  

V e r s u c h e  m i t  x4C-markier ter  Glucose  h a t t e n  ergeben,  
dass  Deoxyg lucose  die O x y d a t i o n  y o n  Glucose  C-6 zu CO2 
a u c h  d a n n  n o c h  zusg tz l ich  s t imu l i e r t ,  w e n n  die O x y d a t i o n  
y o n  Glucose  C-6 be re i t s  d u r c h  d e n  E l e k t r o n e n a k z e p t o r  
M e t h y l e n b l a u  e r h 6 h t  i s t  3. Die  F i g u r  zeigt,  dass  M e t h y l e n -  
b l au  in A n w e s e n h e i t  y o n  Glucose  u n d  P a l m i t i n s g u r e  die 
O2-Aufnahme,  n i c h t  j e d o c h  die Pa lmi t in s~ iu reoxyda t ion ,  
s te iger t .  Die  O x y d a t i o n  y o n  P a l m i t i n s g u r e  C-1 zu CO~ 
wi rd  j edoch ,  ~hn l i ch  wie  die O x y d a t i o n  y o n  Glucose  C-6, 
d u r c h  zusg tz l iche  V o r g a b e  y o n  Deoxyg lucose  s t imu l i e r t .  

E s  fiillt  auf,  dass  die P a l m i t i n s g u r e o x y d a t i o n  in  Ab-  
w e s e n h e i t  yon  Glucose  d u t c h  Deoxyg lucose  g e h e m m t  
wird ,  in  A n w e s e n h e i t  y o n  Glucose  h i n g e g e n  s t i m u l i e r t  
wird.  U r s a c h e  de r  H e m m u n g  de r  P a t m i t i n s & u r e o x y d a t i o n  
d i i r f te  sein, dass  A T P  b e v o r z u g t  fiir die P h o s p h o r y l i e r u n g  
de r  Deoxyg lucose  in  der  H e x o k i n a s e - R e a k t i o n  7 v e r w e n d e t  
wird.  A T P  dfirf te  in  A b w e s e n h e i t  y o n  Glucose  fiir die 
A k t i v i e r u n g  der  O x y d a t i o n  de r  exogenen  l a n g k e t t i g e n  
F e t t s g u r e  mange ln .  Die B e o b a c h t u n g ,  dass  in  A b w e s e n h e i t  
y o n  Glucose de r  intrazellul~tre A T P - S p i e g e l  d u r c h  Deoxy-  
glucose s t a r k  ge senk t  wi rd  s,~, zeigt,  in  w e l c h e m  A u s m a s s  
Deoxyglucose  das  A T P - S y s t e r n  beeinf luss t .  

I n  A u w e s e n h e i t  y o n  Glucose  h ingegen  wird  zur  Phos -  
p h o r y l i e r u n g  de r  Deoxyg lucose  wen ige r  A T P  v e r b r a u c h t .  
D a  Glucose u n d  Deoxyglueose  k o m p e t i t i v e  S u b s t r a t e  fiJr 
die H e x o k i n a s e  s ind  7, s i n k t  die U m s a t z r a t e  de r  Deoxy-  
g l u e o s e - P h o s p h o r y l i e r u n g  1°. D a z u  k o m m t ,  dass  in  An-  
wesenhe i t  yon  Glucose  a u c h  au f  g l y k o l y t i s c h e m  W e g e  
A T P  gebf lde t  wird.  Die  A k t i v i e r u n g  de r  O x y d a t i o n  des 
exogenen  P a l m i t a t s  d t i r f te  also n i c h t  m e h r  d u r c h  A T P -  
Mange l  b e e i n t r ~ c h t i g t  sein, w e n n  n e b e n  Deoxyglucose  
a u c h  Glucose  a n w e s e n d  ist.  U n t e r  d ieser  B e d i n g u n g  wird,  
wie  die V e r s u c h e  zeigen, die P a l m i t i n s ~ u r e o x y d a t i o n ,  
~ h n | i c h  wie  die O x y d a t i o n  yon  Glucose u n d  y o n  P y r u v a t ,  
d u r c h  Deoxyg lucose  s t imu l i e r t .  

~Ts~ 

_n.~.~5 "7' '"  Oz-Aufnahme m = 

28 

0 
2 'lO ~ h-.IO 4 

Methylenblau - Konzentratlon (Mol/I) 

Der Einfluss von Deoxyglucose auf die Palmitatoxydation in An- 
wesenheit yon Glucose und Methylenblau. Bedingungen wie in 
Tabelle I und Tabelle l l I .  Alle AnsAtze enthielten 0,28 mM Palmitin" 
s~ture und 10 mM D-Glucose. Endkonzentration der 2-Deoxy-V" 
glucose: 15mM. o--o ohne Deoxyglucose, e - - o  mit Deoxyglucose. 

Keine 7.8 190 41 
Deoxyglucose 9.1 (+ 17%) 330 (+ 74%) 55 (+ 34%) 

Bedingungen wie in Tabelle I. Die PalraitinsAure wurde als Komplex 
B i t  Rinder-Serum-Atburain zugegeben. ]Endkonzcntration des Al- 
bumins: 1%. Alle Ans~tze enthlelten 10 mM D-Glucose, 0.28 mM 
Palraitat. Endkonzentration der 2-Deoxy-D-glucose: 15 raM. a In 
Klammer: Anderung gegen die KontroHe. 

6 G. SAUER~mCN, Archs Biochcm. Biophys. 104, 208 (1964). 
7 G. E. WOODWARD nnd M. T. HUDSON, J. Franklin Inst. 259, 543 
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s K. H. 1BSEN, E. L. COE und R. W. McKEE, Cancer Res. 22, ISZ 
(1962). 

o N. V. Y'ELTSlNA and N. A. V~RESOTSKAVA, 8th Int. Cancer Congr. 
Moscow 1962, abstracts of papers p. 103. 

i0 K. LETNANSKY~ Biochem. Z. 341, 74 (1964). 
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Summary. The effect of the glycolytic inhibitor 2-deoxy- 
~5-glucose on the oxidation of z4C-labelled substrates of 
the tricarboxylic acid cycle was investigated in ascites 
carcinoma cells of the mouse. I n  the presence of high 
concentrations of glucose, deoxyglucose stimulates the 
oxidation of pyruvate C-2 and C-3 to CO,, bu t  not  the 
oxidation of succinate C-1,4 to CO,. While deoxyglucose 
causes, in the absence of glucose, an inhibition of the 
oxidation of exogenous palmitate C-1 to CO,, it causes, 

in the presence of glucose, a st imulation of the palmitate 
oxidation. There is a possible correlation between the 
effect of deoxyglucose on the intracellulav ATP metabol- 
ism and the effect of deoxyglucose on the palmitate 
oxidation. 

G. SAUERMANN 

Institut /ar Krebs[orschung der Universitiit Wien, 
Wien 9 (A-1090 Osterreich), 3. April 7967. 

A N e w  M e t h o d  for the  D e t e r m i n a t i o n  of 
a - A m y l a s e  

The significance of serum amylase as a diagnostic 
indicator of pancreatic and other diseases has prompted 
the development of numerous techniques for the deter- 
mination of this enzyme during the past 40 years. The 
methodology which includes viscosimetric, turbidimetric 
and saccharogenic procedures and assays based on the 
starch-iodine reaction has been reviewed recently by 
S~ARCY, WILDING and BERK :t. 

In  this communication we report a new method for the 
determination of a-amylase which we believe to be superior 
!n simplicity and specificity to those published to date. I t  
]s based on the use of a starch substrate labeled covalently 
with Remazolbrilliant Blue R (RBB) ~ as represented in 
2~igure 1. 

Both soluble and insoluble starches can be labeled by 
the following procedure s. Potato or corn starch (50 g) is 
SUSpended in 500 ml of water and stirred vigorously a t  
50°C. A solution of 5.0 g of Remazolbrilliant Blue R in 
500 ml of water is added to the suspension. During the 
following 45 rain, 100 g of sodium sulfate is added in 
several portions. The reaction mixture is then treated 
With a solution of 5.0 g of trisodium phosphate in 50 ml 
of water and stirring at 50 °C is continued for a further 
75 rain. The mixture is centrifuged and the supernatant  
discarded. The dark blue RBB-starch is resuspended in 
Water and again centrifuged. ~Vashing in this manner  is 
continued unti l  the supernatant  is completely colorless. 
]?he product is now rinsed twice with methanol and dried 
in a vaciaum desiccator over phosphorus pentoxide. If a 
Soluble starch is used in the labeling process the  final 
reaction mixture is subjected to exhaustive dialysis 
against tap water in order to remove excess dye, salts, 
and other low molecular products. 

The new amylase assay is i l lustrated by the following 
procedure. A suspension of RBB-starch (2%) in 4.5 ml 
of O.02M sodium phosphate buffer (pH 7.0) containing 
0.05M sodium chloride is placed in a 15 ml wide-mouth 
Vial with a plastic closure. A solution (0.5 ml) of porcine 
Pancreatic c¢-amylaset containing 0-1200 Somogyi 
units]100 ml is added to the suspension and the vial is 
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Fig. 2, Colorimetric determination of or-amylase with RBB-stareh. 

stoppered and placed in a Dubnoff shaker at  37 °C. After 
shaking for 15 rain, enzyme action is terminated by addi- 
t ion of 2 ml of dilute acetic acid, reducing the pH to 4. 
The mixture is filtered and the filtrate assayed colori- 
metrically a t  595 nm against a blank prepared similarly 
bu t  with omission of a-amylase. Figure 2 summarizes the 
results obtained with serial dilutions of ~-amylase ranging 
from 0-1200 Somogyi units/100 ml. A near-linear relation- 
ship between enzyme concentration and optical density 
readings exists within a concentration range of 0-250 
Somogyi units/100 ml, covering the values encountered 
in normal sera. 

Development of a micromethod and clinical-chemical 
evaluation of the new technique are in progress. Auto- 
mated procedures using RBB-starch in conjunction with 
dialysis are also under investigation s. 

Zusammen/assung, Es wird eine einfache und empfind- 
liche Methode zur Best immung der a-Amylase mit  Hilfe 
eines durch Remazolbril lantblau R kovalent  marlderten 
S~rkesubstrates  beschrieben. Die Best immung der En-  
zymwirkung erfolgt durch colorimetrisehe Messung der 
Spaltprodukte nach Entfernung des fiberschfissigen Sub- 
strates. 
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