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Einsehiehtkulturen yon HeLa-Krebszellen wurden in An- 
wesenheig yon radioaktivem D,L-Leuein mit  synbhetisehem 
N~ihrmedium inkubiert und die 16slichen Proteine dureh Ultra- 
filtration unter Druek isoliert. Etwa 5% des Leucins waren in 
diese Proteine eingebaut worden. Die Proteine wurden einerseits 
der Dinitrophenylierung, anderseits der I-Iydrazinolyse unter- 
worfen. In  der Fraktion der N-Endgruppen wurde nur  0,1%, 
in der Fraktion der C-Endgruppen nur 0,8% des t~adiokohlen- 
stoffes der Proteine gefunden. Es wird gesehlossen, dab das 
Radioleuein in das Protein der Gewebekul~ur w/thrend seiner 
Synthese de novo eingebaut und nicht etwa naehtrfiglieh yon 
vorgebildetem Protein aufgenommen wird. 

K u l t u r e n  von HeLa-Carcinomzellen 1 bauen  bei I n k u b a t i o n  mi t  
Medien, die biogene Bestandtei le  en tha l t en  k6nnen  (aber n icht  miissen), 
radioakt ive (14C)-Aminoss in  16sliehe Proteine ein 2, 3, 4 Zur Iso- 
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lierung dieser Proteine werden die Zellen dutch Einfrieren zerst6rt, 
die Triimmer durch Zentrifugierung entfernt und die Proteine von Sub- 
stanzen niederen Molekulargewichts - -  einschliel31ich der radioaktiven 
Aminos/iure - -  durch Ultrafiltration unter Druck und griindliehes Wa- 
sehen auf dem Ultrafilter befreit. Man finder in der lgegel einige Prozent 
des Radiokohlenstoffs in dan 15slichen Proteinen. Nach Inkubation der 
radioaktiven Aminos/~ure mit ,,natfirlichem" N//hrmedium allein (in Ab- 
wesenheit yon Zellen) weisen die 15slichen Proteine praktisch keine 
Radioaktivit/it auf. Als ,,natiirlich" werden solehe Medien bezeichnet, 
die Proteine (meist in Form von Serum) enthalten. 

Durch die Ninhydrinprobe wurde gezeigt, dal~ die radioaktive Amino- 
s/~ure im Protein im wesentlichen in ~-peptidischer Bindung vorliegt. 
Wenn n/~mlich carboxylmarkiertes Leucin angewendet und das Protein 
nach der Isolierung in Anwesenheit nicht-radioaktiven Leucins als Tr/~ger 
mit Ninhydrin behandelt wurde, land sich im entwickelten Kohlendioxyd 
nur sehr wenig Radiokohlenstoff. Wenn die Behandlung mit Ninhydrin 
aber nach vorhergehender Hydr'olyse des Proteins mit Salzs//ure aus- 
gefiihrt wurde, wurde der Hauptteil  des Radiokohlenstoffs ira C02 
gefunden. 

Durch die Ninhydrinprobe kann man jedoeh zwischen Aminos/~ure- 
resten innerhalb der Ket ten und endst/indigen Aminos//uren nicht unter- 
scheiden. Nun w//re denkbar, dag Aminosguren durch vorgebildete 
Proteine aufgenommen, also unter Wasseraustritt an diese endstgndig 
angeschlossen werden. Nine derartige lgeaktion ist zwar bisher an Gewebe- 
homogenaten oder anderen in bezug auf Proteinsynthese studierten 
biochemisehen Systemen nicht beobachtet worden, doeh sind ZeUen in 
Kultur  in dieser Hinsicht nicht untersucht worden. In Kultur  liegen 
insofern abweichende Verh/iltnisse vor, als wegen der geringen Masse des 
Gewebes (etwa 0,1 mg Troekenmasse je RollerrShrchen mit 1 ml Medium) 
die gesamte Aufnahme yon markierter Aminosg;ure durch Protein nur 
gering ist (einige y,g je Versuch). Unter Umst~;nden k6nnten daher 
Nebenreaktionen, die sonst keine Rolle spielen, relativ st/~rker hervor- 
treten. Eine Priifung wurde daher als notwendig erachtet. 

M6glich wgre (1) eine I%eaktion der radioaktiven Aminos/~ure mit 
freien Aminogruppen unter Bildung radioaktiver N-Endgruppen, oder 
(2) eine Reaktion mit freien Carboxylgruppen unter Bildung radio- 
aktiver C-Endgruppen. Wir haben nun die 15sliehen HeLa-Proteine 
dureh Dinitrophenylierung oder Hydrazinolyse auf radioaktive End- 
gruppen geprfift. Nach unserer Kenntnis wurden radioaktive Proteine 
aueh anderer IIerkunft  als aus Zellen in Kultur  niemals nach diesen 
beiden Methoden untersueht. In der vorliegenden Untersuchung wurden 
Erkenntnisse fiber das Verhalten radioaktiver Proteine bei Behandlung 
nach diesen beiden Verfahren gewonnen. , 
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Eine  d r i t t e  M6glichkei t  der  Anlagerung  wiirde in einer Es te rb i ldung  
mi t  Serin-, Threonin-  oder  Tyros in res ten  vorgeb i lde ten  Pro te ins  bestehen.  
Eine  solehe R e a k t i o n  ersehien aber  y o n  vornehere in  als weniger  wahr-  

seheinlieh;  daher  wurde  auf eine diesbeziigliehe Un te r suehung  verz iehte t .  

Experimenteller Teil 
Zi~chtung der Gewebe und Isolieruny der Proteine 

Die I-teLa-Zellen wurden nach einem fr/iher beschriebenen Verfahren in 
Rollerr6hren als Einsehicht-Kulturen gez/iehtet 5. Dazu wurden Stfieke yon 
HeLa-Gewebe dutch Trypsinisierung in Suspensionen verwandelt ,  jede R6hre 
mit  2 .  10 a Zellen beladen und die RThren bei 37~ mit  1 ml proteinfreien 
,,synthetisehen,, Mediums 6 sowie 0,5 Mikrocurie 1-14C-D,L-Leucin (Harwell; 
spezifische Akt iv i t~ t  41,6 Mikroeurie/mg) inkubiert.  

Nach 4 Tagen betrug die Zahl der Zellen je RThre im Mittel 4,5. 105; 
sie wurde an parallelen l~Shren dttreh Trypsinisierung mi t  naehfolgender 
Ausz~hlung im Hiimocytometer  ermit tel t .  Sodann wurde jeder t~Thre als 
Trigger 1 ml mensehliehen Nabelsehnursermms zugefiigt, der Inhal t  yon 
5 RShrem vereinigt,  die Zellen wurden durch wiederholtes Einfrieren und 
Auftauen zerstSrt, die Misehung homogenisiert  und die Zetlreste durch 
Zentrifugierung beseitigt. Ein Zehntel des LTberstandes wurde unter  Druek 
dureh ein Ultrafi l ter  LSG 60 (Membranfiltergesellschaft, GTttingen) gepregt.  
Der hauptsgehlieh aus Protein  bestehende t~iiekstand auf dem Fi l ter  wurde 
mehrmals mi t  physiologischer SalzlTsung gewasehen und schlieltlieh in 0,5 ml 
SalzlTmmg aufgenommen. 

Bestimmung der Radioaktivit(~t 

Zur Best immung der Radioaktivit~it  wurden die Proben naft verbrannt  7, 
das CO2 in NaOH absorbiert  and  als BaCOa gefiillt. Zur Messung wurde 
das C02 in einer Vakuumappara tu r  mi t  HC104 freigesetzt und dann ohne 
Reinigung oder Zusatz yon Fremdgasen in ein Gasziihlrohr eingefiihrt;  aus 
den gemessenen Stogzahlen win.den die Aktivi t i i ten (dpm) berechnet s, 9, 10, n 
Der Leerwert betrug etwa 40 min-1. Die in den Tabellen angegebenen mitt,- 
leren Fehler sind aus den Stogzahlen berechnet. 

Isolierung der N-endstandigen Aminos4uren 

Die Dinitrophenylierung wurde naeh der Methode yon Sanger 12 vollzogen. 
Alle chemisehen Operationen wurden im Dunkeln ausgefiihrt. 0,5 ml Protein- 
16sung wm~den auf 4 ml verd~nnt,  400 mg NaHCOa und 50 Izl 1-Fluor-2,4- 
dinitrobenzol (Merck, Darmstadt.) zugesetzt, die Mischtmg bei Zimmer- 
tempera tur  24 Stdn. geschiittelt  und dureh 3malige Ext rak t ion  mit  je 2 ml 
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peroxydfreien ~thers von /ibersehfissigem l~eagens befreit. Die 3 Extrakte 
wurden vereinigt und ihre Aktivitgt  gemessen (Tab. 1, Zeile 1). 

Die w/~sserige Phase wurde mit  HC1 (1:1) gegen Methylorange ange- 
sguert und wieder 3mal mit  ~ ther  extrahiert. Der Extrakt  enthielt dinitro- 
phenylierte freie Aminosfiuren und dinitrophenylierte kurze Peptide, die 
sehon vor der l~eaktion vorlagen oder vom Protein abgespalgen worden 
waren, sowie freies Dinitrophenol, dnreh I-Iydrolyse yon Fluordinitrobenzol 
oder yon dinitrophenylierten Derivaten ents~anden. Die Aktivitgt  wird in 
Zeile 2 angegeben. 

Sodarm wurde die gelbe Suspension des dinitrophenylierten Proteins in 
Wasser bei 3000 Umdrehungen 5 Min. zentrifugiert. Die Aktivit~it des Uber- 
standes findet sieh in Zeile 3. Der gelbe Rfiekstand wurde yon verbliebenem 
Dinitrophenol befreit, indem er im Vakuum einer Rotationspumpe fiber 
fe~tem KOH 8 Stdn. bei 77~ (siedendes CC14) gehalten wurde. Dann wurde 
er mit  0,5 ml tIC1 (1 : 1) aufgenommen und zur Vervollstgndigung der Hydro- 
lyse in einem gesehlossenen l~ohr 11 Stdn. auf 105~ erhitzt. Das Rohr 
wurde 3mat mit  0,5 ml Wasser ausgesptilt und  die saure L6sung 3real mit  
2 ml Jkther extrahier~. Der ~_ther des Extrakts wurde weggedampft und  
die Entfernung freien Dinitrophenols wie besehrieben wiederholt. Die Ak- 
t ivitgt  des l~/ieks~andes, also der dinitrophenylierten N-endstgndigen Amino- 
sfiuren, wird in Zeile 4 angegeben. Wenn die Identi tgt  der markierten Amino- 
s~ittre zweifethaft wgre, k6nnte sie dureh Papierehromatographie dieses 
Rfiekstandes ermittelt  werden. 

Zeile 5 der Tab. gibt die Aktivit~t der wiisserigen L6sung nach der Ather- 
Extraktion, Diese LSsung enthglt  die nieht-N-endst~indigen Aminosguren. 

Die gesamte Aktivitgt  des Proteins war in einem gesonderten Aliquot der 
Proteinl6sung ohne Behandlung mit  Fluordinitrobenzol bestimmt worden. 
Man erkennt, dag die Ausbeute bei der Wiedergewinnung des Radiokohlen- 
stoffs naeh der Dinitrophenylierung mehr als 91% betrug. 

Tabelle 1. V e r t e i l u n g  de r  R a d i o a k t i v i t g t  [ iber  die  F r a k t i o n e n  
n a e h  D i n i t r o p h e n y l i e r u n g  

Aktivitgt Prozent der 
Fraktioa (dpm je urspriingliehen 

R6hrchen) Aktivit~t 

1 Xtherextrakt der alkalisehen 
LSsung 0 0 

2 Xtherextrakt der sauren LSsung 1370 • 20 2,5 
3 W/~sseriger Uberstand 214 • 8 0,4 
4 ~therexakt  nach ]-Iydrolyse 63 • 5 0,1 
5 W~sserige L6sung nach Hydrolyse 49200 • 990 88,2 

_ Gesamtaktivit~it 55800 ~_ 1000 100,0 

Isolierung der C-endst5ndigen Aminos4uren 

Eine auf dem Prinzip tier Hydrazinolyse TM i~, i~ beruhende Methode 
wurde entwiekelt. 0,5 ml der Proteinl6sung wurden in einem starkwa~digen 

la S. Alcabori, K.  Ohno, T. Ikenaka, Y. Okada, H. Hama/usa, I. Haruna, 
A. Tsugita, K.  Sugae und T. Matsushima, Bull. Chem. Soc. Japan 29, 507 (1956). 

14 j .  H. Bradbury, Nature 178, 912 (1956). 
1~ j .  H. Bradbury, Biochem. J. 68, 475, 482 (1958). 
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Glasrfhrehen gefriergetroeknet, 100rag Hydrazin-Monosulfat  und 0 ,5ml  
wasserfreies Hydraz in  (Fluka, Buehs) warden zugeffigt und das abgesehmol- 
zene I~Shrehen 16 Stdn. auf 60 ~ erhitzt.  Sodann wa~rde der Inhal t  von iiber- 
sehfissigem Hydraz in  befreit,  indem e r 2 4  Stdn. im Vak. fiber H2SO4 ge- 
hat ten wurde. Der Ri iekstand wurde in 2 ml Wasser aufgelSst, 1 ml friseh 
destill. Benzaldehyds zugesetzt, die Suspension 24 Stdn. heftig gesehfittelt, 
and die w~isserige LSsung vom gelben Niedersehlag und yon iibersehfissigem 
Benzaldehyd dutch Zentrifugierung getrermt. Die Aktivit/~t des Nieder- 
sehlags (Benzal-Derivate), der zusammen mit  dem freien Benzaldehyd ver- 
brannt  wurde, findet sieh in Tab. 2, Zeile 1. 

Die wfisserige Lfsung wurde mit  NaHCOa versetzt,  bis kein CO2 mehr 
entwieh. Der dabei gebildete Niedersehlag bestand vermutl ieh aus s~iure- 
16sliehen Benzal-Derivaten (Zeite 2). 

Der l:)berstand, der auger den C-endst~ndigen Aminos~iuren noeh Benzal- 
Derivate enthielt ,  wurde, wie besehrieben, mit  200 mg NaHC03 und 50 ial 
Fluordinitrobenzol behandelt ,  und die Aktivit~it des 24therextrakts der 
alkal. Lfsung gemessen (Zeile 3). 

Der w/~hrend der Dinitrophenylierung gebildete gelbe Niedersehlag, der 
wahrseheinlieh aus dini trophenylierten Benzal-Derivaten bestand, wurde 
zentrifugiert und ebenfalls gemessen (Zeile 4). Der Ubers tand wurde an- 
gesiiuert und mit ~ther extrahiert. Die Aktivit~iten des Extraktes, der die 
dinitrophenylierten C-endst/indigen Aminos/iuren enthielt, und der ver- 
bleibenden w~sserigen L6sung linden sieh in den Zeilen 5 bzw. 6. 

Abermals wurde die Gesamtaktivit/it des Proteins in einem gesonderten 
Aliquot bestimmg. Fast 95% des Radiokohlenstoffs wnrden in den Frak- 
tionen wiedergewonnen. 

Tabel le2.  V e r t e i l u n g  d e r  t ~ a d i o a k t i v i t ~ i t  f ibe r  d i e  F r a k t i o n e n  
n a e h  I - I y d r a z i n o l y s e  

Aktivit~it Prozent der 
Fraktion (dpm je ursprtinglichen 

ROhrchen) Aktivitfit 

1 Niedersehlag mit  Benzaldehyd 16000 ~: 880 30,8 
2 Niedersehlag naeh Neutral isat ion 25500 d= 220 49,2 
3 _'4therextrakt der alkalisehen LS- 

sung naeh Dinitrophenylierung 0 0 
4 Niedersehlag wfihrend Dinitro- 

phenylierung 4250 ~ 90 8,2 
5 Xtherext rak t  der sauren Lfsung 

laaeh Dinitrophenylierung 422 ~ 24 0,8 
6 Verbleibende saure Lfsung 3080 4~ 70 5,9 
_ Gesamtaktivitf i t  52000 :~ 1000 100,0 

D i s k u s s i o n  

Die E x p e r i m e n t e  bes tgt igen,  dab  HeLa-Zel len  mark ie r t e s  Leuein  in 
16sliehe Pro te ine  e inbauen  - -  im vor l iegenden Fa l l  e twa 5% des angebo-  
t enen  Radioleueins .  Die E x p e r i m e n t e  bes t~ t igen  aueh, dag  die freien 
Aminos/ turen be im Wasehen  des Pro te ins  auf dem Ul t ra f i l t e r  fas t  ro l l -  
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st/~ndig entfernt werden; andernfalls wiirde die Fraktion 2 (Tab. 1) 
erhebliche l%adioaktivit/~t zeigen. Es ist nicht unwahrscheinlieh, daft die 
kleine AktivitKt der genannten Fraktion auf eine proteolytisehe Wirkung 
des als Tr/~ger zugesetzten Serums zurtiekzufiihren ist ~6. 

Nur 0,1% des eingebauten Radiokohlenstoffs linden sieh in N-end- 
st/~ndigen Aminos/~uren (Tab. 1, Zeile 4), nut  0,8% in C-endst/~ndigen 
Aminos/htren (Tab. 2, Zeile 5). Man mul3 obendrein beriicksichtigen, 
dal3 yon der Hydrazinolyse eher zu hohe als zu niedrige Werte zu er- 
warren sind. Es ist nKmlich mSglieh, dab yore C-Ende der Ket te  freie 
Peptide start freier Aminos~uren abgelSst werden, oder dal3 Hydrazide 
hydro]ysiert werden. Im ganzen ist demnach auszuschlief~en, dal3 die 
RadioaktivitKt des Proteins zu einem nennenswerten Teil durch eine 
Anlagerung yon radioaktiver Aminos/~ure an vorgebildetes Protein 
w/~hrend der Inkubation verursaeht ist. Die Aufnahme von Radio- 
kohlenstoff durch das Protein der gezfichteten Zel]en ist vielmehr auf den 
Einbau yon radioaktiver Aminos/~ure zuriiekzufiihren, wie er bei der 
Synthese von Proteinen de novo erfolgt. 

Die Tatsache, dal3 die verh~ltnismgl3ig grol3e Menge an Protein 
in natiirlichem Me~lium in Abwesenheit yon Zellen keine Aufnahme yon 
Radiokohlenstoff bewirkt 4, beweist das Fehlen eines wirkungsvollen nicht- 
enzymatischen Meehanismns fiir die Anlagerung von Aminos/~uren an 
Proteine. Die Geringffigigkeit der Aktivit~t der Endgruppen der Proteine 
nach Inkubation in Gegenwart von Zellen, wie sie jetzt festgestellt wurde, 
zeigt weiterhin, dab die HeLa-Zellen keine Enzyme nennenswerter 
Aktivit/~t besitzen, die eine derartige An]agerung bewirken k6nnten. 
Die kleine Aktivit~t der Endgruppen beruht mindestens zum Tell darauf, 
dab ein Tell der neu gebildeten Proteinmolekiile endst/~ndiges Leucin 
enthalten dfirfte, wie die folgende 1Jberlegung nahelegt. 

Die 15slichen Proteine yon HeLa- (oder anderen) Zellen sind natiir- 
lich heterogen. Daher mSgen einige statistische Abseh/~tzungen zul/~ssig 
sein. Es seien n versehiedene Aminosguren fiber eine Mischung yon Pro- 
teinen gleichm/~13ig verteilt, und jede der p Proteinketten enthalte im 
Mittel q Aminos/~urereste. Dann haben p /n  Ketten als N-Endgruppen 
Leucin und jede Ket te  enth/~lt q/n Leucinreste. Daher ist das Verh/flt- 
nis N-endst/~ndiges Leucin / gesamtes Leucin gleich (p/n)/(pq/n) = 1/q. Im 
gegebenen Fall_ (Tab. 1) ist 1/q ~ 0,001 und q ~ 1000. Dies entsprieht 
einem mittleren Molekulargewicht W des Proteins von etwa 1,2" 105. 

Eine analoge Bereehnung in bezug auf die C-endst/~ndigen Gruppen 
{Tab. 2) mit 1 / q ~  0,008 ergibt q ~  125 und W ~ 1,5.104 . Dieser 
Wert  yon W ist offenbar zu klein, was im Hinbliek auf die genannten 
Fehler der Hydrazinolyse nieht tiberraseht. ~ichtsdestoweniger ist klar, 

16 H. Eagle, Proc. Nat. Acad. Sci. [Wash.] 46, 427 (1960). 
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dab aueh die C-endst/indige Aufnahme yon Leuein dureh vorgebildetes 
HeLa-Protein geringfiigig oder null ist. 
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