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Chemische und biochemische Untersuchungen tiber Tumorproteine 
Von F. KOGL ~, Utrecht 

Der Beginn der Arbeiten, fiber die hier zu berichten 
ist, Iiegt etwas mehr als zehn Jahre zurfick. Der Aus- 
gangspunkt war der Gedanke, in den Tumorproteinen 
naeh D-AminosAuren zu suchen, ein Gedanke, der als- 
bald fiber den Charakter einer gewbhnlichen Arbeits- 
hypothese hinausging und den Kern einer Krebs- 
theorie bildete. 

Seit EMIL FISCHERS Zeiten schien es evident, dab 
die Natur ffir den Aufbau der Proteine anscheinend 
ausschlieBIich nur eine der beiden Spiegelbildformen 
der AminosXuren verwendet. Die Sachlage verein- 
Iaehte sich weiterhin dureh die Erkenntnis, dab diese 
Eiweil3bausteine am a-C-Atom alle die gleiche r~um- 
liche Anordnung der Substituenten aufweisen. Die 
einschl~gigen Untersuchungen, welche yon E. FI- 
SCHER 3, g .  F R E U D E N B E R G  4 sowie vor allem yon P. 
KARa~R s und Mitarbeitern ausge/tihrt worden sind, 
gestatten es, die Eiweil3bausteine unabhangig vom je- 
weiligen Drehungssinn als L-Aminos~turen zu bezeich- 
nen. Das Spiegelbild, die D-Form, wurde auch sonst 
in der Zelle nicht angetroffen, so dab man sie allge- 
mein die ,unnatfirliche, Konfiguration nannte. Die 
erste Ausnahme ist im Jahre 1935 bekanntgeworden, 
als JACOBS ~ und CRAIG unter den Spaltstiicken yon 
Ergotinin D-Protin nachwiesen. Zwei Jahre sp~iter be- 
schrieben IvXNovlcs ~ und BRUCKNER das aus D- 
Glutamins~iure aufgebaute Polypeptid der Milzbrand- 
bazillen. Seit man sich im Zuge der Untersuchungen 
fiber Antibiotika intensiv fiir die Stoffwechselprodukte 
niedriger pflanzlicher Organismen interessiert, hat man 
wiederholt ~-Aminos~iurebausteine angetroffen. Be- 
sonders bekannt ist das BeispM des D-Dimethyl- 
cystein- bzw. D-Valinbausteins der Penicilline. Ob- 
schon auch die niedrigen pflanzlichen Organismen auf 
die L-Aminos~uren eingestellt sind oder diese Ms Sub- 
strat zum mindesten bevorzugen, mehren sich in der 
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letzten Zeit die Anzeichen, dab in ihrem Eiweit3 mit 
dem Auftreten yon D-Bausteinen zu rechnen ist 1. Die 
Proteine der hJheren Pflanzen sind vielfaeh unter- 
sucht, und bier steht nut die Frage zur Diskussion, ob 
neben den L-Bausteinen in manchen Fallen nicht aueh 
ein geringffigiger Prozentsatz an D-Formen auftritt. 
Wahrend die Proteine niedriger Tierarten in diesem 
Zusammenhang kaum geprfift sind, kann man jene der 
h6heren Tierarten als die am besten untersuehten Ei- 
weil3k6rper bezeichnen. Hier l~il3t sich feststellen, dab in 
den normalen Gewebeproteinen der hiiheren Tiere bisher 
kein D-Baustein nachgewiesen werden konn re. Vielleicht 
darf man die Annahme aussprechen, dab die strenge 
L-Spezifitlit der h6chstdifferenzierten Organismen ent- 
wicklungsgeschichtlich bedingt sein k6nnte. 

Es ist einleuchtend, dab die asymmetrische Syn- 
these der Eiweil3bausteine und die Aufreehterhaltung 
ihrer optischen Reinheit nur dutch das Zusammen- 
wirken komplizierter biochemischer Mechanismen er- 
m6glicht wird. W. KUHN 2 hat 1936 auf Grund einer 
thermodynamischen und kinetischen Analyse der 
asymmetrischen Biosynthese das Postulat aufgestellt, 
dab der Reinheitsgrad optisch aktiver Stoffe im al- 
ternden Organismus zwangsl~iufig sinken mfisse. 

Als wir 1939 die Stereochemie der Eiweigbausteine 
in Beziehung zur Krebskrankheit brachten, liel3en sich 
zahlreiche Argumente anfiihren, die nach unserem Er- 
messen ffir einen ursiichlichen Zusammenhang spra- 
chen 3. Am wichtigsten sind nach wie vor die Konse- 
quenzen Ifir die Regulationsmechanismen des Wachs- 
turns. Unabh~ingig davon, ob wir hierbei an hormonale 
oder enzymatische Wirkungen denken, wird das Auf- 
treten yon D-Bausteinen in der Peptidkette der Tumor- 
proteine nicht gleichgiiltig sein. Die Seitenketten ste- 
hen an diesen Stellen entgegengesetzt zur normalen 
Lage. Dies kann zur Folge haben, dab fiir ein sich n~i- 
herndes Wirkstoffmolekfil einer der Ankerpl~tze - z. B. 
eine Carboxylgruppe - fehlt, oder dab umgekehrt die 
inverse Seitenkette als Hindernis im Wege steht. 

Zur Prfifung der Theorie mul3ten wir in erster Linie 
die Tumorproteine durch Erhitzen mit S~turen spalten 
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und dann bei jeder Aminos~ure kontrollieren, ob die 
spezifische Drehung mit jener der reinen L-Form fiber- 
einstimmt. Wenn die Aminos~ure frei yon Begleit- 
stoffen war, konnte aus einer Depression der spezifi- 
schen Drehung auf die Anwesenheit der entgegenge- 
setzt drehenden D-Form geschlossen werden. Aber - 
hier kamen wir unter das Schwert des Damokles. Von 
einer Reihe yon AminosAuren war n~mlich bekannt, 
dab sie w~hrend der Hydrolyse durch das Kochen mit 
SAure zum Tell razemisieren, wobei also aus der ur- 
sprtingHch vorhandenen E-Form ein gewisser Prozent- 
satz an D-Form entsteht. Natiirlich liel3en wir alle in 
dieser Hinsicht suspekten Aminosfiuren auBer Diskus- 
sion trod beschritnkten uns auf jene Eiweil3bausteine, 
welche die SAurehydrolyse ohne nennenswerte Raze- 
misation durchstehen. Letzterer wurde dadurch Rech- 
nung getragen, dab wir bei dell isolierten Aminos~iuren 
einen Gehalt von 2% D-Form als Fehlergrenze der 
Methode betrachteten. 

Im allgemeinen zeigte es sich, dab die meisten sAure- 
stabilen Aminos~turen auch in den Tumorproteinen nur 
als L-Form vorhanden waren. Bei einigen Aminos~uren 
fanden wir einen die genannte Fehlergrenze fiberschrei- 
tenden Gehalt an D-Form; eine wesentliche Abwei- 
chung ergab sich jedoch beim Glutaminsiiurebaustein 
der Tumorproteine. WAhrend normale Gewebe prak- 
tisch optisch reine L-Glutamins~ure (L~]D = +31,7 °) 
lieferten, isolierten wir aus Tumorproteinen Glutamin- 
s~iure, deren Drehung eine betriichtliche Depression 
aufwies. Diese war am gr68ten bei dem besonders 
malignen Brown-Pearce-Tumor des Kaninchens (20 bis 
25% D-Form); bei den mit karzinogenen Kohlen- 
wasserstoffen (z. B. mit Benzpyren) hervorgerufenen 
Tumoren yon Ratten entsprach die Drehung 10-13% 
D-Form, w~hrend das relativ gutartige, nicht metasta- 
sierende Jensen-Sarkom der Ratte nut eine Glutamin- 
s~iure mit 6-8% D-Form lieferte. Menschliche Krebs- 
geschwfilste, wie Ovarialkarzinom, Magensarkom, Le- 
bermetastasen, ergaben Glutamins~ure mit 10-25 % 
B-Form, dagegen zeigte sich bei gutartigen menseh- 
lichen Myomen keine deutliche Abweichung. 

Sobald unsere theoretischen 13etr~chtungen und die 
experimentellen Befunde Anfang 1939 bekannt wur- 
den 1, wandte man sich in zahlreichen Laboratorien 
dem neuen Gebiet zu, um die Befunde nachzuprfifen. 
W~hrend gegen unsere Theorie der malignen Ent- 
artung keine ernsten Einw~nde gemacht werden 
konnten, wurde unseren experimentelten Ergebnissen 
atsbald widersprochen. Verschiedene Autoren teilten 
mit, dab sie auch aus Tumoren nur die gew6hnliche 
L-Glutamins~iure isolieren konnten. Sehr vereinzelt 
kamen BestAtigungen unserer /3efunde; aber als von 
anderer Seite immer wieder negative Resultate mitge- 
teilt wurden, standen wir bald aliein. Vergeblich wie- 
sen wir darauf hin, dab viele Opponenten offensicht- 

1 F. I{OGL und H. ERXLEBEN, Z. physiol. Chem. 258, 57 (1939) 
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lich eine andere Versuchsmethodik angewandt haben 
und dal3 es ein leichtes sei, bei den Reinigungsopera- 
tionen DL-Glutaminsiiure in den Mutterlaugen zu ver- 
lieren. 

In diesem Stadium ware ein pers6nlicher Kontakt, 
ein Austausch von Mitarbeitern, fiberaus niitzlich ge- 
wesen, um die Ursachen der gegens~itzlichen Befunde 
aufzukl~ren. Leider wurde dies durch den Ausbruch 
des Krieges verhindert. Immerhin erhielten wir in der 
ersten Zeit noch ausl~tndische Fachliteratur, und so 
kam 1940 eine amerikanische Untersuchung zu unserer 
Kenntnis, die in der Tat einen sehr schweren Angriff 
gegen unsere Versuchsergebnisse enthielt. GRAFF ~, 
RITTENBERG und FOSTER synthetisierten DL-Glutamin- 
s~iure, die mit dem Stickstoffisotop N is markiert war, 
und setzten diese den Proteinhydrolysaten zu. Isoliert 
man dann L- und DL-Glutamins~iure aus dem Gemisch, 
so wird der N15-Gehalt der betreffenden Priiparate 
dutch die urspriinglich im Hydrolysat anwesenden 
Antipoden der Glutamins~ture erniedrigt sein. Auf 
diese Weise wurde bei 6 Tumoren etwa 10% des Pro- 
teingewichts an L-Form nachgewiesen; der Gehalt an 
D-Form war minimal und unterschied sich praktisch 
nicht yon jenem eines Hydrolysats yon normalem Ge- 
webe. 

Es zeigte sich bald, dab man in der genannten Arbeit 
fast allgemein einen iiberzeugenden Gegenbeweis er- 
blickte. Die Methode der Isotopenverdfinnung schien 
zwangsl~iufig zu den absoluten Werten zu fiihren, wiih- 
rend wir bisher vonder  Ausbeute an isolierter Glut- 
amins~iure abhfingig waren. Diese betrug anfiingHch 
nur etwa 4% des Proteingewichts, liel3 sich abet durch 
zunehmende l]bung auf etwa 9% und bei einem 
Brown-Pearce-Tumor sogar auf 12,9% an partiell 
razemischer Glutamins~ure steigern 2, was den Grenz- 
wert der amerikanischen Autoren betr~tchtlich fiber: 
traf. Jedenfalls gaben wir uns nicht geschlagen, und 
da 1940 das Stickstoffisotop in Europa nicht zug~ing- 
lich war, arbeiteten wir in der Folgezeit mit schwerem 
Wasserstoff als Indikator. Im Prinzip muBte die Me- 
thode der Isotopenverdfinnung natiirlich auch mit 
Deuterioglutamins/iure ausffihrbar sein. Wir haben auf 
diese Weise in Dutzenden yon Hydrolysaten den Ge- 
halt an L- und I)-Glutaminsliure bestimmt. Das Er- 
gebnis ~ war praktisch eine v611ige BestAtigung unserer 
frfiheren, aui pr~iparativem Wege erhaltenen Befunde 
fiber den Razematgrad der verschiedenen Tumortypen. 
Andererseits ergaben die untersuchten norrnalen Ge- 
webe - ebenso ~ e  auch der Gesamtorganismus der 
normaten Ratte - VVerte, die innerhalb der friiher er- 
w~ihnten Fehlergrenze lagen. Auff~lligerweise betrug 
jedoch der von uns gefundene Totalgehalt an Glutamin- 
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s~ure nicht 10%, sondern 12-16% des Proteingewichts. 
Dies bedeutet, dab sich bei der Arbeitsweise der ameri- 
kanischen Autoren aui3er der D-Form auch ein Tell der 
L-Form dem Nachweis entzogen hatte. 

Die im Jahre 1943 verfffentlichte Deuteriumarbeit 
hat leider nicht die erwartete Auswirkung gehabt. Von 
anderer Seite wurden weiterhin negative Ergebnisse 
mitgeteilt. So erschien Anfang 1944 eine Arbeit von 
THEODOR WIELAND t und PAUL, die in den Besitz yon 
N 15 gekommen waren und hiermit die Versuche der 
amerikanischen Autoren wiederholten. Sie fanden bei 
drei Analysen yon Brown-Pearce-Tumoren wiederum 
nur gegen 10% l_-Glutamins~ure neben 0,5% D-Form. 
Letztere wurde als Artefakt betrachtet, eine Meinung 
die auch alle anderen Opponenten vertreten hatten. 
Im besonderen wurde noch auf die Mfgiichkeit hin- 
gewiesen, da/3 die yon uns angewandte Deuterium- 
methode durch die grfl3ere Labilittit der C-D-Bin- 
dungen weniger zuverlassig sein kfnnte. 

Natfirlich h~ttten auch wir fiir unsere Bestimmungen 
die Verwendung von N ~5 bevorzugt; hierzu ist es je- 
doch durch die Kriegsereignisse nicht mehr gekommen. 
So blieb in dieser sehr bedr~ngten Zeit nur noch die 
Mfglichkeit fibrig, die Utrechter Arbeitsweise zur 
Kontrolle auch in einem anderen Laboratorium zu de- 
monstrieren. Zu Beginn des Jahres 1944 hat meine 
Mitarbeiterin, Frl. H. ERXLEBEN, im Institut yon 
HANS FISCHER einige Tumoren mit dem yon uns er- 
warteten Ergebnis analysiert. Wie mir H. FISCHER in 
einerri seiner letzten Briefe noch schrieb, konnte K. 
B~IRGER nach den in Gemeinschaft mit H. ERXLEBEN 
ausgeffihrten Versuchen hernach auch in zwei unab- 
h~ngigen Tumoranalysen unsere Ergebnisse best~ti- 
gem H. ERXLEBEN hat dutch ihre besondere experi- 
mentelle Geschicklichkeit und Energie an der Ent- 
wicklung der Arbeiten groBen Anteil gehabt. Als die 
Untersuchungen nach dem Kriege mit weniger erfah- 
renen Mitarbeitem fortgesetzt werden muBten, traten 
manche Schwierigkeiten auf. Es ist vor allem das Ver- 
dienst yon T. J. BARENDREGT, daJ3 diese fiberwunden 
wurden und die frtiheren Ergebnisse weiterausgebaut 
werden konnten. 

Wir batten bereits w~hrend der Kriegsiahre wieh- 
tige Ergebnisse fiber die Biosynthese des D-Glutamin- 
siiurebausteins der Tumorproteine erhalten. Es schien 
iedoch zwecklos, diese Befunde zu verfffentlichen, so- 
lange immer wieder die analytischen Grundlagen un- 
serer Arbeiten bestritten oder zum mindesten in Zwei- 
tel gezogen wurden. Die Gegenseite war von unserem 
~experimentellen Irrtum,> fiberzeugt, und da wir ge- 
genfiber einer groflen Mehrheit allein standen, ist es 
nicht verwunderlich, wenn im allgemeinen auch der 
neutrale Beobachter die Angelegenheit ffir erledigt 
hielt. Unter den gegebenen Umst~inden mu{3ten wir 
uns daher auch nach dem Kriege zun~ichst wieder mit 

1 Ta .  WIELAND und W. PAUL, Ber. Dtsch. chem. Ges. 77, 34 (1944). 

den analytischen Problemen besch~ftigen. Es war uns 
seit ]angem klar geworden, dab unsere Versuchstech- 
nik in irgendeiner Hinsicht eine Besonderheit auf- 
weisen muBte, die ffir den Erfolg entscheidend war. 
Wir suchten frfiher die Erkl~rung haupts~chtich bei 
der Isolierungstechnik. In der Tat ist viel tJbung und 
Erfahrung erforderlich, um das Hydrochlorid der 
partiell razemischen Glutaminsaure in guter Ausbeute 
(d. h. mindestens 8% des Proteingewichts an freier 
Glutamins~ure!) aus den Hydrolysatsirupen zu iso- 
lieren. Theoretisch muB nun zwar die Isotopenmethode 
unabhangig yon den Ausbeuten den absoluten Gehalt 
an beiden Antipoden ergeben. Voraussetzung ist hier- 
fiir jedoch eine ideale Mischung, die in dem Gemenge 
yon AminosAuren nicht unter allen UmstAnden ge- 
w~hrleistet schien. Die einschl~igigen Versuehe ffihrten 
jedoch nieht zu einer befriedigenden Erklltrung der 
\Vidersprfiche. 

Es schien jedoch mfglich, die ganzen Schwierig- 
keiten beheben zu k6nnen, wenn der Nachweis ge- 
lingen sollte, dab unsere Opponenten das Proteinge- 
misch weniger vollst~indig hydrolysierten, als das bei 
unserer Arbeitsweise der Fall war. Es sei daran er- 
innert, dab die anderen Autoren auf Grund der N ls- 
Analysen einen Totalgehalt yon etwa 10% des Protein- 
gewichts an freier Glutamins~ure errechneten, w~ihrend 
wit bei einem besonders eingehend untersuchten 
Brown-Pearce-Tumor 12,9% an analysenreiner, freier 
Glutamins~ture isoliert 1 hatten[ Zunitchst war es nicht 
zu begreilen, inwiefern unsere Hydrolysemethode eiue 
Besonderheit aufweisen sollte. Als wir vor 10 Jahren 
eine geeignete 1Yfethode zur Hydrolyse der Gewebe- 
proteine suchten, haben wir uns in einer ~Jbersicht yon 
MAX BERGMANN 2 Rat geholt, in der u. a. 7stfindiges 
Erhitzen mit dem 3fachen Volumen konz. Salzstture 
genannt war. Da wir die Razemisation in  vitro soviel 
als mSglich vermeiden woUten, schien diese kurze 
Hydrolyse ffir unsere Zwecke besonders geeigaxet zu 
sein. Als sich sptiter zeigte, dab das 7sttindige Er- 
hitzen - besonders bei normalen Geweben - nicht aus- 
reichend ist, sind wir zur 20sttindigen Hydrolyse tiber- 
gegangen. \¥ir arbeiteten mit einem (31bad und er- 
warmten ,zum gelinden Siedem>. Hierbei entweicht 
allm~hlich der fiberschfissige Chlorwasserstoff und die 
Reaktionstemperatur schien durch den Siedepunkt 
der konstant siedenden 20prozentigen Salzstture deft- 
niert. In der Tat betragt die Temperatur der Reaktions- 
fitissigkeit 112 °, wenn man mit einem Babo-Trichter 
arbeitet; die heil3e Luft aul3erhalb des Kolbens hat 
dann eine Temperatur von ungef~hr 200 °. ERXLEBEN 
hat jedoch die Temperatur des (31bads erst langsam 
auf 135 ° gebraeht und dann im Laufe der weiteren 
Stunden auf maximal 150-160 ° gesteigert. Die Reak- 
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EinfluB der Reaktionsbedingungen auf den Hydrolyse 

Badtemperatur Bad 

Tabelle I 

rad der Proteine yon Benzpyrentumoren (Mittelwerte bei ~0st/indiger Hydrolysc 

Reaktions- 
temperatur Gef~iB Zugeffigte S~.ure 

NH~--N 
Total-N 

135-160 ° (31 im Mittel R/ickfluB- 3 vol. 76-79% 
116 ° kolben konz. HC1 

200 ° Luft 112 ° Rtickflnl3- 3 vol. 69 % 
kolben konz. HC1 

:t 18 ° (31thermostat 118 ° Carius-R6hre 3 vol. 
20-proz. 69 % 

HC1 

112 ° Olthermostat 112 ° ] Carius-R6hre 3 vol. 74 % 

I konz. HC1 

tionsfliissigkeit zeigt dann nur in Intervallen ein leich- 
tes Aufsieden, und nachtr~tglich fanden wir nun, dab 
zwischen dem kurzen Aufwallen ein Siedeverzug auf- 
t r i t t ;  in diesen Perioden steigt die Tempera tur  einige 
Grade und sinkt dann w/ihrend des <~gelinden Siedens~> 
wieder auf 112 °. Auf diese Weise betr~gt die mitt lere 
Reakt ionstemperatur  116 ° und nicht 112 ° wie beim 
Kochen auf dem Luftbad. 

Es muBte nun natfirlich gepriift werden, ob der 
Hydrolysegrad durch die genannten Versuchsbedin- 
gungen beeinfluBt wird. Zu diesem Zweck wurden die 
Proteine von Benzpyrentumoren auf verschiedene 
Weise hydrolysiert  lind die dutch die Spaltung der 
Peptidbindungen frei werdenden NH2-Gruppen nach 
VAN SLYKE best immt.  Die Ergebnisse sind in der obi- 
gen Tabelle I zusammengestellt ,  welcher die Unter-  
suchung v on etwa 100 Hydrolysaten zugrunde liegt. 

V?ie man sieht, ist der Hydrolysegrad bei unserer 
i ibl ichen Arbeitsweise etwa 9% h6her als beim ge- 
w6hnlichen Kochen am Luftbad. Diese Differenz ist 
ungef~ihr viermal so grol3 als zur Erkl~irung unserer h6- 
heren Werte an Totalglutamins~ture erforderlich ist. 
DaB der h6here Hydrolysegrad nicht durch einen h6- 
heren Ammoniakgehalt  - also durch gr6Bere Zer- 
setzung - vorget~iuscht wird, ergab sich aus unab- 

NH3-N 
hlingigen NH~-Bestimmungen; der Quotient Total-N 

zeigte nur eine Zunahme yon 0,90/0 . 

Aus der dri t ten Versuchsserie geht hervor, dab der 
Hydrolysegrad bei Verwendung yon 20prozentiger 
SalzsAure durch eine Temperaturerh6hung auf 118 ° 
praktisch nicht beeinflul3t wird. Die vierte Hydrolyse- 
ar t  zeigt die grol3e Bedeutung der Salzs~turekonzentra- 
tion; immerhin wird auch hier nicht ganz der Hydro-  
lysegrad erreicht, den wir bei unserer fiblichen Arbeits- 
weise erzielen. 

Wir  haben somit bei unseren Untersuchungen un- 
vorhergesehener Weise eine besonders wirksame Hy-  
drolysemethode angewandt,  wlihrend unsere Oppo- 
nenten vermutlich durchwegs nach dem all zweiter 

Stelle angeftihrten Verfahren gearbeitet  haben, bei 
dem der .fiberschfissige Chlorwasserstoff rasch ent- 
weicht. Auf diese Weise erhielten auch wir nur einen 
Totalwert  "con durchschnittlich 10,5% GlutaminsAure 
mit  einem unbetr~ichtlichen Gehalt an D-Form. Die 
Frage, warum die D- bzw. die I)L-Glutamins~ure bei 
der milderen Hydrolyse nicht oder wenigstens nut  un- 
vollst~ndig freigesetzt wird, ist vorl~ufig noch nicht zu 
beantworten.  Es sei daran erinnert, dab wit beim 
l~bergang yon der 7- zur 20stfindigen Hydrolyse den 
gleichen D-Gehalt, aber h6here L-Werte fanden; der 
D-Gehalt ist also nicht proportional  der Hydrolyse- 
dauer. AuBer rein chemischen Ursachen - schwieriger 
spaltbare Bindungen, vielleicht in gewissen Ringstruk- 
turen - k6nnte auch das Vorhandensein yon schwerer 
angreifbarem Struktureiweil3 verantwortlich sein. Man 
darf nicht auBer acht lassen, dab zwar unnennbar viel 
Hydrolysen yon gew6hnlichen Proteinen beschrieben 
sind, dab aber fiber die Hydrolyse yon Gewebe bzw. 
yon Zellbruchstficken sehr viel weniger Erfahrungen 
vorliegen. Zu erw~thnen ist in diesem Zusammenhang, 
dal~ wit Polypeptide, die dutch partielle Verdauung 
yon Tumorproteinen erhalten wurden, t rotz hohen 
Gehalts an D-Form bereits dutch gew6hnliches Kochen 
mit  Salzs~ure gut spalten konnten. 

Es ist nicht fiberflfissig, darauf  hinzuweisen, dab 
wit - unter sinngem~i3en Bedingungen - zahlreiche 
Versuche fiber die Razemisierbarkeit  der L-Glutamin- 
sAure ausgeffihrt haben. Beim 20stfindigen Erhitzen 
mit  konz. SalzsAure in der Carius-R6hre auf 115 ° und 
auch unter  extremen Bedingungen - Erhitzen mit 
20prozentiger SalzsAure auf 130 ° - ergab sich, dab die 
Razemisierung weit unterhalb der Fehlergrenze lag, 
mit  der wit stets gerechnet haben. Im letzteren Fall 
wurde dieses Ergebnis auch mit  Hilfe der Isotopen- 
methode best~tigt, 

Die Aufgabe, mittels der ~{ethode der Isotopenver- 
dfinnung verschiedene Tumor typen  und versehiedene 
Normalgewebe sowie ihre 16slichen und unl6slichen 
Fraktionen, nach den unterschiedlichen Hydrolyse- 
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TabeIIe II 
D20-Tr/inkversuche bei Ratten mit Chemotumoren 

I: 13enzpyrentumoren { 5 Ratten). - II: Benzpyrentumoren (11 Ratten). - III: Methylcholanthrentumoren (4 Ratten) 
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Nr. Versuchsdauer 

7 Tage 

Atom - % 
Deuterium 
im Blur 

Gewebe 

Leber 

Tumor 

Atom-% Deuterium im GlutaminsSurebaustein 

,.-r:o~m ,,-Vo~,n 

0,45 :t= 0,02 

0,44 =L 0,01 
I 1,42 4- 0,01 

0,06 4- 0,03 

Leber 0,51 ~ 0,01 
I I  12 Tage 1,63 z~z 0,02 

Tumor 0,51 ~ 0,01 0,23 :~ 0,03 

Leber 0,45 ± 0,01 
I I I  17 Tage 1,37 :t= 0,02 

Tumor 0,48 ~ 0,01 0,48 ± 0,03 

verfahren systematisch zu analysieren, stellt ffir ein 
einzelnes Ins t i tu t  ein Arbei tsprogramm yon Jahren 
dar. Vielleieht werden sich aber in der Zukunft  auch 
ffir die Best immung -con D-Glutamins~iure mikrobiolo- 
gische Verfahren verwenden lassen; ein Anlauf hierzu 
Iiegt bereits vorL Bezfiglich der neueren Arbeits- 
methoden sei noch erwahnt,  dab die hervorragende 
Methode der Verteihmgschromatographie yon CoNs- 
DEN 2, GORDON, I~ARTIN und SYNGE in unserem Labo- 
ratorium z. B. zur Kontrolle der Reinheit der Amino- 
situreprttparate fortwtthrend Anwendung findet. 13bri- 
gens haben wir die Methode durch Verwendung yon 
Papiersttulen auch in prt iparativem MaBstab ausge- 
f~hrt. Unter  Verwendung yon Butanol-NH 3 als file- 
Bender Phase konnten die Diearbons~uren yon den 
tibrigen Aminos~turen abgetrennt  werden, w~ihrend die 
Fraktionierung von Glutamins~ture und Asparagin- 
s~ure mit  Hilfe yon Phenol-NH a erfolgte. Die Methode 
lieferte die partiell razemische Glutamins/iure in guter 
Ausbeute, ist abet  in der bisherigen Ausffihrungsform 
noeh zu umst~tndlich, um mit  dem gew6hnlichen Iso- 
lierungsverfahren konkurrieren zu k6nnen. 

Unsere biochemischen Untersuehungen bat ten ein 
doppeltes ZieI. Zunachst galt es, positive Beweise da- 
fiir zu erbringen, dab der D-Glutamins~iurebaustein be- 
reits in vivo in den Tumoren anwesend ist. Anderer- 
seits bestand die Hoffnung, auf diesem Wege einen 
Einblick in die enzymatisehen Vorg~inge zu erhalten, 
die zur St6rung der normalen Prozesse fiihren. 

Durch die Markierung mit  Isotopen der Bioelemente 
hat man in den letzten zehn Jahren einen Einblick in 
die enorme Dynamik  bekommen, mit  der fast alle 
Stoffe des Organismus einem fortwiihrenden Abbau 
und Wiederaufbau unterliegen. Aus den Untersu- 
chungen anaerikanischer Autoren - vor allem yon 
R.  SCtIOENHEIMER a und seiner Schule - ist bekannt,  

1 M, S. DuNs, M. N. Ca~aI~, S. SHANKMAN und H. BLOCK, J. 
Biol. Chem. 168, 43 (1947). 

z R. CONSDEN, A. H. GORDON und A. J. P. ~IARTIN', Biochem. J. 
aS, 224 (1944). 

~t R. SCHOENtIEIMER, S. RATNER und D. RITTENBERG, J. Biol. 
Chem, 13o, 703 (1939) und weitere Mitteilungen. 

welche Rolle diese Prozesse insbesondere auch bei den 
Proteinen spielen. Wir waren daher seit langem darauf 
bedacht,  die durch die Isotopentechnik gegebenen 
M6glichkeiten auf das Problem der Tumorproteine an- 
zuwenden. Wie verh~ilt sieh bier der D-Glutamins~iure- 
baustein im Vergleich zur L-Form ? l~ber diese Frage 
liegen fiinf bisher unver6ffentliehte Arbeiten yon A. J. 
KLEIN, H. ERXLEBEN und G.J.VAN VEERSEN vor;  die 
wichtigsten Ergebnisse werden im folgenden kurz an- 
gefiihrt. 

Die erste Arbeit bezieht sich auf Versuche, bei denen 
die K6rperfliissigkeit yon Tumorra t ten  auf einen 
Deuteriumgehatt  yon etwa 1,5 A tom-% gebracht  
wurde. Dies erfolgte nach dem Vorbild yon FOSTER 1, 
RITTENBERG und SCHOENHEIMER ZU Beginn des Ver- 
suchs durch Injektion entspreehender Mengen D20 
und hierauf durch Tr/~nken mit  }Vasser von 2,5 
Atom-% Deuterium. Tabelle I I  zeigt das Ergebnis von 
drei Versuchsserien. 

Wie man sieht, wird Deuterium in den D-Glutamin- 
s~iurebaustein langsamer eingebaut als in die L-Form 
yon Tumor  und Leber. 

In der folgenden Arbeit wurde das Natr iumsalz yon 
oL-Deuterioglutamins/iure einer geeigneten Grund- 
di/tt zugeftigt. 

Tabelle III  
Verffitterung voa Mononatriumsalz der DL-Deuterioglutamirts/iure 
(7,5 Atom-%) an Ratten mit Benzpyrentumoren (Fehlergrenze bei 

D-Fortnen ~ 0,03 Atom-%) 

Versuchsdauer 

5 Tage 

15 Tage 

Atom-% Deuterium der isolierten 
Aminos~uren 

aus dell I.ebern aus den Turnoren 

t.Gs L-As L-GS I' D' SlL'A  
0,02 

0,01 

0,12 0,03 0,15 0,09 

0,04 0 0,32 0,17 

2 G. L. FOSTER, D. Rrr'rEt~BERG und R. SCHOEtC~EIMER, J. Biol. 
Chem. 1'.'5, 13 (1938). 

:~ Expel'. 
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In der dritten Arbeit wurde in fiinf Versuchsserien 
Natrium-deuterio-glutamat subkutan injiziert. Die 
Ergebnisse sind in Tab. IV zusammengestellt. 

T a b d l e  I V  

Injektion yon Natrium-deuterio-glutamat in Ratten mit  Benzpyren- 
tumoren 

Versuehsdauer 4 Tage. Zweimal pro Tag je £00 mg DL-GS (bzw. 
100 mg hei den Ar~tipoden) pro Ratte. I und III  je 6 Ratten, II, IV 
und V jc 5 Ratten. Fehlergrenze bei D-Formen4- 0,03 Atom-%. 

Nr. 

I 

II 

III 

IV 
V 

Injektion 
Na-Salz 
yon GS 

F [Atom-l 
0 I ' I ~  OZ 

DL- 4,6 1 

DL- 5,8 

DL- 5,0 

L- 4,6 
D- 4,4 

Atom-% der isolierten Aminos~iuren 
Hydro- 

I lyse- aus den Lebernt aus 
d a u e r  

7 0,03 I 0 ,03 

7 0,14 0,19 0,11 

20 0,11 I 0,29 0 ,14 

20 0,06 0,22 0 ,06 
20 0,01 0 ,10 0,04 

den Tumoren 

D-GS ] L-AS 

0 , 2 7  . - -  

0 , 3 6  . - -  . 

0 , 4 0  0,13 

0 0 ,19 
0 , 5 0  0 , 0 5  

Wie bei den Ffitterungsversuchen zeigt sich auch 
nach der Injektion ein erh6hter Deuteriumgehalt der 
D-Form: dieser Effekt ist hier bereits nach vier Tagen 
sehr ausgepr~gt. Besonders eindrucksvoll ist das 
untersehiedliche Ergebnis bei der Injektion der Anti- 
poden in der vierten und ffinften Versuehsserie. 

Bei der folgenden Untersuehung haben wir in ana- 
loger Weise das Natriumsalz yon DL-Deuterioaspara- 
gins/iure injiziert: 

Tabelle V 

Injektion von Natrium-DL-deuterio-aspartat in Ratten mit  Benz- 
pyrentumoren 

Zweimal pro Tag je 200 mg DL-AS pro Ratte. 
I: 6 Ratten. II :  4 Ratten. Fehlergrenze bei D-Formen: 

4- 0,03 Atom-% 

Nr. 

I 

I I  

Injek- 
tion 

Na-Salz 
yon 

I D L - A S  

Atom-% I 

3,75 

*~Ter_ 

suchs- 
dauer 
in Ta- [ aus den Lebern 

gen '[.L_GS t L-AS 

4 ~  0 0 , 0 5  

8 0,05 0,22 

Atom-% ill den isolierten Amino- 
s/iuren 

aus den Tumoren 

0,01 0 , 7 2  0,09 

0,02 0 , 3 4  0,06 

In der letzten Arbeit dieser Reihe wurde DL-Deuterio- 
alanin injiziert. Zur DarsteUung der deuterierten 
Aminos~uren haben wir durchwegs die entsprechenden 
Ketoverbindungen nach der KNooPschen Reaktion in 
ammoniakalischer L6sung mit D~, und Pd hydriert. 

Der erstgenannte Injektionsversuch ist 1944 yon 
ERXLEBEN,  der zweite vier Jahre sparer von BAREN- 
DREGT ausgeffihrt worden. 

Tabelle V I  

Injektion yon DL-Deuterio-alanin in Ratten mit  Benzpyrentumoren. 
Zweimal pro Tag je 200 mg D L-Alanin pro Ratte. Versuehsdauer S "rage. 
I: 5 Ratten; I I :4  Ratten. FehMrgrenze beiD-Formen: =[= 0,03 Atom-% 

Nr. 

II 

Injektion 
DL-.%lanin 
Atom-% 

Atom-% in den isolierten Amino- 
s~iuren 

aus den Lehern I aus den Tumoren 

L-GS I L-AS L-GS [D-GS ]L-AS 

1OOl oo2 o o21o  1 0 

Als Gesamtergebnis der biochemischen Deuterium- 
versuehe t~igt sich feststellen, dab sich der D-Glutamin- 
s:iurebaustein hinsichtlich des Einbaus yon Deuterium 
durehwegs anders verh:ilt als die L-Form, W~ire die 
D-Glutamins~ture wirklich erst in vitro durch Razemi- 
sierung entstanden, so miiBte sic nattirlich im Isotopen- 
gehalt der L-Form entsprechen, eine L~Glutamins:iure 
mit 0,08 Atom-% kann bei der Razelnisierung niemals 
eine D-Form mit 0,66 Atom-% liefern I Noch wichtiger 
als diese analytische Konsequenz sind ffir die Zukunft 
die Schlul3folgerungen, welche aus den Ergebnissen 
fiber die Biosynthese der D-Glutamins/iure zu ziehen 
sind. Es kann kein Zweifel dariiber bestehen, dab diese 
unabMngig yon jener des L-Antipoden erfolgt, doch 
dfirfte es verfrfiht sein, heute bereits weitere Konse- 
quenzen zu diskutieren. 

Auch eine zweite bioehemische Arbeitsrichtung hat 
einen strikten Beweis dafiir erbracht, dab die aus den 
Tumorproteinen isolierte D-Glutamins:iure kein Arte- 
fakt ist. Nach unseren Auffassungen war zu erwarten, 
dab die Tumorproteine durch die normalen Enzyme 
nicht v6tlig verdaut werden. Es schien uns wichtiger, 
dies zun/ichst durch Verdauungsversuche in vivo zu 
prtifen, da man dann die Sicherheit hatte, dab alle 
Enzyme in optima ]orma zur Einwirkung kamen. In 
der Tat konnten nach Verffitterung von gekochten 
Tumoren aus Harn und Faeces von Hunden Polypep- 
tide mit hohem Gehalt an D-Glutamins:turebaustein 
isoliert werden 1: 

Tabelle V I I  

Verfiitterung yon gekochtcn Tumoren an normale Hunde 
I u n d  II :  H. ERXLEBEN (1940); I I I :  T. J. BARENDREGT (1948). 

Nr. 
Ttlmor 
D-GS 

Total-GS ) 

I ]3rown-Pearce 
(25%) 

II t3rown-Pearce 
(25%) 

I I I  ] 3 e n z p y r e n  
( 1 3 % )  

Gehalt der isol. GS an 
reForm nach Hydro- 
lyse der Polypeptide 

i 
aus Ham [ aus Faeces 

i 

I 16,9Vo 53,1% 

1 9 , 3 %  156,8% 

8 , 8 %  3 3 , 5 %  

: F. K6GL und H. ERXLEBEN, Z. physiol. Chem. 261, 108 (1940) 
(5. Mitt.). 
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Der Vergleich mit anderen Di~iten ergibt sich aus 
folgender Abbildung. 

dasscheidvng won fmier u ron peptidartig geOvndener 61utamins~ufe 
i~ H~tn v~a foeces eiaes Hend¢$ ae¢~ f~tlerung roit: 

Rindfleisch Rei$ Tumor Rindfleisch 
a ra~t /e  2saer $ r e f e  j~ 7a-~gr ~ttre~ ,~r¢~)  ~t/~e ~e H~t ~e~warg ~e~ 

rrsg~ 

l~OOm~ ] 

tO~m~ 

5O9 
*e¢ ~ I 

Durch eine Arbeit von S. RATNER 1 ist 1944 be- 
kanntgeworden, dab die Ratte nach Ftitterung yon 
I)-Glutamins~iure im Ham deren Lactam, die D-Pyrro- 
]idon-carbonsAure ausscheidet. Dieser unvorhergese- 
hene Befund veranlaBte uns, auch in dem nach Ftit- 
terung won Benzpyrentumoren ausgeschiedenen Harn 
des Hundes nach dieser Verbindung zu suchen. In der 
Tat gelang es, aus dem ~thylacetatextrakt optiseh 
reine D-Pyrrotidoncarbons~ure ([~]D == +11,2 °) zu iso- 
lieren ~. In einem fotgenden Versuch ffitterten wit nor- 
male Patten mit den Proteinen yon Rattentumoren, 
die durch Benzpyren hervorgerufen waren. Auch hier 
trat im Harn D-PyrrolidoncarbonsAure auf, die wir in 
diesem Falte unmittelbar in GlutaminsRure umsetzten. 
Nach der spez. Drehung ([~]D = --31,5 °) lag auch hier 
die optisch reine D-Form vor. SchAtzungsweise werden 
etwa 10% des im TumoreiweiB vorhandenen D- 
Glutamins~iurebausteins in der Form des Lactams 
ausgeschieden. Da im Magendarrnkanal nicht mit Salz- 
s~iure gekocht wird, wird der Behauptung, dab die 
D-Form kfinstlich entstehe, allein bereits durch die zu- 
letzt genannten Befunde der Boden entzogen. 

Zum SchluB ist noch fiber Versuche mit radioaktiver 
Glutamins~iure zu berichten. J. HALBERSTADT hat zu- 
n'Xchst radioaktives Bariumcarbonat (Oak Ridge) nach 
den Angaben yon ~¢[ELVILLE :1 und Mitarbeitern in 
Natriumformiat* umgesetzt und hieraus auf folgendem 
Wege Glutamins~ture* synthetisiert: 

H +  N a O H  H 2 P d  440 ° 
BaC*O a - - +  C*O 2 ~ N a H C * O  3 ~  H C * O O N a  - - ~ .  

(C*OONa),~ AgNO3 > (C*OOAg)~ --~. (C*OOCHa) ~ 

CH~--  C00CH a C H  2 -  COOCH s 
I KOCH3 I HCl 

C H 2 - - C O O C H  ~ - ~- C - - C 0 0 C H  a - - +  
+ !I 

(C*OOCHa) ~ K O - - C *  - - C * O O C H  a 

I S. RATNER, J. Biol, Chem. 15~, 559 (1944). 
2 F, KOGL, T. J. BARENDREGT und A. J.  KLEIN, Nature 16- °, 

782 (1948). 
D. B. Mt:LVlLLE, J. R. RACHEL~ und E. B. KELLER, J. Biol. 

Chem. 169, 419 (1947). 

C H 2 - - C O O H  C H ~ - - C O O H  

CH~ ~. CH~ 

O = C * C * O O H  H z N - -  C ' H - -  C * O O I t  

Die im ~-Carboxyl und in der ~-Stelle mit C 14 mar- 
kierte Glutamins~iure wurde in der fiblichen Weise in 
die Antipoden gespalten. 

Nun hatten SHEMIN 1 und RITTENBERG B~-avita- 
minotisctie Ratten mit DL-Glutamins/iure geffittert, 
die durch N is markiert war. Es wurde bereits erwlthnt, 
dab hierbei im Ham D-Pyrrolidoncarbons~iure auftritt; 
die hieraus gewonnene D-Glutamins/iure zeigte den 
gleiehen NlS-Gehalt wie die verffitterte Verbindung. 
Die amerikanischen Autoren folgerten hieraus, dab im 
Organismus der B2-avitaminotischen Ratte und dem- 
nach wahrscheinlich auch im normalen Tier keine D- 
GlutaminsXure synthetisiert wird, da diese dutch 
Mischung den Isotopengehalt herabgesetzt h~tte. 

Man erkennt, dab hierdurch ftir unser Problem ein 
experimentum crucis auszuffihren war. Wenn verffit- 
terte oder injizierte radioaktive D-Glutaminsaure im 
Tumor nicht rein a dditiv eingebaut wurde, sondern die 
genuine D-Form teihveise verdrangte, dann muBte sich 
dies bei der im Ham ausgeschiedenen D-Pyrrolidon- 
carbons~ture bzw. der daraus zu gewinnenden D- 
GlutaminsAure durch eine Herabsetzung der Radio- 
aktivitat manifestieren. Ob der Effekt meBbar sein 
wfirde, hing natfirlich nicht zuletzt yon einem gfinsti- 
gen Verh~iltnis zwischen zugefiihrter und zelleigener 
D-Glutamins~ure ab. 

Tabelle V I I I  
Injektion yon radioaktivem Natr ium-D-glutamat  bei normalen 

Rat ten  und Rat ten  mi t  Benzpyrentumoren ~. 

I. Pcriode: An 4 Tagen pro Rat te  und Tag ]e 25 mg  D-GS* (als 
Natr iumsalz injiziert) 

Messungstage 

Vergleich der Radioaktivit~it yon BaC*O a 
(durch Umsetzung yon D-GS*HC1 erhalten) 

t aus H a m  yon 
Tumorratten 

Na-Salz der aus Ham yon 
~lormalen 

Ausgangs D-G~ Ratten 

6. 1 2 . 4 8  1 0 0 %  9 7 , 8 %  87/1% 

7. 12. 48  1 0 0 %  9 7 , 8 %  88 ,0% 

II. Periode: W~hrend ~ Tagen keine Injektion. 
III. Periode: An 4 Tagen pro Rat te  und  Tag je 100 mg D-GS* (Ms 
Natriumsalz injiziert). 

Mittelwert 
yon 4 100% 100,7% 94,8% 

Messungs- 
tagen: 

1 D. SItEMIN und D. RITTEN~ERG, J. Biol. Chem. 151, 507 (1943). 
2 Digit: Amylum oryzae, gekochtes Rindfleisch, Lebertran, 

wasserl~Ssliche Vitamine, Salzgemisch. 

Z2* 
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BARENDREGT und  HALBERSTADT haben  zwei nor-  
malen  R a t t e n  u n d  zwei R a t t e n  mi t  Benzpyren-  
t umoren  u n t e r  genau den gleichen Versuchsbedingun-  
gen r ad ioak t i ve s  N a t r i u m - D - g l u t a m a t  in j iz ier t .  Aus  
d e m  H a m  wurde  in der  schon besehr iebenen  Weise  
D-Glutamins~ture isol iert .  Die B e s t i m m u n g  der  Rad io-  
ak t iv i t t t t  der  einzelnen Pr~iparate erfolgte  im Kern-  
phys ika l i schen  I n s t i t u t  A m s t e r d a m ,  wobei  uns  A. H.  
W.  ATEN jr.  m i t  R a t  und  Hilfe zur Seite s t and .  Die  
Versuehsergebnisse  s ind  in T a b . V I I I  zusammenges teUt .  

Nach  der  d r i t t en  Per iode  wurde  die Glutamins~iure 
aus den Tumorp ro t e inen  isol ier t  und  die R a d i o a k t i v i t l i t  
der  A n t i p o d e n  vergl ichen.  W~ihrend jene der  L-Form 
k a u m  h6her  als die spon tanen  Ausschl~ige lag, zeigte 
die D-Form 8 ,9% der  R a d i o a k t i v i t i t t  des in j iz ie r ten  
Pr~iparats.  Die  L-Glutamins~iure aus  den Leberp ro te -  
inen war  n ich t  r ad ioak t iv .  Diese l?;rgebnisse s t immen  
gu t  fiberein mi t  jenen des en t sprechenden  Deu t e r i um-  
versuchs  (vgl. Tab .  IV, Nr.  V). 

Nat i i r l i ch  is t  dies erst  ein Beginn,  abe r  im Rah-  
men  der  f ibrigen Beweisf i ihrung l~il3t sich heu te  
schon sagen,  dab  die E rn i ed r igung  des I so topenge-  
ha l t s  in der  D-Glutamins~ure  des Tumorha rns  ein ffir 
die kfinft ige For schung  wicht iges  Ergebnis  ist,  das  zu 
zahl re ichen neuen Versuchen anregt .  Abgesehen  yon 
der  Ausdehnung  au f  andere  T u m o r a r t e n  und  andere  
Organismen wird  man  sich bemfihen,  die Versuchs-  
technik zu ve rvo l lkommnen .  Hierzu  liegen verschie-  
dene M6glichkei ten vor  der  H a n d ,  wie z . B .  durch  
Var i a t ion  von Versuchsdauer  und  Dos ierung  bei  In -  
j ek t ion  u n d  Ff i t t e rung .  W e i t a u s  am wicht igs ten  is t  
jedoch sicherl ich die Verwendung  der  genaues ten  
Methoden  zur  I so topenbes t immung ,  wobei  wohl  yon 
der  E n t w i c k l u n g  der  massenspek t rome t r i s chen  Ver-  
suchs technik  a m  meis ten  zu e rwar ten  ist .  Es  w~re na-  
t t i r l ich aul3erordent l ich wicht ig ,  wenn sich das  neue 
P r inz ip  sp~tter ffir d iagnos t i sche  Zwecke ve rwenden  
lieBe. Die  Zukunf t  muB entscheiden,  ob dies real is ier-  
b a r  is t  oder  ob diese Hof fnung  eine Utop ie  b le ib t .  

Als ich vor  zehn J a h r e n  i iber  unsere  ers ten  E rgeb -  
nisse sprach,  habe  ich die AuBerung eines englischen 
Arz tes  z i t ier t .  Nach  dieser  s ind  bei  e iner  mediz in i -  
schen E n t d e c k u n g  drei  Pe r ioden  zu un te r sche iden :  in 
der  ers ten  wird  die Rich t igke i t ,  in de r  zwei ten die 
Wich t igke i t  bes t r i t t en .  L~iBt sich schliel31ich beides  
n ich t  mehr  in Abrede  stel len,  dann  he ig t  es, d a b  die 
E n t d e c k u n g  a l t b e k a n n t  sei. 

Es  war  sehr  schwer, zehn J a h r e  gegen den Strom 
anzuk~impfen. W e n n  nun  in der  T a t  die <~zweite 
P e r i o d e ,  beg innt ,  so hoffe ich, dab  wir  in dieser 
n ich t  wiederum allein s tehen werden.  

S~OYlY/4tIyy 

In  1939 a theory  on mal ignancy has been published 
which was based on the  exper imenta l  evidence t ha t  D- 
g lutamic  acid is a character is t ic  cons t i tuent  of turnout 
proteins.  However,  o ther  authors  were unable to con- 
f i rm the exper imenta l  results;  t hey  found only L-glut- 
amic acid and considered the D-form as an artefact.  
Both  views have been checked by  the isotope dilution 
method,  us ing  N is and deuter ium respectively.  The 
results  were again contradic tory.  

(1) I t  is now pointed out  t ha t  many  negat ive  results 
m a y  have been caused by  a less complete  hydrolysis ,  the 
concentra t ion of the  hydrochlor ic  acid being an im- 
po r t an t  factor. 

(2) Meanwhile numerous biochemical  experiments  
have been carried out  which give unequivocal  evidence 
t ha t  D-glutamie acid is a cons t i tuent  of t umour  proteins. 
In  the  first invest igat ion the deu te r ium content  of the 
body  fluids of t umour  bear ing rats  was raised to  1.5 
a tom p . e .  Fur thermore  feeding exper iments  with 
DL-deuterio-glutamic acid have been carried out  and in 
a following group of invest igat ions deuter ium labeled 
monosodium g lu tamate  and aspar ta te  as well as deuterio- 
alanine have been injected.  The results  of all these 
exper iments  demons t ra ted  t ha t  the  biosynthesis  of L- 
and D-glutamic acid is accomplished b y  different 
pa thways .  

(3) The normal  dog is unable to digest  tumour  
prote ins  in the same way as common meat .  In  ti le former 
case urine and fmces contain po lypept ide  fractions 
which on hydrolys is  yield g lutamic  acid wi th  a high 
content  of D-form. Moreover, the  urine contains  opt ical ly  
pure D-pyrrolidone carboxyl ie  acid. This compound was 
also isolated from the urine of normal  ra ts  after  feeding 
with  tumour  proteins of rats.  

(4) Radioact ive  (C 14 labeled) DL-glutamic acid has 
been synthesized and resolved. 

(5) After  inject ion of C14-1abeled s~dium D-glutamate 
normal  rats  excrete D-pyrrolidone carboxyl ic  acid which 
delivers D-glutainic acid with p rac t i ca l ly  the  same 
rad ioac t iv i ty  as the  in jected material .  The same 
exper iment  was carried out  wi th  tumour-(benzpyrene)  
bearing rats.  In  this  case the  isolated D-glutamic acid 
showed a definite d iminut ion of the  rad ioac t iv i ty .  This 
is a new decisive proof  for the  product ion of l~-glutamic 
acid in the l iving tumour  cells. 
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