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Zellfreie Escherichia-coli-Extrakte zur gekoppelten Tran-
skription/Translation stellen eine zunehmend attraktive Al-
ternative zu gel�ufigen In-vivo-Expressionssystemen dar.[1–3]

Zellfreie Systeme eignen sich insbesondere zur schnellen
Synthese von isotopenmarkierten Proteinen und zur unmit-
telbaren Analyse durch kernmagnetische Resonanzspektro-
skopie (NMR), da auf eine chromatographische Aufreinigung
verzichtet werden kann,[4] metabolische Umwandlungen der
verschiedenen Aminos�uren inhibiert sind[5] und nur geringe
Mengen an teuren isotopenmarkierten Aminos�uren ben2-
tigt werden.[2] Die besten Proteinausbeuten werden mit einem
Dialysesystem (zellfrei mit kontinuierlichem Austausch,
ZFKA) erhalten, wobei die �ußere Pufferl2sung kontinuier-
lich die Konzentrationen an Aminos�uren und ATP in der
inneren Reaktionsl2sung aufrecht erh�lt.[6] Der zeitaufw�n-
digste Schritt ist gew2hnlich die Pr�paration relativ großer
Mengen an Plasmid-DNA, da Plasmid-DNA in ZFKA-Sys-
temen deutlich bessere Ausbeuten als lineare DNA liefert,
vermutlich wegen der Verdauung von DNA durch Exonu-
kleasen im E.-coli-Zellextrakt.[7] So wurde zum Beispiel unter
Verwendung PCR-amplifizierter linearer DNA[8] eine Aus-
beute von 1 mg Chloramphenicol-Acetyltransferase pro
Milliliter Reaktionsmedium erhalten, mit Plasmid-DNA
hingegen 6 mgmL�1.[6] Hier stellen wir eine Methode vor, die
mit PCR-Produkten dieselben Proteinausbeuten liefert wie
mit Plasmid-DNA. Damit k2nnen innerhalb von 24 Stunden
alle Schritte bis zur Aufnahme von Protein-NMR-Spektren
durchgef@hrt werden, inklusive PCR-Amplifikation, sieben-

st@ndiger zellfreier Proteinsynthese und Dialyse gegen NMR-
Puffer @ber Nacht.

Unsere Methode beruht auf der Erzeugung von acht
Basen langen einzelstr�ngigen DNA-Aberh�ngen an beiden
Enden des PCR-Produktes (Abbildung 1), die sich zur Liga-

tion zu exonukleaseresistenter cyclischer DNA mithilfe der
endogenen Ligaseaktivit�t der E.-coli-S30-Extrakte eignen.
Mit PCR-Produkten mit 5’-phosphorylierten Aberh�ngen
erhielten wir im ZFKA-Verfahren f@r alle getesteten Proteine
dieselben Ausbeuten wie mit Plasmid-DNA (Abbildung 2).

Der Nachweis der Cyclisierung wurde indirekt erbracht.
Abbildung 3 zeigt, dass die besten Ausbeuten mit 1) l�ngeren
Aberh�ngen und 2) 5’-phosphorylierten Aberh�ngen erzielt
wurden; 3) einzelstr�ngige Aberh�nge waren essenziell, und
4) die genauen Nukleotidsequenzen waren von untergeord-
neter Bedeutung, solange sie komplement�r waren.

Abbildung 1. Erzeugung stabiler PCR-Produkte aus einem Konstrukt
mit T7-f10-Promotor, Ribosomenbindungsstelle und T7-Terminator.
Die Primersequenzen waren (einzelstr)ngige *berhangsegmente un-
terstrichen): Primer 1: 5’-PO4-TTAGCTGGTCGATCCCGCGAAATTAA-
TACG; Primer 2: 5’-PO4-CCAGCTAACAAAAAACCCCTCAAGACCCG;
Primer 3: 5’-PO4-TCGATCCCGCGAAATTAATACG; Primer 4: 5’-PO4-CA-
AAAAACCCCTCAAGACCCG. Im Fall von Konstrukten ohne T7-Elemen-
te k4nnen die T7-Sequenzen in einem zus)tzlichen PCR-Schritt einge-
f7hrt warden (siehe die Hintergrundinformationen).
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Die hohen Proteinausbeuten, die mit dem PCR-Protokoll
in Abbildung 1 erhalten werden, er2ffnen zahlreiche M2g-
lichkeiten zur Hochdurchsatz-Proteinsynthese. So k2nnen
Proteinmutanten leicht erzeugt und ohne Klonierungs- oder
chromatographische Reinigungsschritte NMR-spektrosko-
pisch analysiert werden. Wir erzeugten mithilfe des PCR-
Protokolls spezifische Mutanten zum Zweck der Resonanz-
zuordnung eines Denguevirus-Proteasekonstruktes.

Der Denguevirus-Proteasekomplex NS2B/NS3 ist unab-
dingbar f@r die Denguevirus-Replikation.[9] 15N-HSQC-
Spektren von 15N/13C-markierter Protease wiesen aufgrund
unspezifischer Aggregation oder chemischer Austauschpro-
zesse (siehe Hintergrundinformationen) sehr breite Signale
auf (Halbwertsbreite > 50 Hz).[10] Zus�tzlich waren viele

Reste hochbeweglich, was die spektrale Aufl2sung beein-
tr�chtigte, und das Protein war nicht stabil. Diese Eigen-
schaften verhindern gebr�uchliche Strategien der Resonanz-
zuordnung. Nichtsdestotrotz wurden in Proben, die selektiv
mit 15N/13C-Isoleucin markiert waren, gut aufgel2ste Kreuz-
peaks beobachtet. Wir ordneten diese Kreuzpeaks zu, indem
wir systematisch jeden einzelnen der 16 Isoleucinreste in der
Aminos�uresequenz zu Valin mutierten. Da nur Isoleucin
isotopenmarkiert war, f@hrte jeder fehlende Peak im HSQC-
Spektrum einer Proteinmutante zur Zuordnung des entspre-
chenden Isoleucinrestes im Wildtyp-Protein.

Die DNA-Mutanten mit den erforderlichen einzelstr�n-
gigen Aberh�ngen wurden gem�ß eines modifizierten Ex-
tensionsprotokolls angefertigt (siehe Hintergrundinforma-
tionen), und die PCR-Produkte wurden direkt zur Expression
eingesetzt. Die Mutagenese verl�ngerte darum kaum den
Zeitaufwand der Probenbereitung, zumal mehrere Mutanten
parallel erzeugt werden konnten. Die 15N-HSQC- und 13C-
HSQC-Spektren wurden in einem Experiment mit gleich-
zeitiger Entwicklung der 15N- und 13C-Frequenzen in der in-
direkten Dimension aufgenommen.[11] Auf diese Weise
wurden 15 der 16 Isoleucin-Amid-Kreuzpeaks und 11 der 22
Isoleucin-Methylkreuzpeaks zugeordnet (die meisten der

Abbildung 2. Vergleich der Proteinausbeuten, die mit Plasmid-DNA (P)
oder PCR-amplifizierter linearer DNA gem)ß Abbildung 1 (L) erhalten
wurden, in einem Coomassie-Blau-SDS-PAGE-Gel. 1) C-terminales
Fragment tC14 der t-Untereinheit von E.-coli-DNA-Polymerase III
(Pol III). 2) e-Untereinheit von Pol III. 3) E.-coli-Peptidylprolyl-Isomera-
se B (PpiB). 4) Humancyclophilin A (hCyp).

Abbildung 3. Expressionsausbeuten f7r verschiedene PCR-Produkte:
a) Coomassie-Blau-SDS-PAGE-Gel von hCyp, das in ZFKA-Reaktionen
von PCR-Produkten (10 mgmL�1) mit den *berh)ngen in (b) syntheti-
siert wurde.

Abbildung 4. 15N- und 13C-HSQC-Spektren einer 200 mm L4sung von
15N/13C-Ile-markierter Denguevirus-NS2B/NS3-Protease bei 25 8C,
pH 6.9. NS2B-Resonanzen sind mit einem Stern markiert. a) Amidregi-
on der I139V-Mutante. b) Methylregion der I78V-Mutante. (Die HSQC-
Spektren dieser beiden Mutanten waren nicht unterscheidbar von
Spektren des Wildtyp-Proteins in der Amid- bzw. Methylregion.)
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Isoleucin-Methylpeaks sind nicht aufgel2st, siehe Abbil-
dung 4b). Derselbe Amidkreuzpeak wurde Ile123 und Ile165
in NS3 zugeschrieben, weil er bei beiden entsprechenden
Mutationen verschwand (siehe Abbildung 4a und die Hin-
tergrundinformationen). Da diese Reste in der dreidimen-
sionalen Struktur benachbart liegen,[9] k2nnen Mutationen an
beiden Stellen den Kreuzpeak beeinflussen, was zu einer
zweideutigen Zuordnung f@hrt.

Die Resonanzzuordnungen f@r die NS2B/NS3-Protease
ordnen die intensiven und schmalen Kreuzpeaks den Teilen
des Proteins zu, f@r die in der Kristallstruktur keine Elek-
tronendichte erhalten wurde.[9] Dies bedeutet, dass diese
Segmente in L2sung wahrscheinlich hochbeweglich sind. Die
Daten zeigen außerdem Linienverbreiterungen f@r s�mtliche
strukturierten Teile des Proteins. Nichtsdestotrotz k2nnen die
zugeordneten Kreuzpeaks nun zum Liganden-Screening
mithilfe von NMR-Spektroskopie genutzt werden.

Die PCR-Amplifizierung von DNA-Templaten zur Pro-
teinsynthese mit hohen Ausbeuten in zellfreien Systemen,
gekoppelt mit NMR-spektroskopischer Analyse, er2ffnet
zahlreiche interessante Anwendungen in der Strukturbiolo-
gie, unter anderem zur Proteinherstellung ausgehend von
cDNA, zur Optimierung von Dom�nengrenzen und L2slich-
keit, zur Herstellung von Mutanten und zur Einf@hrung von
Stoppcodons zum spezifischen Einbau nichtnat@rlicher
Aminos�uren.[12] Ohne Bedarf an großen Mengen von Plas-
miden, Klonierungs- und Proteinreinigungsschritten sind
diese Anwendungen nun besonders attraktiv.

Experimentelles
PCR und zellfreie Proteinexpression: PCR wurde mit Vent-Polyme-
rase (New England Biolabs) durchgef@hrt, die @ber 3’!5’-Proofrea-
ding-Aktivit�t verf@gt und, wie erforderlich zur Erzeugung von ge-
eigneten Einzelstrang@berh�ngen, im wesentlichen PCR-Produkte
ohne Aberhang liefert (siehe auch die Hintergrundinformationen).
Die PCR-Produkte wurden mithilfe des QiaQuick-PCR-Reini-
gungspakets (Qiagen) gereinigt. Zellfreie gekoppelte Transkriptions-/
Translationsreaktionen mit E.-coli-Extrakten wurden wie beschrie-
ben durchgef@hrt,[5] außer dass anstelle der Plasmidtemplate durch
PCR generierte Template verwendet wurden; pro Milliliter zellfreier
Reaktionsl2sung wurde 10 mg DNA eingesetzt. 15N/13C-markiertes
Isoleucin wurde von Cambridge Isotope Laboratories bezogen.

NMR-Spektroskopie: Denguevirus-NS2B/NS3-Protease wurde
vom CF40.gly.NS3pro-Konstrukt hergestellt, das zur Kristallstruk-
turbestimmung verwendet worden war,[9] mit dem Unterschied dass
die Sequenz MASMTG vorangesetzt wurde. Nach der zellfreien
Synthese in 1 mL Reaktionsmischung (typische Proteinausbeute
1.4 mg) wurden die Proben gegen NMR-Puffer (20 mm Tris, pH 6.9,
50 mm NaCl) dialysiert und mit einem Centricon-10-Ultrafilter
(Amicon) auf 200 mL konzentriert. Nach Zugabe von 10% D2O
wurden NMR-Spektren in 3-mm-NMR-R2hrchen auf einem Bruker
Avance 800 MHz NMR-Spektrometer mit Tieftemperatur-Messkopf
aufgenommen. Simultane 15N/13C-HSQC-Spektren[11] wurden in 2.5
Stunden pro Spektrum mit t1max= 32 ms und t2max= 93 ms erhalten.
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