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Mit 10-proz. wiBr. Natronlauge gab eine Probe des Priparates im Gar-
réhrchen unter Entwicklung eines farblosen Gases, das sich als wasserléslich
erwies, eine farblose Losung. Beim Ansiuern der alkal. Fliissigkeit mit Salz-
sdure entstand eine farblose Fillung, die beim Steherlassen krystallinisch wurde:
Prismen, die bei 276° unter Aufschiumen schmolzen und bei der Mischprobe
mit einwandfreier Biliansiure keine Erniedrigurg des Schmelzpunktes herbei-
fithrten. Mit Diphenylamin-Schwefelsiure zeigte das Priaparat Blaufirbung
unter gleichzeitiger Gasentwicklung. — Nach dem Vorstehenden kaun es
keirem Zweifel unterliegen, dafl das erhaltene Priparat identisch war mit
der frither aus Biliansiure-dioxim und Salpetriger Siure hergestellten Per-
nitroso-biliansdure III.

4) 712-Dioximino-hydroxamoximhydratsiure C,;H,O N, und
Salpetrige Siure: Die Dioximinohydroxamoximhydratsiure kann, wie
oben auseirandergesetzt wurde, auf 2 verschiedenen Wegen gewonnen werden.
Fiir den vorliegenden Zweck wurde sie durch Behandeln der wie oben (Ver-
such 3) hergestellten Dioximinohydroxamsiure C,H,,OsN; mit Hydroxyl-
amin rach frither gegebener Vorschrift®) bereitet und in den bekannten farb-
losen Krystallbldttchen erhalten. 0.5 g der Dioximinohydroxamoximhydrat-
siure wurden bei gewohnl. Temp. mit 25 ccm Eisessig zusammengebracht
und sofort 25 ccm Nitritlésung hinzugegeben. Die Verbindung ging dabei
bald i Losung, und es entstand eine arfangs hellgriine, spéiter fast farblose
Fliissigkeit. Nach 1Stde. u. 20 Min. bewirkte man durch Zusatz von 150 ccm
Wasser eine farblose flockig-gallertige Fillung, die wie oben (Versuch 3)
weiterbehandelt wurde. Ausb. 0.18 g. Zersp. unscharf 132°.

CyHyON,. Ber. N 5.67. Gef. N 5.63.

Das Priparat zeigte gegeniiber 10-proz. willr. Natronlauge im Gar-
r0hrchen sowie gegeniiber Diphenylamin-Schwefelsiure dasselbe Verhalten
wie die im Versuch 3 und die frither aus Biliansiduredioxim hergestellte Per-
nitrosobiliansdure. Wie bereits frither betont wurdel), mufl es vorliufig
dahingestellt bleiben, ob die blaue Farbreaktion mit Diphenylamin-Schwefel-
siure auf einer geringfiigigen Verunreinigung der Priparate beruht oder auf
die Pernitrosogruppe (>>C:N(—O).N:0) selbst zu beziehen ist, die sich unter
dem Ei:flufl der Schwefelsiure in gewissem Umfang in die Nitrimingruppe
(>C:N.N(—0):0) umlagern konnte, die dann die Farbreaktion liefert.

9. Theodor Wieland und Wolfgang Paul: Bestimmung von
I- und d-Glutaminsiure im Hydrolysat von Brown-Pearce-Tu-
" moren mit 15N-Glutaminsiure.
[Aus d. Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie,
und d. II. Physikal. Institut der Universitit Goéttingen.)
(Eingegangen am 15, November 1943.)

Vor einiger Zeit wurde die Methode der Abtrennung von Aminodicarbonsiuren
aus EiweiBhydrolysaten mit Hilfe der sauren Al,0,-Siule auf die Hydrolysengemische
einiger maligner Geschwiilste angewandt!). Aus den Baryt-Eluaten lieB sich’ nach Ent-
fernen des Bariums und FEinengen die Glutaminsiure (Gls) als Hydrochlorid in etwa
80-proz. Ausbeute in erheblicher Reinheit zur Abscheidung brirgen. Das Hydrolysat
(7 Stdn. mit konz. Salzsiure unter RiickfluB) von 10 g Brown-Pearce-Gewebe (Kanin-

1) B. 75, 1001 [1942).
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chen) ergab 0.7 g Gls, was bei Beriicksichtigung der 80-proz. Ausbeute etwa einem Gehalt
von 99 entsprach. Auf Grund der spezifischen Drehung enthielt diese rund 29, an
d-Form.

Natiirlich 148t sich iiber die Anwendbarkeit der Adsorptionsmethode erst dann etwas
aussagen, wenn man den absoluten Gls-Gehalt eines Hydrolysengemisches mit Sickerheit
kennt. .Dieser ergibt sich bei Anwendung der , Isotopenverdiinnungsmethode”, die
grundsiitzlich zur Bestimmung des Gehalts an jeder Substanz in einem Stoffgemisch
anwendbar ist?). In unserem Fall setzt man einre bestimmte Menge (a Mole) der mit
vinem stabilen Isotopen in bestimmter Konzentration (C, 9%, = Zahl der Isotopenatome
auf 100 Atome) dem Stoffgemisch zu, isoliert dann eine Probe von reiner I-Gls (als Hydro-
chlorid) und bestimmt dercn Gehalt am Isotopen (Ci%). Betrigt die zu bestimmende
Menge an [-Gls x; Mole mit dem in der normalen Gls enthaltenen ¥N-Gehalt des natiir-
lichen Stickstoffs C,, % (= 0.379%), so enthiilt nach Zusatz von a Molen markierter I-Gls
{2 a Molen d, I-Gls) das Hydralysat (a - x;) Mole I-Gls mit einem 1#N-Gehalt von C; 9.
Die im Gesamtansatz enthaltenen g-Atome N (a.C, + x;.C;) haben sich nach guter
Durchmischung gleichmaiBig auf dic (a + x/) Mole I-Gls verteilt, welche nun den »N-Gehalt
C Dbesitzen. Fs ist daher

a.Cy 4 x1:Ch=(a+x)-G

4 Co—C
araus X; = ¢,

a

Yiihrt man statt des Isotopengehaits C, und C; den Ubersching in Prozent an 18N iiber
Cn = 0.379%, also die GréBen €’y = Co-— Cpy und Cp = C; — €y cin, so wird

Cc’, ;
x| = (C;“—-l)a, 1)

Um auch den absoluten Gehalt an d-Gls ernitteln 21 konnen, wiire es theoretisch
am einfachsten, eine Probe von reiner d-Gls nach Zusatz der markierten d,!-Gls zu
isolieren. Dann wiire wie aben

C’
Xd = —1)a. (1a)

C’a

Die Isolicrung einer reinen d-Probe ist jedoch bei einem UbcerschuB an l-Form kaum
auszufiihren. Aus der spezifischen Drchung jeder d-Gls-haltigen Probe liBt sich aber
deren Anteil an [-Form (P = Mole [-Gls: Mole Gesamt-Gls) bzw. an d-Yorm (1 = P)
errechnen. Man kann dann den Isotopengehalt der d-Torm (Cyg) durch den oben erhaltenen
Isotopengehalt der {-Form (C1) und den der teilweisc racemisierten Probe (Cr) ausdriicken:

¢ ~P.C+H(1—P)Cq

¢, PG

d s Cg=—"—T7""
araus d —p

Setzt man dicsen Ausdruck it (la) ein, so folgt bei Verwendung der Uherschug-Konzen-
trationen iiber den N-Gchalt des natiirlichen N, (C’,, C’r, C’))

C(l P
Xd - (m,; 1) a (2)

Dijeser Ausdruck vereinfacht sich fiir die Isolierung einer vollstindigen racemischen
Probe ([a]p = 0), wo C4,1 = ¥/, Cq4 + Y, Ci, zu:

Cy 3
X4,1 = (ZC'M—C’ —1)a (3)

3 D. Rittenberg u. G.I.. Foster, Journ. biol. Chem. 188, 737 [1940).
3.
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Die Isotopen-Verdiinnungsmethode unter Verwendung von 1¥N-d, -Gls haben bereits
S. Graff, D. Rittenberg und G. L. Foster?® zur Bestimmung der I- und d-Gls in
Tumorhydrolysaten argewandt. Die Autoren setzten die markierte Gls den Proteinen
aus verschiedenen malignen Geschwiilsten nach 12-stdg. Hydrolyse mit 20-proz. Salz-
sdure zu, kochten noch weitere 3 Stdn., um die Einstellung des Gleichgewichts mit
a-Pyrrolidon-carbonsiure zu gewihrleisten (das allerdirgs beim Hydrolysen-pg nur zu
etwa 19 auf der Seite des Anhydridsliegt*)) und arbeiteten dann nach der Foremanschen
Methode auf I- und d, I-Gls-hydrochlorid auf. Die massenspektrometrische Auswertung
der Stickstoffproben, die aus den verschiedenen Krystallisaten erhalten waren, ergab,
daB bei einem Totalgehalt an GIs von etwa 109 nicht mehr als 19 der gesamten Gls
aus d-Form bestard. In derselben GréBenordnung lag der Wert fiir ein normales Eiweil
(Placerta). Spiter haben F. Ké6gl, H. Erxleben und G. J. van Veersén?) unter Ver-
wendung von deuterierter Gls die frilheren aus der Drehung isolierter Proben abgeleiteten
Befurde von F. K6gl und H. Erxleben?®), wonach im Hydrolysat maligner Tumoren
erhebliche Mengen von d-Gls enthalten sird, einer Nachpriifung unterzogen. Diese ergab
in Bestdtigung fritherer Ergebnisse, daB die Hydrolysate zahlreicher Tumoren gréBere
Mengen (bis zu etwa 359, der Gesamtmenge) d-Gls enthielten, Wurde die deuterierte
Gls erstnach 7-stdg. Hydrolyse zugesetzt und das Hydrolysat gleich aufgearbeitet, so
ergab sich fiir Brown-Pearce-Eiwei ein Totalgehalt von durchschnittlich 11.29, Gls
und 3.359%, d-Form, wurde sie hirgegen 7 Stdn. ,,mithydrolysiert’’, so ergaben sich ins-
gesamt 12.89 Gls (3.79% d-Form). Noch héhere Werte an Gesamt-Gls wurden erhalten,
wenn die Merksubstanz 20 Stdn. mitgekocht wurde (im Durchschnitt 17 %), wihrend der
absolute Wert an d-Form etwa gleich blieb (3.79% im Durchschritt aus 4 Analysen).
Ahnliche Verhiltnisée wurden bei anderen malignen Tumoren beobachtet. Die starken
Abweichungen von den Ergebnissen der Amerikaner suchen K6gl und Mitarbeiter da-
durch zu erkliren, daf sie im Gegensatz zu jenen die Merksubstanz 20 Stdn. mitgekocht
haben, wodurch die Molekiile der deuterierten Gls ,,die gleichen Umsetzungen und Bin-
dungen eingehen miissen, wie die im Lauf der Hydrolyse aus dem Eiweilverband in
Freiheit gesetzten Bausteine. 3-stdg. Mitkochen der markierten Siure biete noch keine
Gewiihr fiir die wirklich vollstindige Mischung der zugesetzten mit der durch Hydrolyse
in Freiheit gesetzten Gls.

Um diese Vermutung K&gls nachzupriifen, war es entscheidend, die
20-stiindige Hydrolyse mit Zusatz von !¥N-Glutaminsiure als Merksubstanz
zu wiederholen. Der groBen Freundlichkeit von Prof. Dr. K. Clusius,
Miinchen, verdanken wir die Uberlassung von 11.5 g Ammoniumchlorid mit
einém Gehalt von 4.359%, 15N (= 3.98%, UberschuB iiber den Gehalt des
normalen Stickstoffs an 1*N von 0.37%,). Zu diesem Priparat wurde in Wasser
4+ PdO nach einer etwas modifizierten KXnoop-Oesterlin-Synthese?) eine
natronalkalische, wilrige Ketoglutarat-Losung unter Schiitteln mit H, zu-
getropft, wonach in einer Ausbeute von etwa 609, d,l-Gls als Hydrochlorid
isoliert wurde.

Da nach K6gl und Mitarbeiter das Eiweill von Brown-Pearce-Tumoren
besonders reich an d-Gls ist, lieBen wir von Herrn Dr. J. Klinke, Oppau,
dem wir auch hier unseren besten Dank ausdriicken moéchten, vier Kaninchen
mit diesem Tumor beimpfen und arbeiteten die Tumoren, nachdem sie eine
geniigende GroBe erreicht hatten, von Nekrosen und Normalgewebe weit-
gehend befreit, genau nach der Koglschen Vorschrift auf. In seiner letzten
‘Arbeit dulert Kogl die Vermutung, daB die Ausbeute an d-Gls vom’ pg

3) Journ. biol. Chem. 133, 745 [1940].

4 H. Wilson u. R. K. Cannan, Journ. biol. Chem. 119, 309 [1937).

§) Ztschr. physiol. Chem. 277, 251 [1943].

¢) Ztschr. physiol. Chem. 258, 57 [1939]; 261, 154 [1939]; 263, 107 [1940]; 264,
108, 198, 220 [1940]. ?) Ztschr. physiol. Chem. 148, 294 [1925].
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wihrend der Aufarbeitung der Hydrolysate abhingig sein kénne, so daB
die d-Gls bei Fraktionierung in schwach alkalischer (Foreman-Methode)
oder neutraler Losung (Al,O,-Adsorption) nicht gefurden wiirde, wihrend
man sie bei der eirfachen HCI-Fillung ohne weiteres erhalte. Deshalb wurden
drei Parallelversuche unter Zusatz von !8N-d,l-Gls-hydrochlorid vor der
20-stiindigen Hydrolyse angesetzt, von denen 2 nach Kogls Vorschrift (K)
und eine nach unserer Methode (W) aufgearbeitet wurden. Die Isolierung
geniigender Mengen reinen l-Gls-hydrochlorids verlief bei allen drei Ansitzen
ohne Schwierigkeiten (K Ta, K1IIa, WIa). Bei der groBen Reinheit der
durch Adsorption abgetrennten und als Hydrochlorid gefillten Gls lieB sich
durch Krystallisation aus der berechneten Menge korz. Salzsiure auch leicht
ein Priparat von [a]p = 0.0 + 0.2° gewinnen (W IDb), was uns aus den
Mutterlaugen der direkt abgeschiedenen Hydrochlorid-Fraktionen nicht
gelang. Wir erhielten aus beiden Ansitzen zusammen ein analysenreines
Priparat mit starker Linksdrehung ([a]p = —24.2%, doch reichte die Merge
nicht aus, um daraus reine d-Form zu krystallisieren. so daB wir dieses Pra-
parat zur Isotopenanalyse verwandten (K IIIb). SchlieBlich adsorbierten
wir die Mutterlaugen der zweiten Hydrochlorid-Krystallisation des nach
Kégl aufgearbeiteten Ansatzes an die saure AljO,-Siule und gewannen auf
diese Weise eine weitere, rechtsdrehende Hydrochlorid-Fraktion (K W),
deren 15N-Gehalt ebenfalls bestimmt wurde.

Isotopen-Analyse: Die Bestimmung der 18N-Konzentration erfolgte
an dem aus den verschiedenen Proben nach Dumas in Freiheit gesetzten,
iiber Lauge von CO,; und durch Ausfrieren mit fliissiger Luft von Wasser
und Kohlenwasserstoffen befreiten Stickstoff in eirem Masserspektrometer,
das speziell zur Messung von Isotopenverhiltrissen gebaut ist (W. Paul®)),
Die Gase wurden mit einer T6pler-Pumpe in ausgeheizte, luftleere Ampullen
von etwa 50 ccm Inhalt, die mit einem Zerschmetterungsventil versehen
waren, eingefiillt und durch Abschmelzen verschlossen. Nach dem An-
schmelzen an die Gaszufilhrung des Massenspektrometers und Off-en des
Ventils wurde das Verhiltnis der Molekiilmassen 28 (YNMN):29 (M4NN)
analysiert. Treten bei der Dumas-Verbrennung 4N-Atome (n) und ¥N-Atome
(m) zu Stickstoffmolekeln zusammen, so ergeben sich solche der Massen
28 (M4NMN), 29 (NN, NMN) und 30 ¥N¥N). Ihre Menrgen verhalten
sich zueinander wie n®:2n m:m? Das gesuchte Verhiltnis n: m ergibt
n? aN

sich aus Tom ~ N

S o2 4
zllm-:;ﬁ ()

Daraus 140t sich der 9,-Gehalt an N berechnen:

100

% BN = (5)

n
— 41
m

Ergebnisse: Die Auswertung der ¥N-Analysen der verschie-
denen Gls-Proben zeigt, daB in dem von uns verwendeten trock-

%) Eine genaue Verdffentlichung erfolgt demniichst in der Ztschr. Physik.
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nen Mischprotein aus 4 Brown-Pearce-Tumoren im Durchschnitt
9.9% 1-Glutaminsiure neben 0.5% d-Glutaminsiure enthalten sind
(Tafel 1). Dabei macht es keinen nennenswerten Unterschied, ob die Hydro-
lysate nach der K6glschen Vorschrift oder mit der sauren Al,0,-Siule auf-
gearbeitet wurden®).

Tafel 1.
] = s d. Gls !
» . ! ‘ o, 15N® | isol. ! daraus ergibt sich

" Probe I ¢c - H | N zuges. | C'p, feely p ; ein Gehalt des Pro-

! ' i ¢ | T l teins in % an

| | <y i | 1Gls | dGls
Kla..... 32.52’ 5.41 'I 748 | 398 | 102 | +315 |[1.00 | 1017 l —
KIla.... |3286| 569 | 7.59 | 3.98 | 1.06 | +314 [100 | 966 = —
WIla 32651 556 | 7.51 | 3.98 | 1.05 | 4315 |1.00 ' 9.79 |, —
WIb 3265 550 | 7.52 | 3.98 | 2.31 0.0 {0.500 {039
KIIIb 3287 575 | 747 | 398 | 317 | —242 |0.116 1 o054
KW... .. — — | 740 | 398 | 1.84 | +106 ¢0.67 ; -1 053
ber. ..... 3271} 550 | 7.63 | i | ’ i

*) Die Prozentgehalte an 3N sind als UberschuB iiber den im natiirlichen Stickstoff
enthaltenen Wert von 0.379%, angegeben und in den Rechnungen verwendet. Je Ansatz
(8.0 g Protein) wurden 0.700 g '*N-haltiges d, I-Gls-hydrochlorid zugesztzt.

Von der Gls des von uns analysierten Eiweifles sind also héchstens
5% d-Form. Diese Zahl stimmt mit der M:nge an d-Form {iberein, die
durch 20-stdg. Kochen von I-Gls mit konz. oder 20-proz. Salzsiure durch
Racemisierung gebildet wird. O. K. Behrens, F. Lipmann, M. Cohn
und D. Burk!®) beobachteten beim Kochen von I-Gls am Riickflullkiihler
mit 20-proz. Salzsiure die Bildung von.0.15%, d-Form je Stunde (~ 39,
in 20 Stunden). L. E. Arnow und J. C. Opsahl!l) fanden nach 30 Stunden
in 20-proz. Salzsiure 2.49,, nach 9 Stunden in konz. Salzsdure 2.2%, d-Gls,
M. Johnson??) nach 35.5 Stunden in konz. Salzsiure unter Riickflul, wobei
durch Entweichen von HCI-Gas sich bald eine Konzentration von 209, ein-
stellt, 4.65%, d-Gls urd V. Klingmiiller!?) nach 7-stdg. gleicher Behandlung
3.5%, nach 20-stdg. Erhitzen mit 20-proz. Salzsiure 4.1%, d-Form. Da
alle diese Versuche unter verschiedenen Bedirgungen ausgefiihrt und auf
verschiedene Weise ausgewertet wurden, schien es angebracht, im Reihen-
versuch unter reproduzierbaren Verhiltnissen die Racemisierung von I-Gls
noch einmal zu untersuchen. Es wurden zu diesem Zweck Proben von etwa
1 g reinstem I-Gls-hydrochlorid mit 40 ccm 20-proz. und konz. Salzsiure in
verschlosseren Ampullen bestimmte Zeiten im Olbad auf die Temperatur
der Eiweillhydrolyse (108°) gebracht und nach Auffiillen mit Wasser auf
ein genaues Volumen im 4-dm-Rohr polarisiert (Tafel 2 und Abbild. 1).

) Uber die bei der Isotopen-Verdiinnungsmethode auftretenden Fehler vergl.
D. Rittenberg u. G. L. Foster, Fulln. 2,

10) Science [New York] 92, 32 [1940].

11) Journ. biol. Chem. 183, 765 [1940].

13) Journ. biol. Chem. 184, 459 [1940].

13) Ztschr. physiol. Chem. 278, 97 [1943].
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Tafel 2.
Einwaage Erbitzungs- | q.1,58ure- Endvol. %
dauer Konz « (adp d- F:rm
g Stdn, : ccm
0.452 0 konz. 50 +0.88 | +24.4 0
1.120 7 . 100 +1.03 | +230 29
1.106 20 100 +1.89 | 4201 8.8
1.011 45 100 +0.66 | +16.3 16.6
1.170 70 " 100 i +0.62 | +132 [ 230
1.112 0 209% 40 | +275 | +247 0
1.077 7 . 40 | 4263 | +244 | o8
1.038 20 40 +241 | +23.2 3.2
1.041 45 i 40 +2.26 +21.7 6.3
1.030 70 i 40 +2.12 | 4-206 8.5

Die Nullwerte wurden nach kurzem Anheizen auf 108° und sofortigem Abkithlen
gemessen.

Wie man sieht, firdet bei 108° eine betrichtliche Racemisierung von
I-Gls statt. DaB die Abrahme der spezifischen Drehung nicht etwa von
einer Zersetzung der l-Gls herriihrt,
konnte durch Isolierung von 369,
d,l-Gls-hydrochlorid in analysen-
reiner Form aus einem 100 Stdn.

2= konz. Salzsdure
erhitzten Ansatz gezeigt werden. \
Will man aus den Modellver- & <

suchen auf die tatsichlichen Ver-

hiltrisse bei einer EiweiBhydrolyse 12 \
unter RiickfluB schlieBen, so ist zu

bederken, daB ein groBer Teil des 161
HCl-Gases durch die basischen L4l
Gruppen des Proteins und der 2
Aminosiuren gebunden wird, so . 1 1 L

daB richt so viel entweicht wie 7 2 4 ™ Stdn.
beim Erhitzen von reiner HCl. Die Abbild. 1. Racemisierung von I-Gls bei 108
in hoher Konzentration vorliegen- in 20-proz. und konz, Salzsiure.

den Aminosiure- und Peptidhydro-

chloride entfalten moglicherweise bei der hohen Temperatur eine zusitz-
liche racemisiererde Wirkung, etwa wie auch Pyridir hydrochlorid eire der
konz. Salzsiure dhnliche itherspaltende Wirkung besitzt!4). Wir mdchten
daher annehmen, daB die tatsichliche Racemisierurg von [-Gls bei der
Protei- hydrolyse zwischen den Kurven 1 und 2 der Abbild. 1 zu suchen
sein wird.

Wenn man von der Moglichkeit absieht, dal das von uns untersuchte
Mischprotein aus einwardfrei als Brown-Pearce-Tumor diagnostizierten
Geweben sich grurdsitzlich von den von Ko6gl untersuchten Protei- en aus
malignen Geschwiilsten unterschied, so ist es schwer, eine befriedigerde
Erklarung fiir die Abweichungen unserer Befunde von den zahlreicher Utrech-
ter Aralysen, die mit deuterierter Gls angestellt wurden, zu firden. Koégl

%d-Form
0 1220-proz. Salzsdure

T

/

W) V. Prey, B. 74, 1219 [1941].
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und Mitarbeiter stellten die deuterierte Gls ebenfalls nach der Knoop-
Oesterlin-Synthese in D,O-haltigem Wasser dar. Die isolierte D-haltige
Gls enthielt noch ,,semilabil’ gebundenes Deuterium?!%), das durch 20-stdg.
Kochen mit konz. Salzsiure ausgetauscht wurde. Die so erhaltene stabile
,,Deuteroglutaminsiure’* wurde dann durch Krystallisation mit I- oder
d-Gls im UberschuB3 in die optischen Antipoden zerlegt und den Proteinen
vor der 20-stdg. Hydrolyse zugesetzt. Vielleicht ist es fiir die Stabilitat der
verbleibenden Deuteriumatome nicht gleichgiiltig, ob die Gls mit HCl allein
oder mit den zahlreichen Hydrolysenprodukten eines Proteirs 4 HCl 20 Stdn.
gekocht wird, Wenn in diesem Fall ein weiterer Austausch von Deuterium
gegen Wasserstoff stattfinde, so wire die am Ende isolierte Gls relativ drmer
an Deuterium, was auf eine gréflere Verdiinnung mit Gewebe-Gls und damit
auf einen hoheren Gehalt der untersuchten Proteine an dieser Aminosiure
schlieen liefle. So 1iBt sich unter Umstdnden der iiberraschend hobe, mit
Deuteio-Gls erhaltene Totalgehalt (179,) erkliren. Diese eventuelle Fehler-
quelle scheidet bei Verwendung von 18N als Markierungsatom aus. Zur
Priifung dieser Hypothese miillte man ,,stabil” deuterierte Gls mit einem
gls-freien Eiweil-Hydrolysat, das leicht durch Filtration durch saures Al,O,
erhalten werden kann, mit konz. Salzsiure kochen und dann ihren Deuterium-
gehalt. feststellen. ‘

Es fillt natiirlich auf, daB der d-Gls-Gehalt von Brown-Pearce-Tumoren
unter Verwendung vou Deutero-Gls konstant (etwa 3.5%,) gefunden wird,
gleichgiiltig, ob man die Merksubstanz nach der Hydrolyse zusetzt oder vor
giner 7- oder 20-stdg. Hydrolyse, wihrend der Gehalt an I-Gls um so hoher
erscheint, je linger man die Merksubstanz mitkocht. In dem weitgehend
optisch eirheitlichen Hydrolysengemisch kann jedoch der hypothetische
Deuteriumaustausch von I-Gls eine andere Geschwindigkeit haben als der
von Deutero-d-Gls. Diese Vermutung lieBe sich experimentell in der gleichen
oben angedeuteten Weise nachpriifen.

Beschreibung der Versuche.
Synthese von N-haltigem d,l-Glutaminsiure-hydrochlorid.’

Zu einer Suspension von 1.2 g PdO in einer Losung von 11.4 g NH, (1
(1°N-Gehalt 4.35%,) in 40 ccm Wasser wurde unter Schiitteln mit H, in 4 An-
teilen die Lésung von 5.0 g Ketoglutarsiure und 9.6 g Atzratron in 50 ccm
Wasser zugegeben. Nach 20 Stdn. waren 800 ccm H, aufgenommen (ber.
770 ccm). Um vom nicht umgesetzten NH,Cl abzutrennen, wurde in der
Kilte mit verd. Salzsdure neutralisiert, durch eine Siule von 500 g HCl-vor-
behandeltem Al,Oq filtriert und mit 1 I Wasser nrachgewaschen. Nach Elution
der Ninhydrin-positiven Zone mit Barytwasser, Entferren des Ba++ mit
H,S0,, Korzentrieren und Einleiten von HCl-Gas in der Kilte wurden 4.08g
rohes Gls-hydrochlorid erhalten, die 2-ma) aus 20-proz. Salzsdure umkrystalli-
siert 3.5 g = 55% d. Th. reines Gls-hydrochlorid ergaben.

CH,O,N, HCl (183.6). Ber. C 32.71, H 5.50, N 7.63.
Gef. ,, 32.73, ,, 5.37, ,, 7.53 (Mikro-Dumas).

18N-Gehalt 4.35%,

15) D. Rittenberg, A.S. Keston, R. Schoenheimer u. G, L. Foster, Journ,
biol. Chem. 125, 1 [1938].
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Aus dem Filtrat der Adsorption konnte nach Eindampfen das nicht
umgesetzte ®N-haltige NH,Cl zusammen mit NaCl quantitativ zurtick-
gewonnen werden, das in diesem Zustand fiir weitere derartige Synthesen
zu gebrauchen ist.

Hydrolysen.

Das nach der Vorschrift von Kégl gewonnene, fettfreie, trockne Protein-
material wurde in 3 Anteilen von je 8.0 g mit 0.7 g *N-haltigem d,l-Gls-
hydrochlorid und 30 ccm konz. Salzsiure am RiickfluBkiihler 20 Stdn. im
gelinden Sieden gehalten.

1) Aufarbeitung nach Kégl: Die von 2 Ansitzen durch éfteres
Abdampfen mit Wasser im Vak. erhaltenen Sirupe wurden mit Wasser ver-
diinnt, mit Cu,O geschiittelt, bis sie nicht mehr sauer auf Kongo reagierten,
nach dem Filtrieren mit H,S entkupfert, im Vak. zur honigartigen Xonsistenz
eingedampft und dann mit HCI-Gas unter Eiskiithlung gesittigt. Nach An-
impfen mit I-Gls-hydrochlorid wurde 4 Tage im Eisschrank stehengelassen,
dann einen Tag im Eisraum (29 abgesaugt und das rohe Hydrochlorid aus
wenig 20-proz. Salzsiure umkrystallisiert. Nach weiteren 24 Stdn. wurden
die Krystallisate (920 und 900 mg) abgesaugt. Sie enthielten laut Drehung
8 bzw. 139, d-Form, welche durch Umkrystallisieren aus etwas mehr 20-proz.
Salzsidure entfernt wurden.

KTIa: 600 mg, [«]): -+ 31.5°

3.715 mg Sbst.: 4.430 mg CO,, 1.795 mg H,O. — 3.670 mg Sbst.: 0.240 ccm N,
(762 mm, 26°). — Gef. C 32.52, H 5.41, N 7.48.

KIla: 520 mg, {al}: + 31.4°

4.070 mg Sbst.: 4.905 mg CO,, 2.070 mg H,0. -~ 4.106 mg Sbst.: 0.273 ccm N,
(758 mm, 25%. — Gef. C 32.86, H 5.69, N 7.59. ’

Nach Einengen der sirupdsen Filtrate und Einleiten von HCl-Gas bei (0°
wurden aus beiden Ansitzen je 100 mg weiterer Gls-hydrochlorid-Krystalle
gewonnen, die nach dem Absaugen zusammen 2-mal aus 20-proz. Salzsiure
umkrystallisiert wurden.

KIIIb: 105 mg, [«]2°: —24.20,

3.485 mg Sbst.: 4.200 mg CO,, 1.795 mg H,0. - - 4.030 mg Sbst.: 0.264 cem N,
(752 mm, 23%). — Gef. C 32.87, H 5.75, N 7.47.

2) Aufarbeitung mit der sauren AljO,-Siule: Das Hydrolysat
wurde nach Abdampfen im Vak, mit Wasser auf 100 ccm aufgefiillt, mit
NaOH neutralisiert und am nichsten Tag nach Abfiltrieren der ausgeschie-
denen Huminflocken durch 300 g HCl-vorbehandeltes Al O, filtriert. Nach
Waschen mit 500 ccm Wasser wurde die Ninhydrin-positive Zone mit ge-
sittigtem Barytwasser eluiert, bis nach phenolphthaleinalkal. Reaktion des
Eluats noch 30 ccm abgeflossen waren. Das schwach alkal. Eluat wurde mit
HSO, genau neutralisiert, vom ausgeschiedenen Al(OH), filtriert, nach
2-maligem Auskochen des Niederschlags mit Wasser mit H, SO, kongosauer
gemacht und darauf im Vak. auf 30 ccm eingeengt. Nun wurde alles Ba++
mit H SO, ausgefillt und rach dem Zentrifugieren und 2-maligem ‘Auskochen
des BaSQ, mit werig 2-n. HCI bei 0°® HCI-Gas eingeleitet. Die ausgeschiedenen
Krystalle (860 mg) wurden nach 2 Tagen abgesaugt und aus 20-proz. Salz-
siiure umkrystallisiert,
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WIa: 700 mg, [a), + 31.5°

3.725 mg Shst.: 4.460 mg CO,, 1.805 mg H,0. — 3.506 mg Sbhst.: 0.230 ccm N,
(752 mm, 22°). — Gef. C 32.65, H 5.56, N 7.51.

Die Mutterlauge von W I a wurde auf 10 ccm eingeengt und neuerlich
mit HCl-Gas bei 09 gesittigt. Nach 2 Tagen wurde abfiltriert und der werig
rechtsdrehende Niederschlag (760 mg, [«]2’: + 9.90% bei 0° zur Loésung des
Gls-hydrochlorids mit 30 ccm konz, Salzsiure 1 Stde. geschiittelt. Nach
dem Abfiltrieren zeigte der Filterriickstand [«]3: 4 30.09, die Mutterlauge
wurde auf 7.0 ccm eingedampft und mit HCI-Gas bei 0° gesittigt. Nach
2 Tagen wurde abgesaugt.

WIb: 350 mg, [a]B: + 0.0°
3.325 mg Sbst.: 3.980 mg CO,, 1.635 mg H,0. — 3.865 mg Sbst.: 0.254 ccm N,
(761 mm, 25°). — Gef. C 32.65, H 5.50, N 7.52.

Gesamtausb. an Rob-Gls-hydrochlorid: 1620 mg (920 mg nach Abzug
der ®N-haltigen Gls-HCl) = 9.259, des Trockenproteins,

Die sirupdsen Mutterlaugen der Krystallisationen KIb und KIIb
wurden nach Verdiinnen und Neutralisieren eberfalls durch die saure Al,O,-
Siule laufen gelassen. Aus der Aminodicarbonsiurezore erhielt man 1ach
Eluieren mit Barytwasser 530 mg Gls-hydrochlorid vom [a],: + 13.5% Leider
fiel diese Fraktion einem Laborunfall zum Opfer, doch liefen sich aus der
Mutterlauge nach Einengen noch weitere 100 mg Gls-hydrochlorid gewinnen,
die aus 20-proz. Salzsiure umkrystallisiert wurden.

KW: 60 mg, [«]f: +10.6°.
3.644 mg Sbst.: 0.237 ccm N, (764 mm, 27°). — Gef. N 7.40.

Massenspektrometrische Analyse,

1) Gewinnung der N,-Proben: Je 50 mg Gls-hydrochlorid wurden
in der Makro-Dumas-Apparatur 1/, Stde. mit CuO verbraunt urd das
N;-Gas i2 einem mit Schliff versehenen Azotometer iiber 30-proz. Natron-
lauge aufgefangen. Nach beerdeter Verbrennurg wurde das Gas in eine

luftfrei gepumpte Ampulle, die mit zwei Hahnen versehen

war (s. Abbild. 2a), eingelassen. Nach Schlieflen von Hahn
Z A und Lésen vom Azotometer wurde die Ampulle an
eine Topler-Pumpe angesteckt und 1 Stde. i1 fliissiger

Luft gekiihlt. Dann wurde nach Offnen von Hahn B das

Gas mit der Toépler-Pumpe in eine luftleer gepumpte

Ampulle (Abbild. 2b) mit Zerschmetterungsventil (Z)
V  iibergefithrt. In dieser kam es rach Abschmelzen bei V

zur masserspektrometrischen Aralyse. Nach Anschmelzen

an das Massenspektrometer kann das Verntil Z durch Zer-
Abbild. 2. schmettern mit einem magnetisch hochgehobenen Eisen-
stiickchen geodffnet werden (Abbild. 2, a und b).

2) Ausfiihrung der Analysen: Das fiir die Isotopenanalyse ver-
wendete Massenspektrometer zeigt folgende charakteristische Merkmale
(Abbild. 3): Das zu untersuchende Gas wird durch Sto pendelnder Elek-
tronen ionisiert. Die Elektronen, die von der Kathode K, emittiert werden,
fliegen durch ein Anodenkistchen hindurch, kehren vor der zweiten Kathode
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K, um und fliegen zurfick. Um zu vermeiden, dal sie direkt auf die Anode
gelangen, werden sie durch ein magnetisches Lingsfeld gefiithrt. Auf ihrem
Weg ionisieren sie die zu untersuchenden Gasmolekiile, die durch ein Gitter
aus dem Anodenkistchen herausgezogen werden und durch eine elektro-
statische Zylinderlinse auf den Spektrometerspalt S, konzentriert werden.

RUSAANL L AN NSNS NNNY
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Abbild. 3. Massenspektrometer fiir die Isotopenanalysc.

Die Ionen, die alle die gleiche Geschwindigkeit entsprechend der Beschleuni-
gungsspannung von 1000 V erhalten haben, treten nun divergent in den
magnetischen Aralysator, ein Sektorfeld von 60°, ein, durchlaufen hier eine
Kreisbahn, deren Radius je rach der Masse der Ionen verschieden ist und
werden hirter dem Feld in der Ebene des Spaltes S, durch die Linsenwirkung
des magnetischen Feldes wieder vereinigt. E~thilt das durch den Spalt S,
treterde Iorer biirdel z. B. die Massen 28 und 29, so entstehen in der Spalt-
ebene S, 2 Bilder des Spaltes S,. Man verindert nun die Magnetfeldstirke
so, daB abwechselnd die eine und die andere Masse durch den Spalt S, fillt
und vergleicht die auf den Auffinger fallerden Ionerstrome miteinander.

Bei der verwendeten Versuchsanordrung betrigt der Ablenkradius
20 cm, die Spalte S; und S, sind 0.2 bzw. 0.4 mm breit. Zur Messung der
Ionerstrome wurde ein Réhrenelektrometer mit einer max. Empfindlichkeit
vou 10* em/V verwerdet. Es wurde in folgender Reiberfolge gemessen:
Nullpur kt des Elektrometers, Maximalintersitit der Masse 28, Masse 29
und Nullpunkt. Fiir eize MeBreihe wurden 5—10 Einzelmessungen gemacht,
aus denen die Ergebrisse gemittelt wurden, Um beide Intensititsmaxima
mit gleicher Gerauigkeit zu messen, wurde mit 2 verschiedenen Empfindlich-
keiten des Elektrometers gearbeitet; die beiden MeBbereiche wurden mit
einem Stépselwiderstand gegereirarder geeicht.

Fehler im Mischungsverhiltiis N : 15N konnen dadurch entstehen,
daB die Massen 28 und 29 nicht nur durch das zu untersuchende Gas, sondern
auch durch Beimengurgen von CO (28) und Kohlenwasserstoffen (C,H,,CgH,-
Radikal aus dem Dichtungsfett) belegt sind. Deshalb wurde die gesamte
Apparatur mehrere Stunden bei 300° ausgeheizt. Das Stickstoffgas stréomte
durch eine Capillare und eine mit fllissiger Luft gekiihlte Glaswendel in die
Ionenquelle. Auf diese Weise gelang es, den Untergrund, der durch Fremd-
Ionen hervorgerufen wird, auf weniger als 19, der Ionenintensitit der Stick-
stoffmolekiile herabzusetzen. Da er iibrigens bei allen Messungen gleich stark
vorhanden war, wurden dadurch entstehende Fehler ausgeschlossen. -
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MeBergebnisse.

Von jeder Stickstoffprobe wurden mehrere MeBreihen an verschledenen
Tagen durchgefithrt. Es wurden folgende Ergebnisse erhalten:

Probe*) MN:BN 9 uN

70 Merksubstanz 22.0 4.35 + 0.05

" ﬂ Kla....... 70.8 1.39 + 0.01
t KIIa...... 68.8 1.43 4+ 0.01
60 WIla ...... 68.5 1.44 4 0.02
WIb ...... 364 268 + 0.03

"W "N . KIIIb ..... 27.2 354 £ 0.03

50 KWwW....... 4.2 221 4 0.02

*) 2 Proben wurden immer
abwechselnd ausgemessen und
24 zwischendurch wurde zur Kon-
trolle eine bereits friiher gemessene
Probe wiederholt. Die angegebe-
30t nen Fehlergrenzen sind nicht die
mittleren quadratischen FPehler,
sondern ungefihr das 3-fache
20 dieses Wertes. Auf diese Weise
ist unkontrollierbaren kleinen
systematischen Fehlern Rechnung
getragen.

70 N .
NN
J In Abbild. 4 ist ein ,,Spek-
B N\ . trogramm’ der Probe W-1b
— *magn  dargestellt. Beide lonenstréme
ha8 M9 sind hier mit gleicher Emp-

Abbild. 4. Spektrogramm d. Stickstoffprobe W I b. findlichkeit des Réhrenelek-
- trometers gemessen.

Als Beispiel fiir die Genauigkeit der Messungen sind nachstehend die

Daten der MeBreihe am Stickstoff aus Probe K Ia angegeben: 28N: 2N

= 34.9: 35.1; 35.9; 35.5; 35.1; 35.0; 35.7; 35.8; 35.6; 35.5 (Mittel 35.4).

Frl. L. Wirth und Frl. H. Fremerey danken wir sehr fiir die eifrige
Mithilfe.

10. Hans Brockmann und Hermann Junge: Uber Benzo-

pyryliumverbindungen, II. Mitteil.*): Acylierung und Meth lierung.

[Aus dem Institut fiir Organ. Chemie und Biochemie der Reichsuniversitit Posen.]
(Eirgegargen am 8. November 1943.)

Bei der Bearbeitung der ,,Drachenblut’-Farbstoffe Dracorubin?) und
Dracorhodin?), die nach unseren Befunden 2-Phenyl-benzcpyrylium-
derivate sind, wurde auch ihre Acylierung und Methylierung uuntersucht.
Dabei haben wir diese Reaktionen zum Vergleich bei einigen eirfachen Ver-
tretern der 2-Phenyl-benzopyrylium-Reihe durchgefiithrt. Als Modellsubstanz
wihlten wir zunichst das gut krystallisierende und in seinen Absorptions-

*) 1. Mitteil.: B. 76, 1028 [1943].
1) H. Brockmann u. R. Haase, B. 69, 1950 [1936]; 70, 1733 [1937].
2) H, Brockmann u. H. Junge, B. 76, 751 [1943].





