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Einschichtkulturen von HeLa-Krebszellen wurden in An-
wesenheit von radioaktivem bD,L-Leucin mit synthetischem
Néahrmedium inkubiert und die 1dslichen Proteine durch Ultra-
filtration unter Druck isoliert. Etwa 59, des Leucing waren in
diese Proteine eingebaut worden. Die Proteine wurden einerseits
der Dinitrophenylierung, anderseits der Hydrazinolyse unter-
worfen. In der Fraktion der N-Endgruppen wurde nur 0,19,
in der Fraktion der C-Endgruppen nur 0,89, des Radiokohlen-
stoffes der Proteine gefunden. Es wird geschlossen, dalBl das
Radioleucin in das Protein der Gewebekultur wahrend seiner
Synthese de novo eingebaut und nicht etwa nachtriglich von
vorgebildetem Protein aufgenommen wird.

Kulturen von HeLa-Carcinomzellen! bauen bei Inkubation mit
Medien, die biogene Bestandteile enthalten kénnen (aber nicht miissen),
radioaktive (14C)-Aminosturen in lésliche Proteine ein? 34 Zur Iso-
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lierung dieser Proteine werden die Zellen durch Einfrieren zerstort,
die Triitmmer durch Zentrifugierung entfernt und die Proteine von Sub-
stanzen niederen Molekulargewichts — einschlieBSlich der radicaktiven
Aminosdure -— durch Ultrafiltration unter Druck und griindliches Wa-
schen auf dem Ultrafilter befreit. Man findet in der Regel einige Prozent
des Radiokohlenstoffs in den loslichen Proteinen. Nach Inkubation der
radioaktiven Aminosdure mit ,natiirlichem Niahrmedium allein (in Ab-
wesenheit von Zellen) weisen die l6slichen Proteine praktisch keine
Radioaktivitdat auf. Als ,natiirlich® werden solche Medien bezeichnet,
die Proteine (meist in Form von Serum) enthalten.

Durch die Ninhydrinprobe wurde gezeigt, dafl die radioaktive Amino-
sdure im Protein im wesentlichen in o«-peptidischer Bindung vorliegt.
Wenn nimlich carboxylmarkiertes Leucin angewendet und das Protein
nach der Isolierung in Anwesenheit nicht-radioaktiven Leucing als Triger
mit Ninhydrin behandelt wurde, fand sich im entwickelten Kohlendioxyd
nur sehr wenig Radiokohlenstoff. Wenn die Behandlung mit Ninhydrin
aber nach vorhergehender Hydrolyse des Proteins mit Salzsdure aus-
gefiihrt wurde, wurde der Hauptteil des Radiokohlenstoffs im CO,
gefunden.

Durch die Ninhydrinprobe kann man jedoch zwischen Aminosdure-
resten innerhalb der Ketten und endstdndigen Aminosduren nicht unter-
scheiden. Nun wire denkbar, daB Aminosduren durch vorgebildete
Proteine aufgenommen, also unter Wasseraustritt an diese endstdndig
angeschlossen werden. Eine derartige Reaktion ist zwar bisher an Gewebe-
homogenaten oder anderen in bezug auf Proteinsynthese studierten
biochemischen Systemen nicht beobachtet worden, doch sind Zellen in
Kultur in dieser Hinsicht nicht untersucht worden. In Kultur liegen
insofern abweichende Verhiltnisse vor, als wegen der geringen Masse des
Gewebes (etwa 0,1 mg Trockenmasse je Rollerrshrchen mit 1 ml Medium)
die gesamte Aufnahme von markierter Aminoséiure durch Protein nur
gering ist (einige pg je Versuch), Unter Umstinden kénnten daher
Nebenreaktionen, die sonst keine Rolle spielen, relativ stérker hervor-
treten. Eine Priffung wurde daher als notwendig erachtet.

Moglich wiire (1) eine Reaktion der radioaktiven Aminosdure 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 16slichen HeLa-Proteine
durch Dinitrophenylierung oder Hydrazinolyse auf radioaktive End-
gruppen gepriift. Nach unserer Kenntnis wurden radioaktive Proteine
auch anderer Herkunft als aus Zellen in Kultur niemals nach diesen
beiden Methoden untersucht. In der vorliegenden Untersuchung wurden
Erkenntnisse iiber das Verhalten radicaktiver Proteine bei Behandlung
nach diesen beiden Verfahren gewonnen. ,
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Eine dritte Moglichkeit der Anlagerung wiirde in einer Esterbildung
mit Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten vorgebildeten Proteins bestehen.
Eine solche Reaktion erschien aber von vornehercin als weniger wahr-
scheinlich; daher wurde auf eine diesbeziigliche Untersuchung verzichtet.

Experimentelier Teil

Ziichtung der Gewebe und Isolierung der Proteine

Die Hela-Zellen wurden nach einem frither beschriebenen Verfahren in
Rollerrshren als Einschicht-Kulturen geziichtet®. Dazu wurden Stiicke von
HeLa-Gewebe durch Trypsinisierung in Suspensionen verwandelt, jede Rohre
mit 2- 105 Zellen beladen und die Réhren bei 37°C mit 1 ml proteinfreien
,synthetischen« Mediums® sowie 0,5 Mikrocurie 1-14C-p,L-Leucin (Harwell;
spezifische Aktivitdt 41,6 Mikrocurie/mg) inkubiert.

Nach 4 Tagen betrug die Zahl der Zellen je Rohre im Mittel 4,5 105;
sie wurde an parallelen Roéhren durch Trypsinisierung mit nachfolgender
Auszdhlung im Himocytometer ermittelt. Sodann wurde jeder Rohre als
Tréager 1ml menschlichen Nabelschnurserums zugefiigt, der Inhalt von
5 Bohren wereinigt, die Zellen wurden durch wiederholtes Einfrieren und
Auftauen zerstért, die Mischung homogenisiert und die Zellreste durch
Zentrifugierung beseitigt. Ein Zehntel des Uberstandes wurde unter Druck
durch ein Ultrafilter LSG 60 (Membranfiltergesellschaft, Gottingen) gepreBt.
Der hauptsichlich aus Protein bestehende Riickstand auf dem Filter wurde
mehrmals mit physiologischer Salzlosung gewaschen und schlieBilich in 0,5 ml
Salzlésung aufgenommen.

Bestimmung der Radioaktivitit

Zur Bestimmung der Radioaktivitit wurden die Proben naB verbrannt?,
das COy in NaOH absorbiert und als BaCOs gefillt. Zur Messung wurde
das COg in einer Vakuumapparatur mit HClO, freigesetzt und dann ohne
Reinigung oder Zusatz von Fremdgasen in ein Gaszihlrohr eingefiihrt; aus
den gemessenen Stofizahlen wurden die Aktivitdten (dpm) berechnet$. 9 10, 11,
Der Leerwert betrug etwa 40 min~t. Die in den Tabellen angegebenen mitt-
leren Fehler sind aus den StoBzahlen berechnet. '

Isolierung der N-endstindigen Aminosduren

Die Dinitrophenylierung wurde nach der Methode von Sanger? vollzogen.
Alle chemischen Operationen wurden im Dunkeln ausgefithrt. 0,5 ml Protein-
lésung wurden auf 4 ml verdiinnt, 400 mg NaHCO3 und 50 yl 1-Fluor-2,4-
dinitrobenzol (Merck, Darmstadt) zugesetzt, die Mischung bei Zimmer-
temperatur 24 Stdn. geschiittelt und durch 3malige Extraktion mit je 2 ml
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peroxydfreien Athers von iiberschiissigem Reagens befreit. Die 3 Extrakte
wurden vereinigé und ihre Aktivitdt gemessen (Tab. 1, Zeile 1).

Die wasserige Phage wurde mit HC! (1:1) gegen Methylorange ange-
sduert und wieder 3mal mit Ather extrahiert. Der Extrakt enthielt dinitro-
phenylierte freie Aminosduren und dinitrophenylierte kurze Peptide, die
schon vor der Reaktion vorlagen oder vom Protein abgespalten worden
waren, sowie freies Dinitrophenol, durch Hydrolyse von Fluordinitrobenzol
oder von dinitrophenylierten Derivaten entstanden. Die Aktivitdt wird in
Zeile 2 angegeben.

Sodann wurde die gelbe Suspension des dinitrophenylierten Proteins in
Wasser bei 3000 Umdrehungen 5 Min. zentrifugiert. Die Aktivitdt des Uber-
standes findet sich in Zeile 3. Der gelbe Riickstand wurde von verbliehenem
Dinitrophenol befreit, indem er im Vakuum einer Rotationspumpe iiber
festern KOH 8 Stdn. bei 77°C (siedendes CCly) gehalten wurde. Dann wurde
er mit 0,5 ml HCI (1:1) aufgenommen und zur Vervollstdndigung der Hydro-
lyse in einem geschlossenen Rohr 11 Stdn. auf 105°C erhitzt. Das Rohr
wurde 3mal mit 0,5 ml Wasser ausgespilt und die saure Lésung 3mal mit
2 ml Ather extrahiert. Der Ather des Extrakts wurde weggedampft und
die Entfernung freien Dinitrophenols wie beschrieben wiederholt. Die Ak-
tivitat des Riickstandes, also der dinitrophenylierten N-endsténdigen Amino-
siuren, wird in Zeile 4 angegeben. Wenn die Identitét der markierten Amino-
sidure zweifelhaft wire, konnte sie durch Papierchromatographie dieses
Riickstandes ermittelt werden.

Zeile 5 der Tab. gibt die Aktivitat der wésserigen Losung nach der Ather-
Extraktion. Diese Lésung enthilt die nicht-N-endstdndigen Aminoséuren.

Die gesamte Aktivitdt des Proteins war in einem gesonderten Aliquot der
Proteinlésung ohne Behandlung mit Fluordinitrobenzol bestimmt worden.
Man erkennt, daB die Ausbeute bei der Wiedergewinnung des Radiokohlen-
stoffs nach der Dinitrophenylierung mehr als 919, betrug.

Tabelle 1. Verteilung der Radioaktivitdt tber die Fraktionen
nach Dinitrophenylierung

Aktivitat Prozent der
Fraktion (dpm je urspriinglichen
Rohrchen) Aktivitit

1 Atherextrakt der alkalischen

Lésung 0 0
2 Atherextrakt der sauren Losung 1370 £ 20 2,5
3 Wisseriger Uberstand 214 + 8 0,4
4 Atherexakt nach Hydrolyse 63 4+ 5 0,1
5 Wasserige Losung nach Hydrolyse 49200 4 990 88,2
_ Gesamtaktivitat 55800 + 1000 100,0

Isolierung der C-endstindigen Aminosiuren

Eine auf dem Prinzip der Hydrazinolyse!® 1 15 beruhende Methode
wurde entwickelt. 0,5 ml der Proteinlésung wurden in einem starkwandigen
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Glasrohrchen gefriergetrocknet, 100 mg Hydrazin-Monosulfat und 0,5 mi
wasserfreies Hydrazin (Fluka, Buchs) wurden zugefiigt und das abgeschmol-
zene Rohrchen 16 Stdn. auf 60° erhitzt. Sodann wurde der Inhalt von iiber-
schissigermm Hydrazin befreit, indem er 24 Stdn. im Vak. iber Hs804 ge-
halten wurde. Der Rickstand wurde in 2 ml Wasser aufgelést, 1 ml frisch
destill. Benzaldehyds zugesetzt, die Suspension 24 Stdn. heftig geschiittelt,
und die wésserige Losung vom gelben Niederschlag und von tiberschiissigem
Benzaldehyd durch Zentrifugierung getrennt. Die Aktivitdt des Nieder-
schlags (Benzal-Derivate), der zusammen mit dem freien Benzaldehyd wver-
brannt wurde, findet sich in Tab. 2, Zeile 1.

Die wasserige Losung wurde mit NaHCO; versetzt, bis kein COz mehr
entwich. Der dabei gebildete Niederschlag bestand vermutlich aus sdure-
l6slichen Benzal-Derivaten (Zeile 2).

Der Uberstand, der auBer den C-endstindigen Aminosiuren noch Benzal-
Derivate enthielt, wurde, wie beschrieben, mit 200 mg NaHCO3; und 50 pl
Fluordinitrobenzol behandelt, und die Aktivitdt des Atherextrakts der
alkal. Losung gemessen (Zeile 3).

Der wihrend der Dinitrophenylierung gebildete gelbe Niederschlag, der
wahrscheinlich aus dinitrophenylierten Benzal-Derivaten bestand, wurde
zentrifugiert und ebenfalls gemessen (Zeile 4). Der Uberstand wurde an-
gesduert und mit Ather extrahiert. Die Aktivititen des Extraktes, der die
dinitrophenylierten C-endsténdigen Aminosduren enthielt, und der wver-
bleibenden wisserigen Losung finden sich in den Zeilen 5 bzw. 6.

Abermals wurde die Gesamtaktivitdt des Proteins in einem gesonderten
Aliquot bestimmt. Fast 959% des Radiokohlenstoffs wurden in den Frak-
tionen wiedergewonnen.

Tabelle 2. Verteilung der Radioaktivitdt iiber die Fraktionen
nach Hydrazinolyse

Aktivitit Prozent der
Fraktion (dpm je  urspriinglichen
Rohrchen) Aktivitit

1 Niederschlag mit Benzaldehyd 16000 + 880 30,8
2 Niederschlag nach Neutralisation 25500 4 220 49,2
3 Atherextrakt der alkalischen La-

sung nach Dinitrophenylierung 0 0
4 Niederschlag wiahrend Dinitro-

phenylierung 4250 + 90 8,2
5 Atherextrakt der sauren Losung

nach Dinitrophenylierung 422 - 24 0,8
6 Verbleibende saure Losung 3080 =~ 70 5.9
- Gesamtaktivitat 52000 4 1000 100,0

Diskussion

Die Experimente bestéitigen, dall HelLa-Zellen markiertes Leucin in
lésliche Proteine einbauen — im vorliegenden Fall etwa 5%, des angebo-
tenen Radioleucins. Die Experimente bestitigen auch, daf die freien
Aminosduren beim Waschen des Proteins auf dem Ultrafilter fast voll-
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stindig entfernt werden; andernfalls wiirde die Fraktion 2 (Tab. 1)
erhebliche Radioaktivitdt zeigen. Es ist nicht unwahrscheinlich, daf die
kleine Aktivitédt der genannten Fraktion auf eine proteolytische Wirkung
des als Triger zugesetzten Serums zurlickzufithren ist16.

Nur 0,19 des eingebauten Radiokohlenstoffs finden sich in N-end-
stdndigen Aminosduren (Tab. 1, Zeile 4), nur 0,89% in C-endstindigen
Aminosduren (Tab.2, Zeile 5). Man mull obendrein beriicksichtigen,
daB von der Hydrazinolyse eher zu hohe als zu niedrige Werte zu er-
warten sind. Es ist ndmlich méoglich, daBl vom C-Ende der Kette freie
Peptide statt freier Aminosduren abgelost werden, oder dafl Hydrazide
hydrolysiert werden. Im ganzen ist demnach auszuschliefen, dafi die
Radioaktivitdt des Proteins zu einem nennenswerten Teil durch eine
Anlagerung von radioaktiver Aminosiure an vorgebildetes Protein
wihrend der Inkubation verursacht ist. Die Aufnahme von Radio-
kohlenstoff durch das Protein der geziichteten Zellen ist vielmehr auf den
Einbau von radioaktiver Aminosdure zuriickzufithren, wie er bei der
Synthese von Proteinen de novo erfolgt.

Die Tatsache, daBl die verhiltnisméBig grofie Menge an Protein
in natiirlichem Medium in Abwesenheit von Zellen keine Aufnahme von
Radiokohlenstoff bewirkt 4, beweist das Fehlen eines wirkungsvollen nicht-
enzymatischen Mechanismus fiir die Anlagerung von Aminosduren an
Proteine. Die Geringfiigigkeit der Aktivitdt der Endgruppen der Proteine
nach Inkubation in Gegenwart von Zellen, wie sie jetzt festgestellt wurde,
zeigt weiterhin, daB die Hela-Zellen keine Enzyme nennenswerter
Aktivitdt besitzen, die eine derartige Anlagerung bewirken kdnnten.
Die kleine Aktivitit der Endgruppen beruht mindestens zum Teil darauf,
daB ein Teil der neu gebildeten Proteinmolekiile endstindiges Leucin
enthalten diirfte, wie die folgende Uberlegung nahelegt.

Die léslichen Proteine von Hela- (oder anderen) Zellen sind natiir-
lich heterogen. Daher mdgen einige statistische Abschédtzungen zuldssig
sein. Es seien « verschiedene Aminosduren iber eine Mischung von Pro-
teinen gleichméBig verteilt, und jede der p Proteinketten enthalte im
Mittel ¢ Aminosdurereste. Dann haben p/n Ketten als N-Endgruppen
Leucin und jede Kette enthilt g/n Leucinreste. Daher ist das Verhélt-
njs N-endsténdiges Leucin | gesamtes Leucin gleich (p/n)/(pg/n) = 1/g. Im
gegebenen Fall (Tab. 1) ist 1/g ~ 0,001 und ¢ ~ 1000. Dies entspricht
einem mittleren Molekulargewicht W des Proteins von etwa 1,2-105.

Eine analoge Berechnung in bezug auf die C-endsténdigen Gruppen
(Tab. 2) mit 1/g ~ 0,008 ergibt ¢ ~ 125 und W ~ 1,5 104 Dieser
Wert von W ist offenbar zu klein, was im Hinblick auf die genannten
Fehler der Hydrazinolyse nicht itberrascht. Nichtsdestoweniger ist klar,

16 H. Eagle, Proc. Nat. Acad. Sci. [Wash.] 46, 427 (1960).
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dall auch die C-endsténdige Aufnahme von Leucin durch vorgebildetes
HeLa-Protein geringfiigig oder null ist.
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