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SUMMARY 

Glutamic acid was labelled with tritium by exchange reaction 
in HTO. I-glutamate is racemized in the exchange reaction after 
intermediate formation of azlactone with acetic acid. The tritium 
uptake is slight and does not occur on the Cz atom, as was demons- 
trated by enzymatic oxydation with glutamate dehydrogenase. 
Using transaminase, on the other hand, it is possible to label 
1-glutamic acid specijically on position 2 and to achieve the specific 
activity of the H T O  utilized. 

ZUSAMMENFASSUN G 

Glutaminsaure wurde durch Austauschreaktionen in HTO rnit 
Tritium markiert. Bei der Austauschreaktion nach intermediarer 
Azlacton-Bildung mit Essigsaure wird 1-Glutamat racemisiert. Der 
Tritium-Einbau ist gering und erfolgt nicht am Cz-Atom, wie durch 
enzymatischen Abbau mit Glutamat- Dehydrogenase bewiesen wwde. 
Mit Hilfe von Transaminase gelingt es dagegen, speziJisch 
1-Glutaminsaure in Position 2 zu markieren und die speziJische 
Aktivitat des eingesetzten HTO zu erreichen. 

Glutaminsaure kann durch Reduktion von cc-Oximinoglutarsaure rnit 
Zink/Salzsaure (*), durch Hydrierung von a-Ketoglutarsaure in Gegenwart 
von Ammoniak und Raney-Nickel oder Palladiumschwarz (2) oder durch 
elektrolytische Reduktion von a-Ketoglutarsaureoxim (3) dargestellt werden. 
Durch Verwendung von gasformigem Tritium bei der kstalytischen Hydrierung 
oder von HTO als Losungsmittel lassen sich diese Verfahren theoretisch auch 
auf die Synthese von Glutaminsaure-2-T ubertragen. Ihr Wert ist jedoch 
dadurch gemindert, daB man entweder sehr hohe Aktivitaten von gasformigem 
Tritium zusammen rnit Ammoniak einsetzen mu13 oder die Reaktionsprodukte 
umstandlich zu reinigen sind. Die Reduktion rnit NaBH [TI4 oder LiBH[T! (47 5b 
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ist auf die Synthese von Aminosauren leider nicht anwendbar, da auf diese 
Weise nur primare Amine dargestellt werden konnen. Wir entschieden uns 
deshalb fur zwei Verfahren, bei denen man direkt von der Glutaminsaure 
ausgehen kann; das Tritium wird durch Austausch in das Molekiil eingefuhrt. 
Man erhalt einheitliche Reaktionsprodukte, deren Isolierung keinerlei 
Schwierigkeiten bereitet. Es standen uns fur diesen Austausch ein chemisches 
und ein enzymatisches Verfahren zur Vetfugung. 

CHEMISCHE TRITIERUNG VON GLUTAMINSAURE. 

Alipathische u-Aminosauren bilden in der Hitze mit wasserfreier Essigsaure 
ungesattigte Azlactone, die infolge einer Keto-Enol-Tautomerie in 2-Stellung 
der Aminosaure ein Wasserstoffatom gegen Tritium austauschen konnen. 
Die Spaltung des Azlactonringes erfolgt dann durch Hydrolyse mit HCl. Bei 
der Reaktion in HTO, die von Clark und Rittenberg auf die Deuterierung 
von Lysin und von Lubin und Kessel ('1 auf die Tritierung von Alanin ange- 
wandt wurde, sol1 fur den eigentlichen Austausch das folgende Gleichgewicht 
verantwortlich sein : 
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Der Austausch erfolgt in dem Gleichgewicht 1-11, die Bildung von I11 ist 
wahrscheinlich wegen der Anwesenheit der benachbarten Methylgruppe 
weniger begiinstigt ; auDerdem konnte ein Tritiumeinbau in dieser Stellung 
gar nicht registriert werden, da das Tritium bei der Hydrolyse wieder zuriick 
in das Losungsmittel gehen wiirde. 

Zur Herstellung von Tritium-markierter Glutaminsaure wurde zunachst 
das Verfahren von Kessel und Lubin (') iibernommen und dadurch verbessert, 
dalj der Tritiumdonator HTO vor der Hydrolyse nicht entfernt wurde. Der 
Riicktausch von Tritium gegen Wasserstoff konnte dadurch in gewissem 
Umfange zuriickgedrangt werden. 

Im Verlaufe der weiteren Untersuchungen konnte allerdings gezeigt 
werden, daB in dem besonderen Falle der Glutaminsaure eine Azlactonbildung 
wahrscheinlich gar nicht stattfindet. Vermutlich bildet sich aus der Glutamin- 
saure durch einfachen Wasseraustritt lediglich ihr Lactam, die x-Pyrrolidon- 
carbonsaure. 

Fur die cr-Pyrrolidoncarbonsaure lassen sich die entsprechenden tauto- 
meren Gleichgewichte formulieren : 
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Austauschfahig ist Gleichgewicht 1-11, das Reaktionsprodukt miiDte 

Abb. 1 zeigt das Radiochromatogramm eines entsprechenden Reaktion- 
dann Glutaminsaure-4-T sein. 

sansatzes. 

ABB. 1. Radiochromatogramm der chemischen Tritierung von Glutarninsaure mit HTO. 

Ansatz : 74 mg I (+) Glutaminsaure (0,5 mM), 
45 mg Natriumacetat (0,55 mM), 
0,5 ml Eisessig (8,75 mM), 
0,17 ml Acetanhydrid (1,8 mM), 
1,l ml HTO (4,O Ci). 
Nach der Reaktion Zugabe von 1,0 ml 5 n HC1 zur Hydrolyse. Nach Gefrier- 

Laufmittel : Butanol-Eisessig-Wasser = 4 : 1 : 1. 
Glu = Glutaminsaure. 

trocknung wurde ein Aliquot chromatographiert. 

Neben dem Hauptmaximum, das der Glutaminsaure entspricht, erkennt 
man drei kleinere Maxima, die nicht identifiziert wurden, da es sich prozentual 
nul; um einen geringen Anteil handelte. 

Da durch die chemische Umsetzung der Glutaminsaure zum Azlacton 
eine Racemisierung des eingesetzten reinen Z(+)Antipoden wahrscheinlich war, 
wurde diese Frage gesondert gepriift. Zur Erfassung der enzymatisch aktiven 
Z(+)Glutaminsaure wurde der optische Test mit Glutamat-DH durchge- 
fuhrt (8). Die quantitative chemische Bestimmung der Gesamtmenge an d- und 
I-Glutamat erfolgte mit Ninhydrin (9). Die Ergebnisse in Tabelle 1 bestatigen 
die Vermutung einer 100- %igen Racemisierung, da von der eingesetzten 
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I( +)Glutaminsaure nur 50 % als I( +)Glutaminsaure wiedergefunden wurde. 
Die spezifische Aktivitat der Glutaminsaure errechnete sich zu 1,8 p.Ci/p.M 
d,l-Glu, die der Reaktionsausgangslosung war 20,3 pCi/p.Atom H. Die 
eingesetzte Aktivitat an HTO war 4 Ci, die Gesamtaktivitat im Glutamat 
912 pCi. Der Tritium-Einbau betrug somit 0,02 % der eingesetzten Aktivitat. 

TABELLE 1.  Glutamat-Menge nach der chemischen Tritierung. Reaktionsansatz wie in Abb. 1 
angegeben. 

Bestimmungsmethode 
Glutamat gefunden 

(PM) 

Optischer Test 
Ninhydrintest 

252 
525 

Ausbeute 
( %) 

50,2 
105 

ENZYMATISCHER ABBAU DER CHEMISCH TRITIERTEN GLUTAMINSAURE. 

Um den Ort des Tritium-Einbaues in die auf chemischem Wege markierte 
Glutaminsaure zu klaren, wurde die Glutaminsaure nach folgendem Schema 
umgesetzt : 

Glutamat-2-T + DPN+ + H,O = a-Ketoglutarat + DPN-T + NH,+ 

DPN-T + Pyruvat + H+ = Laktat-2-T + DPN+. 

Falls das Tritium tatsachlich am C,-Atom gebunden ware, mul3te es in der 
Milchsaure erscheinen (lo); bei einer Bindung am C&- oder C,-Atom muBte 
man dagegen radioaktive Ketoglutarsaure erhalten. Abb. 2 (Seite 238) zeigt 
das Ergebnis des entsprechenden Versuches. 
Man sieht, daB bei Verwendung von 5 Mol% DPN nur etwa 8 %  der 
Aktivitat im Lactat bzw. bei 500 Mol% DPN im Coferment zu finden war; 
es sind daher nur 8 % des Tritiums der markierten Glutaminsaure am C,-Atom 
gebunden. Dagegen traten bei beiden DPN-Konzentrationen zwei Maxima 
auf, deren RF-Wert etwas kleiner war als der von Glutamat und cr-Ketoglutarat, 
die als Vergleichssubstanzen in Frage kamen. Diese geringe, dennoch deutliche 
Verminderung der RF-Werte von Glutamat und a-Ketoglutarat gegenuber 
den Vergleichssubstanzen, konnten wir auf Salzeffekte zuruckfiihren. Sowohl 
diese Glutaminsaure als auch das Ketoglutarat mussen also die Hauptmenge 
des Tritium am C,- oder C,-Atom enthalten. 

Die Tdentifizierung der Tritium-markierten Substanzen erfolgte durch die 
Methode der getrennten Registrierung verschiedener P-Strahler auf dem 
gleichen Chromatogramm (ll). Zur gesonderten Erfassung der zugemischten 
l*C-Glutaminsaure bzw. 14C-a-Ketoglutarsaure wurde das Chromatogramm 
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ABB. 2. Radiochromatogramme der Umsetzung des chemisch tritierten Glutamats zu Lactat. 

Ansatz : 1,0 ml Glutamat (4 pM d,l-Glu, 7,2 pCi), 
0,4 ml Phosphatpuffer pH 7,6 (40 pM), 
0,l ml Glutamat-DH (1,O mg, 3 Einh.), 0,03 ml EDTA (3 pM), 0,l ml Lactat-DH 

(0,33 mg, 120 Einh.), 
0,2 ml Pyruvat (20 pM). Nach Zusatz von 2 ml H,O wurde die Losung in zwei 

Halften zu je 1,92 m12 (2 pM d,Z-Glu) geteilt : 5 Mol % : 0,05 ml DPN (0,05 pM) 
einer 0,81 mg/ml-Lsg. 

lnkubation : 3 Std. bei 38OC. Nach Gefriertrocknung und Inaktivierung der 
Enzyme, Ruckstand in 0,25 ml H,O aufgenommen und 0,l ml chromatographiert. 

Laufmittel : 1 m Ammonacetat (pH 5)-khanol = 3 : 7 3 .  

einmal in einem Doppelzahlrohr ohne Fenster gemessen. Der dem radio- 
aktiven Fleck ertsprechende Flacheninhalt erfal3t dabei sowohl die T- als auch 
die 14C-Aktivitat. MiDt man das gleiche Chromatogramm nochmals, nachdem 
man in das Berthold-Doppelzahlrohr Blenden mit Fenster (0,9 mg/cm2) 
eingesetzt hat, so wird lediplich die l4C-Aktivitat registriert, da die P-Strahlung 
des Tritiums vollstandig vom Fenster absorbiert wird. Das Ergebnis war, 
da13 14C- und Tritium-Maxima sich vollig deckten, ein Beweis fur ihre Identitat 
(Abb. 3). 

ENZYMATISCHE TRITIERUNG DER GLUTAMINSAURE MIT HILFE DER 
TRANSAMINASE-REAKTION. 

Da bei der chemischen Tritierung die eingesetzte 1-Glutaminsaure race- 
misiert wird und der Tritium-Einbau nicht am C,-Atom erfolgt, suchten wir 
nach einem enzymatischen Verfahren, urn I-Glutamat-2-T mit HTO als 
Tritierungsquelle herzustellen. Es ist bekannt, daI3 bei Transaminase-Reaktion 
die or-Aminosaure mit Pyridoxalphosphat eine Schiffsche Base bildet (12), 
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-1 
ABB. 3. Identifizierung von Tritium-markiertem Ketoglutarat rnit Hilfe der getrennten 
Registrierung verschiedener P-Strahler nach Mischchromatographie rnit Ket~glutarat-l~C 
bzw. Glutamat-l*C (Methodik in (ll)). 

deren a-H-Atom mit den Protonen des Reaktionsmediums ausgetauscht 
wird (I3). Oshima und Tamiya (14) zeigen am Alanin, daB auch ein Austausch 
der  H-Atome in P-Stellung rnit den Protonen der Losunr: erfolgt, und postu- 
lierten die Beteiligung der P-H-Atome am Transaminasemechanismus. 

Bei der Reaktion der Glutaminsaure mit dem Pyridoxalphosphat 
verschwindet das Asymmetriezentrum im dem gebildeten Imino-Derivat. Es 
ist somit keine Aussage iiber eine eventuelle h d e r u n g  der Stereoisomerie 
moglich. Daher wurde zunachst gepriift, ob bei der Riickbildung des Glutamats 
aus der Schiffschen Base aie Stereoisomerie der eingesetzten Substanz erhalten 
bleibt, was an sich zu erwarten war, da im tierischen Organismus nur 
I( +)Glutaminsawe auftritt. In einem inaktiven Ansatz wurde nach ver- 
schiedenen Inkubationszeiten jeweils die optische Drehung gemessen. 
Entsprechende Versuche (lo) zeigten keine Anderung des Drehwertes wahrend 
der Enzymreaktion. 

ZEITABHANGIGKEIT DES TRITIUM-EINBAUS IN GLUTAMINSAURE 
UND EINFLUSS DER ENZYMKONZENTRATION. 

In der Annahme, dal3 nur das a-H-Atom am Transaminasemechanismus 
beteiligt ist, miil3te die Glutaminsaure nach Einstellung des dynamischen 
Gleichgewichtes die gleiche spezifische Aktivitat wie die Protonen des einge- 
setzten HTO besitzen. Werden aber mehrere H-Atome pro Molekiil Glutamin- 
saure stabil ausgetauscht, so sollte der Endwert der spezifischen Aktivitat 
des Glutamats entsprechend der am Austausch beteiligten H-Atome zwei- oder 
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ABB. 4. Zeitabhangigkeit des enzymatischen Tritium-Einbaus in Glutaminsaure. 

Ansatz : 7,4 mg I (+) Glutaminsaure (50 pM), 5,O mg Kaliumbicarbonat zur Neutralisation 
0,55 ml Phosphatpuffer pH 8,2 (55 pM), 0,05 ml Pyridoxalphosphat (0,5 pM), 
0,4 mg Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) (1 lEinh.), 0,2 ml HTO (6,8 mCi). 
Gesamtvolumen : 1,0 ml, Temp. 38OC. 
Nach den jeweiligen Inkubationszeiten wurden 0,l ml (5 pM Glu) entnornmen, 
gefriergetrocknet und der Ruckstand in 1,0 ml H,O gelost und 0,l ml (0,5 Glu) 
chromatographiert. 
Laufmittel : Butanol-Eisessig-Wasser = 4 : 1 : 1. 
Das Radiochromatogramm wurde planimetrisch ausgewertet und die molspezifische 
Aktivitst berechnet. 

dreifach hoher sein. Es wurde die Zeitabhangigkeit der Tritierung unter 
optimalen Enzymkonzentrationen (vergl. Abb. 5) gemessen. Abb. 4. 

Aus Abb. 4 ist zu ersehen, daB nach 24 Stunden der Endwert des 
T-Einbaus erreicht ist und die molspezifische Aktivitat des Glutamats gleich 
der der Protonen im eingesetzten HTO ist. 

An anderer Stelle wurde gezeigt, daB die molspezifische Aktivitat der 
Glutaminsaure beliebig variiert werden kann, entsprechend der leicht zu 
andernden spezifischen Aktivitat des einzusetzenden HTO (I5). 

Das Radiochromatogramm des nach 24 Stunden aufgearbeiteten Aliquots 
des Ansatzes von Abb. 4 zeigt ein einziges Maximum, dessen RF-Wert mit 
dem der Glutaminsaure identisch ist (Abb. 5). 

Allerdings trat bei manchen Ansatzen, bei denen die Transaminase durch 
Erhitzen inaktiviert wurde, noch eine geringe Aktivitat mit dem RF-Wert 
0,21 auf, die Tritium-markiertem Pyridoxolphosphat entsprechen konnte (16). 

Zur Untersuchung der Abhangigkeit der Austauschgeschwindigkeit von 
der Enzymkonzentration und zur Ermittlung der optimalen Versuchsbedin- 
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ABB. 5. Radiochromatogramm eines Ansatzes zur Herstellung von Glutamat-2-T. 

Ansatz : Vergl. Abb. 4. 
Inkubation : 24 Stunden bei 38oC. 
Nach Reaktionsende wurde der Ansatz gefriergetrocknet und ein Aliquot des in 
H20 gelosten Riickstandes chromatographiert. 
Laufmittel : ButanoI-Eisessig-Wasser = 4 : 1 : 1. 

O2mg GPT 

t f Stunden1 

ABB. 6. Tritiummarkierung von GGlutaminsaure in Abhhgigkeit von der Zeit bei ver- 
schiedenen Enzymkonzentrationen. 0,2 mg GPT = loo%, 0.16 mg GPT = 80% und 
0,l mg GPT = 50%. 100% spezifische Aktivitat von Glutaminsaure-2-T auf der Ordinate 
entsprechen der spez. Aktivitat des HTO von 0,8 pCi/pAtom H. Der weitere Ansatz entspricht 
dem Reaktionsansatz von Abb. 4. 

GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase. . 
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gungen wurden drei verschiedenen Ansatzen rnit unterschiedlicher Enzym- 
konzentration Proben von 0,l ml zu verschiedenen Zeiten entnommen und die 
spezifische Aktivitat der radioaktiven Glutaminsaure nach der chromatogra- 
phischen Reinigung bestimmt. Das Ergebnis dieses Versuches ist in Abb. 6 
wiedergegeben. Es zeigt, wie mit zunehmender Konzentration an Transaminase 
der Austausch beschleunigt wird. 

DISKUSSION. 
Es wurde gezeigt, daf3 mit Hilfe des Austauschverfahrens auf chemischem 

Wege Tritium aus HTO in die Glutaminsaure eingebaut wird. Fur biochemische 
Untersuchungen jedoch besteht ein grolJer Nachteil dieser gezielten chemischen 
Tiitierung in der Racemisierung der optisch aktiven Substanz. Da die Substrat- 
stereospezifitat ein charakteristisches Kriterium der Enzyme ist, reagiert bei 
weiteren enzymatischen Umsetzungen nur der eine optisch aktive Antipode 
des Racemats. In manchen Fallen bewirkt sogar der entgegengesetzte Antipode 
eine Aktivitatshemmung des Enzyms. AuBerdem ist das Tritium nicht am 
C,-Atom sondern am C,- oder C,-Atom gebunden. Eine weitere Einschrankung 
der chemischen Tritierung ist die Tatsache, daf3 die spezifische Aktivitat des 
markierten Produktes erheblich niedriger ist als die des eingesetzten HTO. 
Es mu8 also HTO mit sehr hoher spezifischer Aktivitat verwendet werden, 
um ein Produkt von ausreichender spezifischer Aktivitat zu bekommen. 

Die Verwendung von reinen Enzymen zur Herstellung von an definierter 
Stelle markierten Verbindungen laot ein einheitliches radioaktives Produkt 
erwarten (I7, Is). Umstandliche Reinigungsverfahren sind nicht notwendig. 
Man erhalt reines I-Glutamat-2-T (c1O3 15). 

Da enzymatische Umsetzungen ausschliefilich in Puffersystemen durch- 
fiihrt werden, kann der gesamte Enzymansatz zunachst gefriergetrocknet 
und das HTO zu dem wasserfreien Reaktionspartner zugesetzt werden. 
Dadurch wird eine Verdiinnung des einzusetzenden HTO vermieden. Umge- 
kehrt ist das Wiedergewinnen des HTO nach der Austauschreaktion durch 
Tieftemperaturdestillation moglich (17). 

Die spezifische Aktivitat der zu markierenden Substanz kann je nach 
Gabe des HTO beliebig variiert werden. Fs tritt keine binderung der Stereo- 
isomerie ein. 

METHODIK. 
Radioaktivitatsmessungen. 

Diinnschichtchromatogramme und Papierchromatogramme wurden mit 
dem G Diinnschicht-Scanner D LB 2721 * der Fa. Berthold und dem 4-Pi- 
Doppelzahlrohr LB 6200 * automatisch ausgewertet. 

* Laboratorium Prof. Dr. Berthold. 7547 Wildbad (Schwarzwald). 
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Als Standard bei der planimetrischen Bestimmung der Aktivitaten diente 
ein Aliquot der eingesetzten 3H-Glutaminsaure. Vergl. Abb. 2, oberste Kurve. 

Radioaktive Losungen wurden in ublicher Weise mit dem Flussig- 
Szintillationszahler der Firma Packard bestimmt. Vergl. (ll). 

Chemische Tritierung von Glutaminsaure. 

Versuchsansatz : 

80 mg L-Glutaminsaure 
0,5 ml Eisessig 
0,17 ml Acetanhydrid 
45 mg CH,COONa, wasserfrei = 0,55 mMol 
0,2 ml HTO (21 mCi/ml) 
3 ml2n HC1. 

= 0,54 mMol 
= 8,7 mMol 
= 1,8 mMol 

= 4,2 mCi 

In einem 5-ml-Kolbchen werden 80 mg L-Glutaminsaure, 0,5 ml Eisessig 
und 45 mg wasserfreies Natriumacetat 1 Stunde lang unter RuckfluB gekocht, 
dann werden 0,17 ml Acetanhydrid hinzugefugt und weitere 2 Stunden erhitzt. 
Nach Zusatz von 0,2 ml HTO wird das Erhitzen noch 1 Stunde lang fortgesetzt. 
Nach Entfernung der Losungsmittel durch Gefriertrocknung wird der Nieder- 
schlaq mit 3 m12 n HCl aufgenommen und im Glycerinbad bei 120 OC hydro- 
lysiert. Die Losung wird dann im Exsikkator im Vakuum uber KOH stark 
eingeengt, anschliDend neutralisiert und die Glutaminsaure mit H ilfe der 
Dunnschichtchromatographie gereinigt. Die Analyse zeigt, daB die Substanz 
radiochemisch einheitlich ist. 

Aus diesen Werten wurde die folgende Ausbeute berechnet : Eingesetzte 
Aktivitat des HTO : 0,31 p.Ci/p.Atom H. 

Ausbeute : 7,4. p.Ci/pMol Glutaminsaure = 2,4 %. 

Enzymatische Tritierung von Glutaminsaure. 

Versuchansatz : 

15 mg Glutaminsaure = 102 p. Mol 
0,2 a 1  GPT (Suspension in 0,l mI 1,7 m (HN,),SO,-Losung (pH 6), 

spezfische Aktivitiit 27 E./mg nach Racker bzw. 1500 
E./mg nach Biicher) , 

0,05 ml0,Ol m Pyridoxalphosphatlosung 
0,5 ml0,l m Phosphatpuffer (pH 8,2) 
0,l ml HTO (87 mCi = 0,8 p.Ci/pAtom H) 
0,25 ml H20 (Endvolumen 1 ml) 
1 Tropfen Toluol als bakteriostatisches Mittel. 
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15 mg L-Glutaminsaure werden in 0,5 ml 0,l m Phosphatpuffer (pH 8,2) 
und 0,25 ml H,O weitgehend gelost. Mit wenig 10 n KOH wird die pH- 
Verschiebung durch die Saure wieder abgefangen, wobei der Rest der Glu- 
taininsaure in Losung geht. Dann werden 0,05 ml 0,Ol m Pyridoxalphosphat- 
losung zur Aktivierung der Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und 
0,l ml HTO (0,8 pCi/pAtom H) hinzugefugt. Nach guter Durchmischung wird 
die Reaktion mit 0,l ml GPT-Suspension gestartet. Das ReaktionsgefaD wird 
24 Stunden bei 38°C im Umlaufthermostaten gehalten. Reaktionsabbruch 
erfolgt durch Eintauchen in flussige Luft und Entfernung der fliissigen 
Bestandteile durch Gefriertrocknung. Zur sicheren Inaktivierung des Enzyms 
wird noch 1 ml Aceton zugesetzt, das anschliel3end mit der Wasserstrahlpumpe 
wieder abgeschnorchelt wird. AnschlieDend wird die markierte Glutaminsaure 
durch Papier- oder Dunnschicht-Chromatographie gereinigt. Vergl. Abb. 5. 

Fur die materielle Unterstiitzung der Arbeiten danken wir der Euratom- 
Kommission. 

Uber die Ergebnisse dieser Arbeit wurde teilweise auf der Euratom- 
Konferenz November 1966 in Brussel vorgetragen. 
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