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nanter Expressionssysteme auflöst. Dazu 
werden Fragmente des repeat-in-toxin(RTX)-
Proteins Hämolysin (HlyA) genutzt. Diese 
beinhalten eine unterschiedliche Anzahl an 
GG repeats, Ca2+-Ionen-bindende Domänen 
mit KD-Werten im μM-Bereich. Werden 
HlyA-Fragmente cytoplasmatisch in Escheri-
chia coli exprimiert (c[Ca2+]: ca. 100 nM), 
fi ndet keine Ca2+-Bindung statt und die HlyA 
und HlyA-Fragmente bilden aufgrund ihres 
instabilen Zustands in clusion bodies (Ibs) [4]. 
Unsere Studien haben gezeigt, dass extrahier-
te und solubilisierte Ibs in Ca2+-haltigen 
 Puffern quantitativ renaturieren, also in was-
serlösliche, funktionale Formen überführt 
werden konnten. Offensichtlich dienen die 
GG repeats als eine Art molekularer Schalter, 
der sich durch die Ab- bzw. Anwesenheit von 
Ca2+-Ionen abschalten (Aggregation) bzw. 
anschalten (Löslichkeit) lässt. Hinsichtlich 
der natürlichen Funktion von HlyA erscheint 
die Schaltbarkeit sinnvoll. HlyA ist ein mem-
branpermeabilisierendes Protein, das mittels 
eines Typ-1-Sekretionssystems aus dem Cyto-
plasma von E. coli ohne periplasmatisches 
Intermediat in den Kulturüberstand sezer-
niert wird. Ein C-terminales Sekretionssignal 
bindet dabei an einen Membranproteinkom-
plex bestehend aus dem ATP-binding 
cassette(ABC)-Transporter Hämolysin B 
(HlyB) und dem Membransfusionsprotein 
Hämolysin D (HlyD), woraufhin das outer 
membrane protein (OMP) TolC rekrutiert wird. 
Energetisiert wird der Transport durch ATP-
Hydrolyse. Erst außerhalb der Zellen, wo die 
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ó Die Bedeutung von Peptiden als Wirk-
stoffe nimmt stetig zu. Rund fünf Prozent 
aller active pharmaceutical ingredients (APIs) 
sind Peptide und das Marktvolumen betrug 
im Jahr 2018 rund 25 Milliarden US-Dollar, 
Tendenz steigend [1].

  Gegenwärtig werden ca. 85 Prozent aller 
Peptide über chemische Synthesen herge-
stellt. Der Materialaufwand, darunter als 
bedenklich eingestufte Chemikalien und 
organische Lösungsmittel, schlechte Prozess-

skalierbarkeit sowie hohe Produktionskosten 
schränken einen breiten kommerziellen Ein-
satz ein. Im Gegensatz zu vielen Proteinen 
sind Peptide rekombinant schwierig zugäng-
lich. Aufgrund ihrer proteolytischen Sensiti-
vität und Aggregationsneigung können oft-
mals nur geringe Produkttiter (100 mg/l 
Bereich) erzielt werden [2, 3].

Mit der Numaswitch-Technologie (Abb. 1A) 
werden die genannte Limitierungen chemi-
scher Synthesen und verfügbarer rekombi-

Peptidsynthese

Eine rekombinante Pro duk-
tionsplattform für Peptide

˚ Abb. 1: Schematische Darstellung der Numaswitch-Technologie sowie Hämolysin (HlyA) und HlyA-(Peptid)-Fragmenten, die als rekombinantes 
Expressionssystem genutzt werden und inclusion bodies (Ibs) bilden. A, Numaswitch-Technologie. Switchtag-Peptide werden genetisch in einen 
Expressionsplasmid eingebracht und anschließend in Escherichia coli als Ibs exprimiert. Die präparierten Ibs werden nun in Anwesenheit von Ca2+-
Ionen quantitativ renaturiert. Nun werden Peptide mithilfe von Proteasen abgespalten. B, HlyA und HlyA-Fragmente. HlyA besteht aus drei  funktionalen 
Domänen: Eine hydrophobe N-terminale Domäne (hND), der RTX-Domäne mit GG repeats und einem C-terminalen Sekretionssignal (SS, ∼ 60 AA ).
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paratid quantitativ vom Tag abzuspalten und 
mehr als 2 g lyophilisiertes Teriparatid in 
API-Qualität pro Fermentationsliter herzu-
stellen (Tab. 1). Verglichen zu gegenwär-
tigen Herstellmethoden entspricht dies einer 
ca. 20fachen Ausbeutesteigerung, und dies 
ohne den Einsatz von Affi nitäts- oder HPL-
Chromatographien.

Fazit
Es wurde gezeigt, dass Numaswitch eine 
hocheffi ziente Expressionsplattform für die 
Produktion von Peptiden und kleinen Pro-
teinen mit unterschiedlicher Länge und phy-
sikochemischen Eigenschaften darstellt. Sie 
überwindet Limitierungen gegenwärtiger 
Strategien und ermöglicht hohe Ausbeuten 
hochreiner Peptidprodukte mit einfachen, 
standardisierbaren, robusten Prozesse. ó
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unser Konzept belegen und tatsächlich fand 
eine quantitative Renaturierung der 
HlyA-Fragmente statt (Abb. 2A). So können 
die Vorteile von Ibs, hohe Expressionstiter, 
hohe initiale Reinheiten und Produktschutz, 
nutzbar und die größte Limitierung, die 
in effi ziente Renaturierung, umgangen wer-
den. Wir nennen die entwickelte Technologie 
Numaswitch (von „Schalter“) und die 
HlyA-Fragmente mit den bifunktionalen 
Eigenschaften Switchtag-Proteine. Die Ziel-
peptide konnten nach der Renaturierung 
durch spezifi sche Proteasen effi zient vom 
Tag abgespalten werden (Abb. 2B).

Produktion von Teriparatid im 
Gramm-Maßstab
Die Anwendbarkeit und Alleinstellung von 
Numaswitch im Pilotmaßstab wurde anhand 
des Peptids Teriparatid getestet. Hierzu wur-
den Protokolle für die Hochzelldichte-Fer-
mentation, die Extraktion und Renaturierung 
der Ibs, ein Aufreinigungsprotokoll und ent-
sprechende Freigabeanalytik etabliert. So 
gelang es, das Fusionsprotein Switchtag-
Teriparatid quantitativ zu renaturieren, Teri-

Ca2+-Konzentration hoch ist (mM), faltet HlyA 
und nimmt seine permeabilisierende Funk-
tionalität an. Da HlyA in gefaltener Form zu 
groß ist (> 100 kDa), um durch die äußere 
Membran zur Cytoplasmamembran zu gelan-
gen, wird E. coli durch diesen Mechanismus 
geschützt [4].

Etablierung der Numaswitch-
Technologie
In unseren Studien wurde untersucht, ob 
HlyA-Fragmente als bifunktionaler Protein-
Tag für die Produktion von Peptiden und 
kleinen Proteinen genutzt werden können. 
Dazu wurden HlyA-Fragmente generiert, die 
sich in der Größe und Anzahl an GG repeats 
unterscheiden, und die mit Peptiden und 
kleinen Proteinen verschiedener Größen 
(1,5–12,3 kDa) und physikochemischen 
Eigenschaften fusioniert wurden (Abb. 1B). 
Bei der Expression in E. coli BL21 (DE3) bil-
deten sich erwartungsgemäß Ibs. Nach der 
Extraktion und Überführung in gelöste Ibs 
durch chaotrope Reagenzien, wurde die 
Renaturierung in Anwesenheit von Ca2+-
Ionen überprüft. Wie erhofft, konnten wir 

˚ Abb. 2: Repräsentative Renaturierungs- und proteolytische Abspaltungsdaten. A, Renaturierungseffi zie nzen von HlyA-Fragment-Peptid-Fusions-
proteinen. B, SDS-PAGE-Analyse vor und nach proteolytischer Abspaltung. Pfeile markieren die Fusionsproteine nach Renaturierung (R) und HlyA-Frag-
mente nach der Abspaltung (C). Die Positionen der Peptidbanden (außer die von Linaclotid) sind markiert (*).
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Tab. 1: Freigabeanalytik von Teriparatid

Eigenschaften Spezifi kation Gemessen

Identität (4117,7 Da) 103 0,4 [M+4H]4+ 1030,4 [M+4H]4+

Peptid Mapping (aa) 23-30, 23-34, 5-22, 5-19 Bestätigt

Reinheit (%) (≥ 95) 99,6

Brutto-/Nettogewicht (%) > 80 88,7

AA/TFA/Cl (mol%) > 95% AA 96/3/1

Endotoxine < 5 EU/mg < 0,4 EU/mg

rHCP <500 ng/mg < 100 ng/mg

rHCD <200 pg/mg < 10 pg/mg

Funktionalität Bestätigt nach WHO standard


