BIOTECHNOLOGIE

PROTEINPRODUKTION OHNE LEBEWESEN -
ENTWICKLUNG EINES IN VITRO
EXPRESSIONSSYSTEMS FUR (CYANO)BAKTERIEN
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Die ,zellfrele Proteinsynthese® (CFPS) gewinnt als Plattform fUr die Produktfion von Proteinen in
~orschung  und  Entwicklung zunehmend an Bedeutung. Vortelle dieser Technik sind die
vergleichswelise einfache Handhabung, die gezielt wahl- und kontrollierbaren Reaktionsbedingungen
und vielfachen Anwendungsmaoglichkeiten. So lassen sich sogar toxische Proteine unabhdngig von
INn zellularen Systemen herrschenden Einschrankungen exprimieren. Derzeit ubliche CFPS Systeme

basieren auf Zelllysat pro- (z.B. E. coli [1,

2]) oder eukaryotischen (z.B. HelLa-Zellen) Ursprungs oder

werden autwandig aus Einzelkomponenten definiert (z.B. PURE-System [3]).

/iel dieses Projektes ist die
Etablierung einer robusten,
kostengunstigen Platftform
basierend auf E. coll I Lysat
und folgend die Uber-
fragung auf ein cyano-
bakterielles System. Das
Augenmerk liegt auf der
Herstellung von Lysatf, dem
Design  von  addaguaten
Expressionsvorlagen  und
von Detekfionsmethoden:

Extraktpraparation

/ur Herstellung von Zellextrakten tfur CFPS-
Systeme werden z.B. E. coli Bakterien
angezogen und mittels Ultraschall lysiert.
Das gewonnene Lysat wird durch
/entrifugation geklart und wenn notig
einer sogenannten Run-off Reaktion
zugefuhrt. Das Lysat enthdlt alle wichtigen
Komponenten wie z.B. die Ribosomen,
tRNAs, Inifiations-,  Elongatfions- und
Terminationstaktoren, etc., oder ggf. die

RNA-Polymerase (z.B. vom Phagen T7).
Anzucht Lyse Verarbeitung Extrakt
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Templatedesign

CFPS-Systeme nutzen entweder zrkuldre
oder (PCR-generierte) lineare DNA-
Vorlagen (so genannte Templates).
Wichtige Elemente des Templates sind das
kodierende Gen (¢), passende Promotor-
(e) und ggf. Terminatorsequenzen [ ),
ribosomale Bindestellen zur Translations-
inifiation () und ggf. weitere Elemente
wie z.B. Hexahistidin-Tags ( ) zur Protein-
detektion und/oder zur einfachen AuUf-
reinigung.

In vitro Expression

Bei Vorlage eines fur das System
geeigneten zirkularen oder linearen
Templates finden Transkriptions- und Trans-
lationsreaktion gekoppelt staft.

Hierzu werden der [Zellextrakt, ein
Energiesystem, diverse Baustofte
(Nukleotide und  Aminosduren), ein
Reaktionspuffer mit HilfsmolekUlen sowie
die oben genannte DNA-Vorlage
bendtigl. Die Reaktion erfolgt bel
definierter Temperatur und Zeit und kann
ggof. In Echizeit beobachtet werden. Die
Skalierbarkeit der Reaktionsansatze
erlaubt die einfache Anpassung fur die
gewunschten Downstream-Applikationen.
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Detekiion

Die Detektion des zellfrel synthefisierten
Proteins kann bel geeigneter Wahl (hier
z.B. das grun fluoreszierende Protein GFP,
kodiert im pCFE-GFP Template) in Echtzelt
(A), nach Ablauf der Reaktion fluoreszenz-
mikroskopisch (B) oder generell via SDS-
PAGE und z.B. Western Blot (C) erfolgen.

T/7-RNA-Polymerase bel der Arbeit [5]

Fazit und Ausblick

Ausgehend von selbsterstellten Templates
konnte Protein erfolgreich mit eu- und
prokaryotischem Zelllysat in vifro exprimiert
und detektiert werden. Moglichkeiten zur
Extraktpraparation werden welter
untersucht. Ebenso soll die Optimierung
und Ubertraogung auf ein  cyano-
bakterielles System erfolgen.

GFP aus E. coli CFPS:
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