
(Jber den Weg der nicht-mitochondrialen, Jodacetat.aktivierten 
0xydation des Glucose-C-6 in Aseites.Tumor-Zellen 

Von 

G. Sauermann 
Aus dem Ins t i tu t  ffir Krebsforschung der Universit~t Wien 

( E i n g e g a n g e n  a m  6. M a i  I 9 6 7 )  

Der zytoplasmatische, Mitochondrien-freie Uberstand eines 
Homogenates yon Ehrlieh-Lettr~-Ascites-Careinom-Zellen ver- 
mag Glucose-C-6 in CO2 fiberzufiihren. Die Reaktion wird dutch 
Jodaeetat stark aktiviert. Die Jodaeetat-aktivierte Oxydation 
yon Glucose-C-6 zu CO2 zeigt eine i~hnliche Abh/ingigkeit yon dea 
Coenzymen N A D +  und N A D P +  wie die Oxydation yon Glucose- 
C-1 zu CO2. Die Jodaeetat-aktivierte Oxydation yon Glucose-C-6 
wird dutch einige unmarkierte Metabolite des Glueurons/iure- 
Cyelus geringffigig, dutch 6-Phosphoglueonatl einen Metaboliten 
des Pentosephosphat-Cyelus, jedoeh stark herabgesetzt. 

Die l~esultate sprechen daffir, dab (in Anwesenheit yon Jod- 
aeetat) C-6 der zugesetzten Glucose in die Position 1 des Glueose- 
6-P fibergeffihrt, und dann weiter fiber den Pentosephosphat- 
Cyelus zu CO2 oxydiert wird. 

The cyt0plasmatic mitoehondria-free supernatant  of a homo- 
genate of Ehrlieh-Lettrg-ascites-careinoma cells is capable of 
converting glucose-C-6 to CO2. The reaction is strongly activated 
by iodoacetate. The iodoacetate-aetivated oxidation of glucose- 
C-6 to C02 depends in a similar way on the coenzymes N A D +  and 
NADP + as does the oxidation of glucose-C-1 to CO2. The iodo- 
acetate-activated oxidation of glucose-C-6 is negligibly decreased 
by the addition of some inactive metabolites of the glucuronic 
acid cycle, but  strongly decreased by 6-phosphogluconate, 
a metabolite of the pentose phosphate cycle. 

The results suggest that,  in the presence of iodoaeetate, C-6 of 
the added glucose is transferred to position 1 of the glueose-6-P 

Abkfirzungen: A T P  = Adenosin-5'-triphosphat, E D T A  ~ Xthylen-di- 
amintetraacetat,  N A D  = Nieotinamidadenindinukleotid, N A D P  = Nicotin- 
amidadenindinukleotidphosphat, U D P  = Uridin 5'-diphosphat. 
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and then further oxidized to CO~ via the pentose phosphate 
cycle. 

E i n l e i t u n g  

Versuehe mit Aseites-Careinom-Zellen der ~Iaus hatten ergeben, dab 
in Anwesenheit yon Cy~nid dureh Jodaeetat  die Oxydation yon Glucose- 
C-6 zu CO2 aktiviert wird 1. Unter diesen Bedingungen ist der Substrat- 
abbau fiber den Zitronensaure-Cyelus fast vollstgndig gehemmt. Dureh 
direkten Abbau fiber den Pentosephosphat-Cyelus ist eine Oxydation yon 
Glucose-C-6 zu CO2 nieht mSglieh 2. Die Iolgenden u wurden mit der 
Absieht durchgeffihrt zu kl/~ren, fiber welehen Weg Glucose-C-6 in An- 
wesenheit der Inhibitoren zu CO~ oxydiert wird. 

E r g e b n i s s e  

Die bisherigen Versuehe waren mit intakten Zellen durehgeffihrt 
worden 1. Die Aktivit/~t des Zitronensgure-Cyelus, dessen Enzyme in den 
Mitoehondrien lokalisiert stud, war dabei dutch respiratorisehe ][nhibitoren 
gehemmt worden. Es wurde nun untersueht, ob aueh dutch ein subzellu- 
1/ires, Mitochondrien-freies System in Anwesenheit yon Jodaeetat  Glucose- 
C-6 zu COs oxydiert  wird. Ns sollte aueh ermSglieht werden, den Einfbd/~ 
yon Stoffen zu studieren, die die Wand der intakten Zelle nieht zu passie- 
ren vermSgen. 

Die Zellen wurden dureh Schfitteln mit Glaskugeln im Rohrzucker- 
E D T A - 5 l e d i u m  homogenisiert. Zu den Versnehen wurde der l~berstand 
eingesetzt, der dnreh Zentrifugieren des tIomogenates bet 1,8.106 groin 
gewonnen wird, und yon dem bekannt ist, dal~ er die Enzyme des Pentose- 
phosphat-Cyelus und der Glykolyse enth//lt. Den Inkubationsans/itzen 
wurde A T P  und Hexokin~se zugesetzt, um die markierte Glucose in das 
6-Phosphat iiberzufiihren. Die Zahlen der Tab. 1 zeigen, daft dureh den 
Homogenat-Uberstand Glucose-C-6 in COs iibergeffihrt wird, und daft 
diese t~eaktion dureh Jodaeetat  stark stimuliert wird. 

Glueose-6-P wird im Pentosephosphat-Cyelus dureh die Glueose-6- 
phosphatdehydrogenase und wetter dureh die 6-Phosphoglueonatdehydro- 
genase in das Ribulose-5-P fibergeffihrt, wobei der C-1 des Glucose-6-P zu 
COs oxydiert  wird "2. 

Es wurde geprfift, ob die Oxydation des C-6 der zugesetzten Glucose 
eine /~hnliche Abh/~ngigkeit von den Versuehsbedingungen aufweist wie 
die Oxydation des Glucose-C-1. 

1 G. Sauermann, ]~iochim. Biophys. Acta 118, 268 (1966). 
S. Hollmann, Nieht-glykolyt.ische Stoffwechselwege der Glucose, Georg 

Thieme, Stuttgart, 1961. 
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Tabellel. Der  Einflul~ yon  J o d a e e t a t  auf  die O x y d a t i o n  yon 
Glucose-C-1 und  -C-6 d u t c h  den I~be r s t and  eines Zel lhomo- 

gena tes  

m~A~ome Glucose zu CO~* 
Zusfitze C-1 �9 C-6 

Keine 172 1,1 
dodaeetat 47 10,4 

* pro mg Protein. 

Alle Ans/~tze enthielten je 1 ml des iJ'berstandes des Itomogenates, 10 mM 
D-Glucose, 1 mlVi A T P ,  0,5 mM N A D P + ,  je 1,4 Einheiten tIexokinase. End- 
konzentration des Jodaeetats" 0,3raM. Volumen 2ml, Temp. 30 ~ C. Inku- 
b~tionszeit 60 3/[in. Gasphase: Luft. ])ie t~e~k%ionen wurden dutch Zugabe 
einer L6sung, die die markierte Glucose und das Jodaeetat enthielt, gestartet. 

Tabelle2. Der E i n f l u g  yon  C o e n z y m e n  auf die G l u c o s e o x y d a t i o n  
in A n w e s e n h e i t  yon  J o d a e e t a t  

mtxAtome Clucose zu C0~* 
Zus~tzc C-1 C-6 

Keine 1,1 0,5 
0,1 v.Mol NAD+ 1,9 0,9 
1,0 ~N[ol N A D  + 3,8 2,2 
3,0 ~lVfol N A D  + 5,2 3,2 
0,1 ~zMol N A D P  + 21 10,3 
1,0 ~xMol N A D P  + 66 33 

* Pro mg Protein. 

Bedingungen wie in Tab. 1. Alle Ans/~tze enthielten je 1 ml des Homogenat- 
Uberstandes 10 mM I)-Glucose, 0,3 mM Jodaeetat, 1 mM A T P ,  je 1,4 Ein- 
heiten Hexokinase. Die Reaktionen wurden dureh Zugabe einer L6sung, die 
die markierte Glucose und das Jodaeetat enthielt, gestartet. 

Da die oben erwghnten Enzymreaktionen des Pentosephosphag- 
Cyclus an das N A D P ,  nieht jedoeh an das N A D  gekoppelt sind, wurde 
zun/iehst der EinfluB dieser Nukleotide auf die Reaktion untersueht. Alle 
Ans/itze des in Tab. 2 angefiihrten Versuehes enthielten Jodaeetat. Die 
Ergebnisse zeigen, dal~ die Oxydation des C-6 der zugesetzten Glucose 
durch Zugabe yon N A D +  nut wenig, dureh Zugabe yon N A D P  + jedoch 
stark gesteigert wird. DiG Oxydation des C-6 zeigt eine i/hnliche Abh/~ngig- 
keit von der Nukleotidkonzentration wie die Oxydation des Glueose-C-i. 

Es ist bekannt, dab der Elektronenakzeptor Methylenblau die fiber 
den Pentosephosphat-Cyelus erfolgende Oxydation yon Glucose-C-1 zu 
COs stimuliert. Um die intrazellul/ire N A D P - K o n z e n t r a t i o n  m6glichst 
beizubehMten, wurde der in Tab. 3 gezeigte Versueh mit intakten Zellen 
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durchgefiihrt. Der Substratabbau fiber den Zitronens/iure-Cyclus wurde 
durch Cyanid gehemmt, wie an dem geringen Umsatz yon Glucose-C-6 zu 
C02 zu ersehen ist. Die t~esultate zeigen, dab Methylenbtau die Oxydation 
yon Glucose-C-6 nur geringffigig erhSht, dag es jedoch die durch Jodaeetat  
induzierte Oxydation yon Glucose-C-6 stark steigert. 

Tabelle 3. Der  Einf lu l ]  yon  
G l u c o s e o x y d a t i o n  d u r e h  

Methylenbla~t  und J o d a c e t a t  auf  die 
intakt ,  e Zel len in A n w e s e n h e i t  yon  

Cyan id  

m~Atome Clucose zu CO~* 
Zus~tze C-t C-6 

Cy~nid 
Cyanid q- Jodaeetat, 
Cyanid q- Me~hylenblau 
Cy~nid -~ Jodacetat -~ Methylenblau 

250 2 
206 45 

1170 7 
800 330 

Pro Ansatz wurden l0 s Ascites-Tumor-Zellen eingesetzt. Alle Ans~tze 
enthielten 10 talk D-Glucose und 5 mM Cyanid. Endkonzentration der tibrigen 
Zus~tze: 0,3 mM Jodacetat, 33 ~ Methylenblau. Volumen: 3 ml, Temp. 37~ 
Inkubationszeit 60 Min. Gasphase: Luft. Die Reaktionen wurden durch Zu- 
gabe einer L6sung, die die markierte Glucose und die in der Tab. ~ngegebenen 
Zusgtze enthielt, gesta.rtet. 

Die Resultate der Versuche mit den Coenzymen und mit Methylenblau 
weisen darauf bin, dab die nicht-mitoehonch'iale, durch Jodacetat  akti- 
vierte Oxydation des Glucose-C-6 fiber den gleichen "Weg verlguft wie die 
Oxydation des Glucose-C-1. 

Ein anderer Weg, fiber den eine Oxydation von Glucose-C-6 zu C02 
erfolgen kann, ist der Glucuronsgure-Cyelus 2. Fails der dureh Jodaoetat  
aktivierte Abbau des Glucose-C-6 fiber diesen }Veg verlaufen wfirde, wgre 
zu erwarten, dal~ bei Zugabe eines lJberschusses eines unmarkierten Meta- 
boliten, der vor der Decarboxylierungsstufe liegt, die Menge an Glucose- 
0-6 im C02 stark abnehmen wiirde. Alle Ansgtze der in Tab. 4 angeffihrten 
Versuehe enthielten Jodacetat.  Die Ergebnisse zeigen, dag keines der zuge- 
setzten Substrate des G]ucuronsgure-Cyelus, ngmlich UDP-O]ucose, UDP- 
Glucuronsgure, G]ucuronsgure, Glueuronsgurelacton and Gu]onsgure- 
lacton, die Oxydation des Glucose-C-6 wesentlieh herabsetzt. Aus den 
Werten des Versuches 4 der Tab. 4 ist jedoch zu ersehen, dal] 6-Phospho- 
gluconat, ein ~etabol i t  des Pentosephosphat-Cyelus, die ~enge ~n 
Glucose-C-6 im C02 stark senkt. 

Diese Daten bilden einen Hinweis daffir, dMl der Hauptanteil  des 
Glucose-C-6, der im CO2 vorgefunden wird, nicht fiber den Glucurons~ture- 
Cyclus, sondern fiber den Pentosephosphat-Cyclus zu CO~ oxydie1~ wurde. 
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Tabelle 4. Der Einflul~ yon  M e t a b o l i t e n  des G lucu rons / iu re -Cye lus  
und  des P e n t o s e p h o s p h a t - C y e l u s  auf  die G l u e o s e o x y d a t i o n  in 

A n w e s e n h e i t  yon  J o d a c e t a t  

ml~Atome Glucose zu COs* Versuch Ztts~ze C-1 C-6 

1 Keine 52 15,2 
Glucuronsi~ure 75 33 
Glucuro~as~urelaeton 72 30 

Keine 59 13,0 
Gulonsiiurelacton 60 13,6 
UDP.Glucurons~ure 57 11,2 

3 Keine 39 11,2 
UDP-Glucose 38 10,4 

4 Keine 61 29 
6-Phosphogluconat 5,2 0,07 

* Pro mg Protein. 

Bedingungen wie in Tab. 1. Alle Ans~ttze enthielten je lml des t{omo- 
genat-~berstandes, 10 mM D-Glucose, 0,3 mM Jodaeetat, 1 mM ATP,  0,5 mM 
N A D P  +, je 1,4 Einheiten Hexokinase. Endkonzentration der fibrigen Zu- 
s~tze: 10 mM D-Glueurons~ure, 10 mM D-Glucurons~ure-y-lacton, 10 mM 
n-Gulonsgure-T-lacton, 1,5mM UDP-Glucuronsgmre, l mM UDP-Glueose, 
10 mlY[ 6-Phosphogluconat. Die Reaktionen wurden dutch Zugabe einer L6- 
sung, die die markiert~ Glucose, das Jodaeetat und die angegebenen Zus~tze 
enthielt, gestartet. 

D i s k u s s i o n  

Die vorliegenden Befunde zeigen, daft die Mitochon4rien-freie zyto- 
plasmatisehe Fraktion yon Ehrlich-Ascites-Carcinom-Zellen Glucose-C-6 
in CO2 fiberzufiihren vermag, und dab diese i%eaktion dutch Jodacetat  
stark aktiviert wird. Die Daten lassen es als unwahrscheinlich erscheinen, 
dug die Oxydation fiber den Glueurons~ure-Cyclus erfolgt. Die Oxydation 
des Glucose-C-6 weist hingegen eine/ihnliche Abh~ngigkeit yon den Ver- 
suehsbedingungen auf wie die fiber den Pentosephosphat-Cyclus erfolgende 
Oxydation des Glucose-CA. 

Durch direkten Abbau fiber den Pentosephosphat-Cyclus kann jedoch 
Glucose-C-6 nicht zu CO2 oxydiert werden ~. Das bei der Decarboxylierung 
des Glucose-6-P entstehende Ribulose-5-P wird dutch Transaldolase- und 
Transketolase-katalysierte Reaktionen wieder in ein Hexosephosphat 
fibergeffihrt. C-6 der urspriinglieh zugesetzten Glucose scheint jedoch 
wieder in Position-6 des nengebildeten Hexosephosph~tes auf "z. 
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In Versuehen mit intakten Zellen, die parMlel zu den vorliegenden 
durehgefiihrt worden waren, konnte nachgeudesen werden, dab in An- 
wesenheit yon Jodacetat C-6 der zugesetzten Glucose in die Position 1 des 
Glucose-6-P transferiert wird ~. Die vorliegenden Resultate spreehen dafiir, 
dab der Kohlenstoff dann wetter fiber den Pentosephosphat-Cyclus zu 
CO~ oxydiert wird. Damit diirfte geMb;rt sein, auf welehem Wege Glucose- 
C-6 bet gleichzeitiger Anwesenheit respir~torischer Inhibitoren und des 
Glykolyse-Inhibitors Jodaeetat zu CO2 oxydiert wird. 

Es verbleibt das Problem, gut welehem Wege Glucose-C-6 in Position 1 
des Glueose-6-P iibergeffihrt wird, da dies, wie oben erwghnt, fiber den 
Pentosephosphat-Cyelus nieht m6glieh ist. Jodacetat hemmt die Glycerinal- 
dehydphosphatdehydrogenase. Es erseheint daher am wahrscheinliehsten, 
dab die Glucose zu den Triosephosphaten abgebaut wird, und aus den Tri- 
osephosphaten, die tiber die Isomerase im Gleiehgewicht stehen, dutch 
Umkehr der Glykolyse wieder resynthetisiert wird. Auf diesem Wege k6nnte 
eine Umlagerung des Kohlenstoffes yon Position 6 in Position 1 erfolgen. 
Dies wfirde Mlerdings voraussetzen, dab der erste Absehnitt der Glykolyse 
in Aseites-Tumor-Zellen reversibel ist. 

Me thod ik  

Ehrlich-Lettrg-Aseites-Careinom-Zellen der Maus wurden 8--11 Tage 
naeh der l)berimpfung gewonnen und 2mal mit physiologiseher Koehsalz- 
16sung gewaschen. Die Inkubationen erfolgten im Warburg-App~rat. ])as 
Medium ffir die Versuehe mit intakten Zellen enthielt: t03 m ~  NaCI, 
4 mM KC1, 1 mM MgSO4, 30 mM Phosphat (pH 7,4). 

Homogenisationsbedingungen: Die mit physiologiseher Koehsalz- 
15sung gewasehenen Zellen wurden lmM mit einer L6sung yon 0,25M- 
Saecharose--2 m M - E D T A  gewasehen und im gleiehen Medium im Zell- 
homogenisator yon Merkenschlager (Fa. Braun, Melsungen) dureh Sehiit- 
teln mit Glasperlen homogenisiert ~ (Glasperlen, 50 g, Durehmesser 0,45 bis 
0,50 ram; Zellen, 5--10 g NaBgewieht; w/tBrige Phase, 35 ml; Homo- 
genisationszeit, 20 Sekunden; Sehiittelfrequenz, 4000/Min.). Die der 
Homogenisation folgenden Prozeduren wurden bet 0~176 durehge- 
ftihrt. ])as pH des Homogenates wurde mit KOH auf 7,4 eingestellt. Die 
Suspension wurde in der Ultrazentrifuge 15 ~in. bet 120000 g zentrffugiert. 
Pro Ansatz wurde 1 ml des klaren, im mittleren Teil des Zentrifugen- 
bechers befindliehen Uberstandes eingesetzt (8--20 mg Protein/ml). Das 
Inkubationsmedium fiir die Homogenat-Versuehe enthielt : 125 mM t~ohr- 
zueker, 2 mM E D T A ,  15 mM KC1, 5 mM MgSO4, 50 m~[ Tris(hydroxy- 
methyl)aminomethan �9 HCI, 20 mM Phosphat (pit 7,4). 

G. Sauermann, Bioehim. Biophys. Aeta 136, 577 (1967). 
4 M. M. Merkenschlager, K. Schlossmann mid W. Kurz, Biochem. Z. 329, 

33"2 (1957). 
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Nach dem Temperaturangleieh im Warburg-Apparat wurden die 
Reaktionen durch Zukippen einer LSsung, die die (1-14C)- oder (6-14C)- 
markierte Glucose und andere Zusiitze enthielt, gestartet. Die Zus~itze, die 
zugleich mit der Glucose zugekippt wurden, sind im Text der Tabellen 
angegeben. Die Reaktionen wurden dutch Zugabe yon Ss beendet, 
worauI noch eine Stunde welter geschfittelt wurde. Das CO2 wurde in 
20proz. KOH absorbiert. 

Die Radioaktivit~t wurde im Packard Tri Carb Liquid Scintillation 
Spektrometer ~usgemessen. Der Protein-Gehalt wurde nach einer modifi- 
zierten Biuret-Methode 5 bestimmt. 

Die Enzyme, Coenzyme und das 6-Phosphogluconat wurden Yon 
Boehringer, Mannheim DBR ; D-Glucuronsi~ure, D-Glucuronss 
L-Gulons~ure-y-lacton und Jodaeetat yon Fluk~AG, Buehs, Schweiz; 
die radioaktiv markierten Verbindungen vom Radiochemieal Center, 
Amersham, England; UDP-glucose und UDP-glucuronsi~ure yon Sigma 
Chemical Company, St. Louis, Mo., USA, bezogen. 

Herrn N. Haselberger danke ich ffir seine Mitarbeit. 

5 G. Beisenherz, H. J .  Boltze, Th. Bircher, R. Czok, K.  H. Garbade, 
E. Meyer.Arendt und G. Plleiderer, Z. Naturf. 8 b, 555 (1953). 


