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1. Abstract

The endogenous peptide hormones guanylin and uroguanylin are ligands of the intestinal
membrane-bound receptor guanylyl cyclase C (GC-C) that is involved in the regulation of
epithelial water and electrolyte transport. Interaction of GC-C with bacteria enterotoxins (ST)
causes acute secretory diarrhoea in humans and domestic animals. Guanylin and uroguanylin
are small peptides that contain two disulfide bonds with a 1-3/2-4 connectivity, which are
crucia for GC-C activation.

To obtain information concerning critical amino acid side chains for receptor interaction,
L-alanine scans of guanylin and uroguanylin were performed. The synthetic peptides were
assembled by Fmoc solid-phase chemistry. The disulfide bonds were introduced using
Trt/Acm protection groups for the cysteines. For guanylin and uroguanylin, side chains of
Gly™, Tyr'®, 11e'® and of Gly"™°, Asn'® and Leu'®, respectively, were identified as crucial
for GC-C activation and binding. These data along with the known three-dimensional
structure of the peptides alow the definition of a pharmacophoric template to design GC-C
antagonists.

Guanylin and uroguanylin occur as a pair of topological stereoisomers. While guanylin
topoisomers are rapidly interconverting, uroguanylin stereoisomers are of considerably
greater stability. To determine the important amino acid residues influencing the
interconversion of guanylin and uroguanylin sterecisomers, L-alanine-substituted peptides
were compared to the wild-type peptides by chromatography. It appears that the
conformational conversion is predominantly under the control of the C-terminal sterical
hindrance, thus providing a model for this unique interconversion.

Guanylin is mainly secreted as the prohormone of 94 amino acid residues. In this study, we
show that the originally isolated 15-residue guanylin, representing the COOH-terminal part of
the prohormone is released from the prohormone by chemical cleavage of an Asp-Pro amide
bond under conditions applied during the isolation procedure. Thus, the 15-residue guanylin is
probably not a native GC-C ligand. In addition, it was found that the reduced precursor of the
small C-termina bioactive guanylin does not form the disulfide bonds necessary for GC-C
activation. In contrast, refolding of reduced proguanylin almost exclusively generates this
disulfide bond pattern. It is thus concluded that the prosequence of proguanylin contributes as
an intramolecular chaperone facilitating the correct folding. Structural studies using NMR-
spectroscopy show a close proximity of the N- and C-terminal regions of proguanylin. It
appears that this interaction is important for the formation of the correctly folded protein.
Moreover it provides an explanation for the minor GC-C activity of proguanylin by shielding
the bioactive C-terminal domain from the receptor.

Keywords: guanylyl cyclase C, peptides, structure-activity-relationship
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2. Einleitung

2.1 Funktion des Gastr ointestinaltr aktes

Der Gastrointestinaltrakt hoherer Organismen hat eine essentielle Bedeutung fur die
Aufrechterhaltung  samtlicher Lebensfunktionen. Er dient der Uberfiihrung der
aufgenommenen Nahrung in resorbierbare Bestandteile und deren anschlief3ende Aufnahmein
den Korper. Diese Vorgange werden durch mechanische Prozesse wie das Zerkleinern, die
Durchmischung und den Transport der Nahrung eingeleitet und durch Zugabe von
Verdauungssdften mit ihren enthaltenen Enzymen fortgesetzt. Die Enzyme spalten
Kohlenhydrate, Fette und Eiweil3e hydrolytisch in resorbierbare Bestandteile. Die
V erdauungsprodukte werden aus dem Darmlumen Uber die Darmschleimhaut in das Blut oder
die Lymphe aufgenommen. Das Darmepithel grenzt die funktionelle Aul3enseite des Korpers
zum Darmlumen ab; seine beiden Hauptfunktionen sind Barrierefunktion und Transport [1].
Der Magen dient hauptséchlich der Ansammlung der Nahrung, ihrer Verwandlung in einen
viskosen Nahrungsbrel (Chymus), der Hydrolyse von Proteinen und der Emulgation von
Fetten. Der hierzu erforderliche niedrige pH-Wert des Magensaftes wird durch
Salzsdurebildung in den Belegzellen der Magenschleimhaut erzeugt.

Neben der Beendigung sdmtlicher Verdauungsprozesse besteht die wesentliche Aufgabe des
Darms in der Resorption von Wasser und seiner geldsten Bestandteile sowie der Verdauung
hervorgegangener Aminosauren, Monosaccharide, Fettsduren und Glyceride. Resorbierende
Zellen befinden sich dabel im superficialen Epithel der Mucosa, wéhrend die sekretorischen
Zellen in den unverzweigten tubuléren Lieberkihnschen Drisen (Krypten, Glandulae
intestinales) lokalisiert sind.

Die Resorption von Wasser, Elektrolyten, Vitaminen und Verdauungsendprodukten findet
hauptsachlich im DUnndarm statt. Dieser ist gegliedert in Duodenum, Jejunum und Ileum. Im
Jejunum und Ileum wird der meiste Teil der gastrointestinalen Fliissigkeitsmenge resorbiert.
Um dies zu gewéhrleisten, besitzt die Mucosa des Dunndarms bestimmte strukturelle
Besonderheiten (Kerckrinsche Falten, Dunndarmzotten, Mikrovilli), wodurch die gesamte
resorbierende Oberflache des Diinndarms mehr als 100 m? betrégt.

Die Sekretion von Wasser und NaCl in das Dinndarmlumen wird durch die priméraktive
3Na-2K*-ATPase der in den Dunndarmkrypten befindlichen Hauptzellen bewirkt
(Abbildung 1). Diese 16st eine sekundaraktive Aufnahme von Chlorid aus dem Interstitium
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mit Hilfe basolateral lokalisierter Na'-2ClI -K *-Cotransporter aus. Das aufgenommene Chlorid
wird entlang eines Konzentrationsgefdlles durch in der apikalen Membran befindliche
Chloridkandle in das Lumen abgegeben. Wasser und Natriumionen folgen passiv auf
parazelluldrem Weg. Auch bei der Na'-Resorption stellt die 3Na'-2K*-ATPase die primare
Pumpe dar. Sie beférdert an den basolateralen Membranen Natriumionen aus resorbierenden
Zellen des Oberflachenepithels. Durch bestimmte Kande kdnnen nun Natriumionen wieder
entlang eines Konzentrationsgefdlles aus dem Darmlumen in die Zelle gelangen.
Verschiedene Na'-Substrat-Cotransportsysteme ermdglichen dabei die gekoppelte Aufnahme

von Monosacchariden, Aminosduren, Fettsauren und anderen Molekilen [1].

Lumen \ / Blutsaite
/ Na
2CI
K+
e Cl- K+
Na
Kt ——»
< > : { H,0
apikal basolateral

Abbildung 1: Schema der Sekretionsvorgange am Darmepithdl. Erlauterungen im Text.

2.2 Bakteriell verursachte, sekretorische Diarrhoe

Der menschliche Darm wird kurz nach der Geburt von einer Vielzahl, groltenteils strikt
anaerober Bakterien besiedelt. Diese bilden die sogenannte Darmflora [1]. Es wurden bisher
etwa 400-500 in der Darmflora vorkommende Bakterienarten identifiziert. Den grofdten Teil
dieser Bakterien bilden die Gattungen Bacterioides und Eubacterium. Danach folgen die
Gattungen  Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Ruminococcus, Clostridium  und
Lactobacillus. Das Gram-negative Bakterium Escherichia coli ist dagegen nur mit weniger als
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1% der gesamten Keime in der Darmflora vertreten [2]. In der Regel Uben die genannten
Bakterien keine pathol ogischen Effekte auf den Menschen aus, sondern interagieren beztglich
der Aufrechterhaltung wichtiger protektiver und physiologischer Prozesse in positiver Weise
mit ihm. In diesem Zusammenhang seien nur die Stimulation des Immunsystems zur
Antikorperbildung und die Abwehr verschiedener potentiell pathogener Bakterien genannt.
Weiterhin sind die Bakterien der Darmflora entscheidend an der Verdauung von Peptiden
sowie am Metabolismus von Gallensauren und Steroiden beteiligt.

Im Gegensatz zu den nattrlich in der Darmflora vorkommenden Bakterien kodnnen
verschiedene Keime und Viren, die etwa unter unhygienischen Bedingungen aufgenommen
werden, im Darm starke pathologische Effekte auf den Menschen ausiiben. Dabel sei im
Rahmen dieser Arbeit nur die Entstehung schwerer sekretorischer Diarrhéen genannt, die
weltweit immer noch die haufigste Todesursache bel Kindern darstellt [3, 4].

Die Enterotoxine werden in Abhangigkeit ihrer Temperaturempfindlichkeit in zwei Klassen
unterteilt: Hitzestabile (ST = heat-stable toxin) und hitzelabile Enterotoxine. Die hitzelabilen
Enterotoxine aus E. coli binden mit einer Untereinheit an Monosialoganglioside in der
Plasmamembran. Die andere Untereinheit wird daraufhin in die Zelle internalisiert, wo sie
Neurotransmitter freisetzt, die die Chloridsekretion auf einem cAMP-abhangigen Weg
stimulieren [5].

Die Verursachung sekretorischer Diarrhte auf bakterieller Ebene wird durch peptiderge
Enterotoxine, die von den Mikroorganismen in das Darmlumen sezerniert werden,
hervorgerufen. Die hitzestabilen Enterotoxine binden an spezifische membrangebundene
Rezeptoren im intestinalen Epithel und l6sen Uber intrazelluldre second messenger-Systeme
eine Stimulierung der Chloridsekretion und eine Hemmung der Natrium-Chlorid-Resorption
aus. Dieses flhrt zu einem passiven Wasserausstrom in das Darmlumen, was sich in
wassrigen Durchfdlen auf3ert [6]. Der dabel auftretende Verlust an Flissigkeit und
Elektrolyten kann so hoch sein, dal3 er vor allem bei Sduglingen und Kleinkindern hdufig zum
Tode fuhrt [5].

Durch die infektiose Diarrhte sterben weltweit jdhrlich mehr als 5 Millionen Menschen,
wobel die meisten Todesfédlle in Entwicklungsdndern bei Kleinkindern unter einem Jahr
auftreten [3, 6]. Neuere Daten sprechen global von ingesamt 1-1,8 Milliarden Diarrhden pro
Jahr [7, 8]. Etwa 50 Millionen Touristen bereisen jahrlich die potentiell geféhrdeten
Regionen, wobel statistisch jeder sechste Tourist an einer sekretorischen Diarrh6e erkrankt. In
etwa 80% der auftretenden Reisediarrhden ist die Krankheit auf ein infektibses Agens
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zurtickzufthren. Davon sind enterotoxigene Escherichia coli-Stamme fur etwa 50% der Félle
verantwortlich [9, 10].

2.3 Hitzestabile Enterotoxine (ST)

Die hitzestabilen Enterotoxine aus E. coli agieren mit einer membranstandigen intestinalen
Guanylatzyklase, welche im Gegensatz zum Rezeptor des Choleratoxins ihre sekretorische
Wirkung Uber den second messenger cGMP vermittelt [11]. Schulz und Mitarbeitern gelang
die Klonierung und Charakterisierung des ST-Rezeptors der Ratte. Sie beschrieben den
Rezeptor als eine Isoform der Guanylatzyklase und nannten ihn Guanylatzyklase-C (GC-C,
siehe 2.4) [12].

Die von E. coli gebildeten hitzestabilen Enterotoxine (STa) sind kleine Peptide mit einer am
C-Terminus sehr hoch konservierten Aminosauresequenz (Abbildung 2). Die sechs
Cysteinreste sind zu 3 Disulfidbriicken in einer 1-4/2-5/3-6 Anordung verknipft, die fir die
Aktivitat des Toxins essentiell ist [13].

NG

Escherichia coli STp NTEFYCCELCCNPACAGCY
Escherichia coli STh NSSNYCCELCCNPACTGCY
Yersinia kristensenii ST PSDWCCEVCCNPACAGC
Yersinia enterocolitica ST DCCDYCCNPACAGC
Vibro cholerae non-01 ST DCCEICCNPACFGCLN

Abbildung 2: Vergleich der C-terminden Aminosduresequenzen hitzestabiler Enterotoxine des STa-Typs.
Identische Aminoséuren sind rot dargestellt. Die fir die biologische Aktivitét erforderlichen Disulfidbriicken
sind mit Strichen eingezeichnet.

Durch die hohe Anzahl von sechs Cysteinen in einem Bereich von 13 Aminosauren ist das
STadurch eine sehr starre dreidimensionale Struktur gekennzeichnet, die fur die hohe Hitze-
und pH-Stabilitét verantwortlich gemacht wird [14]. Die kleinste, voll biologisch aktive
Einheit von STaist ein aus 13 Aminosauren bestehendes Peptid, welches sich Uber die sechs
Cysteine erstreckt [15]. Struktur-Aktivitéts-Untersuchungen des STa, in denen systematisch
Aminosauren ausgetauscht oder durch korrespondierende D-Aminosduren ersetzt wurden,

ergaben eine Reihe von Sequenzpositionen, die sensitiv gegentiber Mutationen waren (Verlust
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der Aktivitét), und einige Sequenzpositionen, die einen Aminosdureaustausch eher tolerierten
[16, 17, 18]. So sind das Asparagin im mittleren Teil des Peptides und das Uber dle
Enterotoxine konservierte Alanin von grof3er Bedeutung fir die Toxizitét des STa. Ebenso
sind Glutaminsaure und Leucin in STa von essentieller Notwendigkeit fir die Aktivitéat. Es
wurden auch verschiedene Toxin-Analoga mit nur zwei Disulfidbriicken synthetisiert, welche
ale weniger biologisch aktiv als STa waren. Es kommt allerdings nicht jeder Disulfidbriicke
die gleiche Bedeutung zu. So ist die Disulfidbriicke zwischen Cys® und Cys’ unbedingt
erforderlich, wohingegen von den beiden anderen Bricken eine weitere ausreicht, um den
Rezeptor zu aktivieren. Diese Ergebnisse konnten von zwei Arbeitsgruppen unabhéangig
bestatigt werden [19, 20]. Die relative Lage dieser wichtigen Disulfidbriicke &3 sich auch in
den endogenen Liganden der Guanylatzyklase-C wiederfinden. Die molekulare Struktur der
toxischen Domane von STa wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen tber NMR- und
Rontgenstruktur-Analysen aufgeklart [21, 22, 23]. Das Peptidriickgrat des Toxins bildet eine
rechtshandige Spirale, die aus drei Umdrehungen besteht und durch die intramolekularen
Disulfidbriicken stabilisiert ist.

2.4 Der Rezeptor Guanylatzyklase-C (GC-C)

Der Zelloberflachenrezeptor Guanylatzyklase-C (GC-C) ist ein Glycoprotein, das zur Familie
der transmembrandren Guanylatzyklasen gehort [24, 25]. Die Guanylatzyklase-C ist an der
Regulation des intestinalen Elektrolyt- und Wasserhaushaltes wesentlich beteiligt. Die
Priméarstruktur der GC-C konnte 1990 von Schulz et al. durch Klonierung der cDNA aus der
Ratte aufgeklart werden [12]. Das Protein bestent aus einer extrazelluléren, ener
transmembranédren, einer Proteinkinase-dhnlichen und einer katalytischen Doméne. Neben
GC-C gibt es noch weitere Guanylatzyklasen, GC-A bis GC-G, die sich durch eine hohe
Sequenzhomologie im intrazelluldren Bereich auszeichen. Die extrazelluldren Doménen, die
fur die spezifische Ligandenerkennung und Bindung verantwortlich sind, unterscheiden sich
jedoch deutlich [26, 27]. Durch Untersuchungen an GC-C-defizienten Mausen konnte gezeigt
werden, dal3 GC-C der Rezeptor fur die bakteriellen hitzestabilen Enterotoxine ist, da diese
nach STa-Gabe keine sekretorische Diarrhoe entwickelten [28, 29]. Dies macht den Rezeptor
GC-C zu einem wichtigen pharmakologischen Zielprotein. Geeignete Antagonisten fir die
GC-C wéren von grol3er Bedeutung in der Behandlung der sekretorischen Diarrhoe.
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Die GC-C-vermittelte intestinale Sekretion |at sich folgendermal3en beschreiben. Der
extrazellulare Teil des Rezeptors wird von der luminalen Seite der Mucosa aus durch seine
Liganden STa, Guanylin oder Uroguanylin aktiviert. Daraufhin wird die Synthese des second
messengers cGMP katalysiert, welcher die ebenfalls membranstandige Proteinkinase cGKI|I
aktiviert [30]. Die cGKII phosphoryliert den lonenkanal (cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator) (CFTR), was zu einem vermehrten Chloridausstrom in das
Darmlumen fahrt (Abbildung 3) [31].

STa, Guanylin,
Uroguanylin GC-C

== cr

CFTR
- /
%‘7
ADP

ATP

& D

GTP cGMP

Abbildung 3: Schematische Darstdllung der Stimulation der Chloridsekretion des Darmepithds unter EinfluR
von STa, Guanylin oder Uroguanylin. Die Liganden binden an die extrazdluldre Rezeptordoméne und |6sen
damit die intrazdlulére Akkumulation von cGMP aus. Das gebildete cGMP stimuliert die Membran-gebundene
Proteinkinase cGKII zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung des CFTR-Chloridkanals. Dies fihrt zu
einem vermehrten Ausstrom von Chlorid in das Darmlumen.

Das Expressionsmuster der GC-C wurde ausfirlich untersucht. Durch Northern-Blot-
Analysen konnte im Jgunum, Ileum und Colon der adulten Ratte GC-C-mRNA nachgewiesen
werden [12, 32, 33]. Ein direkter Nachweis des GC-C-Proteins erfolgte durch
Immunhistochemische Untersuchungen am intestinalen Gewebe des M eerschweinchens. Hier
konnte gezeigt werden, dald die GC-C ausschliefdlich in der BlUrstensaummembran der
Enterozyten lokalisiert ist. Der Rezeptor ist in den direkt dem Darmlumen zugewandten

Enterozyten und in denen der Glandulae intestinalis in gleichem Mal3e vorhanden [34]. Die
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Untersuchungsergebnisse an Mausen entsprechen denen an Mensch, Ratte und
M eerschweinchen.

Andere Untersuchungen zeigten, da3 die Guanylatzyklase-C nicht ausschliefdlich im
intestinalen Trakt lokalisiert ist, sondern auch im fetalen Gewebe von Leber, Hoden und
Plazenta [32]. In Leber, Niere und Atemwegen des Opossums konnte die Expression von
GC-C ebenfalls detektiert werden [35]. Da diese Organe fir bakterielle Enterotoxine nicht
zuganglich sind, wurde die Existenz endogener Liganden vermutet.

Beziglich des Mechanismus der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung und der Struktur des
Rezeptors ist nur wenig bekannt. Allerdings konnte gezeigt werden, dal3 die Bindungsstelle
der extrazelluldren Doméne fur STa in der N&he der Transmembranregion liegt [36]. Es
wurde herausgefunden, dald es nach efolgter Bindung eines Liganden zu einer
Oligomerisierung des Rezeptors kommt, welche moglicherweise  ene
Konformationsanderung in der intrazellularen Doméne bewirkt und somit zu ener
Aktivierung der katalytischen Doméne fihrt [37]. Uber die Ligandenerkennung und die
Bindung der anderen Rezeptoren der Guanylatzyklase-Familie ist bisher ebensowenig
bekannt. Eswird jedoch vermutet, dal3 die Guanylatzyklase-Aktivitét bel allen Rezeptoren mit
einer Oligomerisierung des Rezeptors beginnt [38].

2.5 Endogene Liganden der Guanylatzyklase-C

2.5.1 Entdeckung von Guanylin

Die Isolierung von Guanylin gelang erstmals 1992 aus Dunndarmextrakten von Ratten. Die
biologische Aktivitdt der Extrakte wurde unter Verwendung der GC-C-exprimierenden
humanen Kolon-Karzinom-Zellinie T84 ermittelt. Das dabei gefundene Peptid bestand aus 15
Aminosauren und hatte eine Sequenzhomologie von 47% zum bakteriellen hitzestabilen

Enterotoxin STa
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IGamm

Escherichia coli STa NSSNYCCELCCNPACTGCY
hGuanylin-(101-115) PGTCEICAYAACTGC

Abbildung 4: Vergleich der Aminosauresequenzen des hitzestabilen Enterotoxins STa und dem C-terminalen
Ende von humanem Guanylin. Die Numerierung bezieht sich auf die Sequenzpositionen im Praprohormon.
| dentische Aminosduren sind in rot dargeste lt. Die Disulfidbriicken sind mit Strichen eingezei chnet.

Im Gegensatz zu STa besitzt Guanylin nur 4 Cysteinreste, die in ener
1-3/2-4 Anordnung verbriickt sind. Die Disulfidbricken sind essentiell fir die biologische
Aktivitat des Peptides [39]. Guanylin bewirkt analog zu STa einen konzentrationsabhangigen
cGMP-Anstieg in T84-Zellen, wobel das Enterotoxin eine hthere Potenz in der cGMP-
Produktion zeigte. Es konnte auch gezeigt werden, dal3 Guanylin und STa um die gleichen
Bindungsstellen konkurrieren [39]. Die minimal aktive Sequenz von Guanylin besteht genau
wie beim STa aus 13 Aminosduren [40]. Es wurde vermutet, dal3 Guanylin in das Darmlumen
sezerniert wird und parakrin den Elektrolythaushalt reguliert [39]. Diese Hypothese konnte
durch Experimente an Ussing-Kammern verifiziert werden. Nach mucosaler Applikation von
Guanylin auf Mucosapréparate sowohl des Jgjunums als auch des Kolons erhthte sich
konzentrationsabhéngig der Kurzschlul3strom Isc. STa besald auch bei diesen Experimenten
die hohere Potenz [41].

Nach der Isolierung von Guanylin folgte die Klonierung und Sequenzierung der Guanylin-
cDNA aus intestinalem Gewebe der Ratte, der Maus und des Menschen [42, 43, 44]. Es zeigte
sich, dal3 es sich bel dem von Currie isolierten Peptid um ein C-terminales Fragment eines
115 (Mensch) bzw. 116 (Maus) Aminosauren langen Vorlauferpeptides (Préproguanylin)
handelte. Sequenzvergleiche zwischen den verschiedenen cDNA- bzw. den daraus
abgeleiteten Aminosdure-Sequenzen zeigten vor allem im C-terminalen Bereich, welcher die
biologisch aktiven Peptide repréasentiert, hohe Ubereinstimmungen.

Fir das humane Guanylin wurden aufgrund potentieller proteolytischer Spaltstellen zwel
mogliche Prohormone postuliert, Guanylin-(17-115) und Guanylin-(22-115). Mit humaner
Guanylin-cDNA transfizierte HEK293-Zellen sezernierten das 94 Aminosduren lange
Prohormon Guanylin-(22-115), welches jedoch im T84-Bioassay inaktiv war. Erst nach
tryptischer Spaltung in ein 22 Aminosduren langes carboxyterminales Guanylin-(94-115),

konnte eine cGM P-Produktion in T84-Zellen nachgewiesen werden [44]. Wenig spéter wurde
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aus Hamofiltrat niereninsuffizienter Patienten das im Blut zirkulierende menschliche
Proguanylin aus 94 Aminosauren isoliert. Fir die Identifizierung des Hormones wurde der
T84-Bioassay verwendet [45]. Proguanylin konnte in den biologisch aktiven Fraktionen
nachgewiesen werden. Hierbel kann eine Prozessierung durch Ektoenzyme der Zielzelle
jedoch nicht ausgeschlossen werden.

Der Weg der natirlichen Prozessierung des Guanylin-Praprohormons zum bioaktiven Peptid
ist bis heute unbekannt. Es wurde allerdings schon kurze Zeit nach der Isolierung von
Guanylin darauf hingewiesen, dal3 das Prgprohormon eine séurelabile Spaltstelle zwischen
den Aminosauren Asp™ und Pro'® in seiner Sequenz beinhaltet [42]. Die bei der Guanylin-
Isolierung von Currie et al. durchgefiihrte Essigsdureextraktion konnte somit zu einer
kinstlichen Abspaltung des aus 15 Aminosauren aufgebauten Peptides gefiihrt haben [46]. Es
wird jedoch eine weitere Prozessierung des Prohormons postuliert, da einerseits der C-
Terminus des Peptids stark konserviert ist und andererseits das Propeptid eine sehr viel
schwéchere biologische Aktivitdt als das kurze Peptid besitzt bzw. in einigen Studien vollig
inaktiv war [42, 44, 46, 47]. Kirzlich wurde aufgeklart, dal3 Proguanylin hauptsachlich zur
luminalen Seite der Mucosa abgegeben wird und dort weiter zu einem kleinen bioaktiven
Peptid prozessiert wird. Uber die eigentliche prozessierte bioaktive Form des Peptides ist
alerdings nichts bekannt [48].

Als hauptsachlicher Bildungsort von Guanylin wurde der Darm identifiziert. Dabel ist in
Ratte und Maus eine Zunahme detektierbarer Guanylin-mRNA vom Duodenum zum Kolon
hin zu verzeichnen. Eine schwache Expression des Guanylin-Gens konnte zudem in der
Niere, Nebenniere, Uterus und Ovidukt der Ratte sowie in der Niere der Maus nachgewiesen
werden [42, 43]. In situ-Hybridisierungsversuche mit Rattengewebeproben zeigten eine hohe
Guanylin-Genexpression in den Enterozyten an der Spitze der Dinndarmzotten und eine

schwache Expression in den Epithelzellen der Lieberkiihnschen Driisen [33, 49].

2.5.2 Entdeckung von Uroguanylin

Die Isolierung von Uroguanylin, dem zweiten endogenen Liganden der GC-C, gelang Hamra
et al. aus Urin vom Opossum [50]. Das 15 Aminosduren lange Peptid zeigte eine deutliche
Abweichung in der Aminosauresequenz zum Guanylin, weshalb davon ausgegangen wurde,
dal es sich um einen weiteren Reprasentanten einer Familie Guanylin-verwandter Peptide

handelte. Bald darauf konnten Kita et al. ein dem Opossum-Uroguanylin entsprechendes, 16
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Aminosauren langes Peptid aus menschlichem Urin isolieren [51]. Beide Peptide weisen das

fur Guanylin typische Disulfidverbriickungsmuster auf (Abbildung 5).

[Tt 1

hUroguanylin-(97-112) NDDCELCVNVACTGCL
Opossum Uroguanylin- (95-109) QEDCELCINVACTGC
hGuanylin-(101-115) PGTCEICAYAACTGC

Abbildung 5: Vegleich dar C-terminalen Aminosduresequenzen von Guanylin und Uroguanylin. ldentische
Aminosduren sind in rot dargestdlt. Die Disulfidbriicken sind mit Strichen eingezeichnet. Die Nummern
beziehen sich auf die entsprechenden Sequenzabschnitte im Praprohormon.

Diese Disulfidverbrickungen sind auch beim Uroguanylin essentiell fir seine biologische
Aktivitat [40]. In Untersuchungen mit Uroguanylin an T84-Zellen konnte eine biologische
Aktivitat des Peptides nachgewiesen werden. Aul3erdem wurde eine konkurrierende Bindung
von STa und Uroguanylin an GC-C gezeigt [50, 51]. Ausgehend von Hamofiltrat
niereninsuffizienter Patienten konnte eine N-terminal verlangerte, im Blut zirkulierende und
ebenfalls biologisch aktive Variante von Uroguanylin bestehend aus 24 Aminosauren isoliert
werden [52]. Die 24 Aminosduren und die 16 Aminosauren lange Form unterscheiden sich
nicht in ihrer biologischen Aktivitdt. Durch Klonierung der cDNA wurde die Sequenz des
menschlichen Préprohormons mit 112 Aminoséuren abgeleitet, das die isolierten Peptide am
C-Terminus enthdlt [53].

Uroguanylin wird im gesamten Gastrointestinaltrakt, einschliefdlich des Magens, wo mehr
gebildet wird als im Pankreas, exprimiert. Dabei ist die Expressionrate im Gegensatz zum
Guanylin im Dunndarm deutlich stérker as im Kolon [53, 54, 55]. Somit weisen Guanylin
und Uroguanylin ein komplementéres Expressonmuster im Darm auf. Die zeluldre
Lokalisierung von Uroguanylin zeigte, dal? es in enteroendokrinen Zellen gebildet wird. Aus
diesem Grunde wird postuliert, dal3 es eine regulatorische Funktion in der Magen- und
Dinndarmsekretion haben kénnte [52].

Untersuchungen zur pH-Abhéngigkeit der cGMP-Produktion von Guanylin und Uroguanylin
zeigten, dald Uroguanylin bei niedrigem pH-Wert, wie er im sauren Milieu des Magens
vorliegt, 100-fach potenter ist als Guanylin. Umgekehrt war Guanylin bel alkalischem pH-
Wert, wie er im Duodenum vorliegt, deutlich potenter als Uroguanylin. Fur den Anstieg der

Bindungsaffinitdét bei saurem pH wurden die sauren N-terminalen Aminosduren des
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Uroguanylins verantwortlich gemacht [56]. Diese Befunde stehen im Einklang mit dem
Expressionsmuster der beiden Peptide.

Neben dem gastrointestinaAlen Gewebe wurde Uroguanylin ebenfalls in Niere, Leber,
Pankreas, Herz und Lunge detektiert, allerdings in deutlich geringeren Mengen [54, 55, 57].
Die Beobachtung, dal3 Uroguanylin und STa in vivo (an narkotisierten M&usen) und in vitro
(an der isoliert perfundierten Niere von Maus und Ratte) einen Anstieg der Natriurese und
Kaliurese audoste, fuhrte zu der Hypothese, dal3 Uroguanylin eine endokrine, enterorenae
Achse zur Anpassung der renalen Salz- und Wasserausscheidung an die orae
Natriumaufnahme bilden kénnte [58, 59].

Es wurde noch ein dritter endogener Ligand der Guanylatzyklase-C beschrieben, allerdings
bisher nur auf der cONA-Ebene. Es handelt sich hierbel um das Lymphoguanylin, das von der
Arbeitsgruppe um Forte aus Opossum Milz mittels Klonierung der cDNA gefunden wurde.
Die Besonderheit dieses neuartigen Liganden ist, dal3 Lymphoguanylin nur drei Cysteine in
der von der cDNA abgeleiteten Aminosauresequenz besitzt anstatt vier Cysteinresten in
Guanylin und Uroguanylin [60].

2.6 Dietopologische | somerie von Guanylin und Uroguanylin

Topologische Isomerie wird definiert als "Existenz mehrerer Moglichkeiten der réaumlichen
Anordnungen einer nicht planaren Polypeptid-K ette" [61]. Guanylin und Uroguanylin weisen
nur dann eine biologische Aktivitét auf, wenn die Cysteine in einer 1-3/2-4-Abfolge
miteinander verbrickt sind. Temperaturabhéngige HPL C-Untersuchungen von bioaktivem
Guanylin offenbarten die Existenz von zwei topologischen Isomeren, die miteinander in

einem sténdigen Gleichgewicht stehen [40].
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Abbildung 6: Molscript Diagram der bei den topol ogischen Stereoisomeren von humanem Guanylin-(103-115),
nach Skelton et al. (Brookhaven Protein Data Bank, 1GNA und 1GNB). links: A-Form (biologisch aktiv);
rechts: B-Form (biologisch inaktiv).

Diese Isomeren sind Uber HPLC nur bei niedriger Temperatur (11°C) detektierbar (Abbildung
7) und liegen in einem Verhdltnis von ungefdhr 60:40 vor. Die rédumliche Anordnung der
beiden Stereoisomeren im Guanylin konnte von Skelton et al. mittels NM R-spektroskopischer
Untersuchungen am synthetischen 13 Aminosduren langen Guanylin-(103-115) gezeigt
werden [62]. Die Isomeren wurden als A- und B-Form bezeichnet (Abbildung 6). In der A-
Form des Guanylins bilden die Aminosduren eine rechtshandige Spirale, die aus drel
Umdrehungen besteht. Die B-Form beschreibt eine linkshandige Spirale.

Ebenfalls durch NMR-Spektroskopie konnte gezeigt werden, dal3 die Umwandlungszeit der
beiden Formen ineinander mindestens in der Grof3enordnung von Sekunden bis hin zu 90
Minuten (Zeitaufwand fur eine Rechromatographie) liegt [40]. Eine dauerhafte Trennung der
beiden Isomeren des Guanylins ist mittels RP-HPLC nicht mdglich. Durch C-terminale
Verlangerung des Guanylins um ein Leucin (wie im Uroguanylin) und um das Tripeptid Leu-
LysLys konnte die Kinetik der Isomeriserung signifikant verlangsamt und so die
auftretenden Isomeren dauerhaft voneinander getrennt werden. Es war somit erstmals
moglich, die biologische Aktivitat der Isomeren mit ihrer Struktur eindeutig zu korrelieren
[63]. Die A-Form des Peptides ist die biologisch aktive und weist eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit mit dem hitzestabilen Enterotoxin STa auf [21]. Uber das Auftreten der
topologischen Isomere in vivo ist bisher nichts bekannt. Ob auch im 94 Aminosauren langen

Proguanylin zwei 1somere existent sind, ist ebenfalls noch unklar.
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35°C L 35°C
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1.Peak
Rechromatographie JJ
1.Peak

Rechromatographie

2.Peak
Rechromatographie
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Abbildung 7: HPLC-Vehaten der Peptidhormone Guanylin (links) und Uroguanylin (rechts). Die

topol ogischen Isomere des Guanylins sind erst bel niedriger Temperatur detektierbar und nicht separierbar. Die
Uroguanylin-Sterecisomeren sind schon bei htherer Temperatur detektierbar und lassen sich durch RP-HPLC
vone hander trennen.

In der Literatur wurden bisher mehrere Modelle fur den Umwandlungsmechanismus
diskutiert: zum einen, dal die Umwandlung unter Offnung einer Disulfidbriicke erfolgt,
welches aber nicht bestdtigt werden konnte, und zum anderen, dal3 der mittlere Loop des
Moleklls durch die von den Disulfiden aufgespannte Ebene schwingt [62, 64]. Das
Durchschwingen wére alerdings mit einer sehr hohen Aktivierungsenergie verbunden, so dal3
dieses Moddl as sehr unwahrscheinlich erscheint [62]. Durch den Einbau eines
Diiodotyrosins in den mittleren Loop des Guanylins, welches eine grof3e sterische Hinderung
fir das Molekil bedeutet, liefd sich das HPLC-Verhalten des Peptides nicht verandern [63].
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Aus diesen Studien 183 sich der Schluf3 ziehen, dal3 der C-Terminus eine ausschlaggebende
Rolle bei der Umwandlung spielt. Dem N-Terminus des Peptides kann keine Bedeutung fur
die Interkonversion der Isomeren beigemessen werden, da Guanylin-(99-115) das identische
Verhalten wie das N-terminal um zwei Aminosauren kirzere Guanylin-(101-115) zeigt [40].
Fir die vollstandige Aufklarung des Umwandlungsmechanismus wéren weitere Studien an
diesem fir Mammalia einzigartigen System von grof3er Bedeutung, zumal fr die biologisch
inaktive B-Form des Peptides noch keinerlei physiologische Bedeutung nachgewiesen wurde.
Sie konnte zum Beispiel auch an einen anderen Rezeptor binden oder eine Speicherform fir
die GC-C-aktive A-Form darstellen.

Bei der chemischen Synthese von Uroguanylin werden ebenfalls zwel topologische Isomeren
gebildet, die eine den Guanylin-Isoformen sehr dhnliche Struktur aufweisen [65, 66]. Das
HPL C-Verhalten der Uroguanylin-1soformen unterscheidet sich jedoch grundlegend von dem
der Guanylin-Stereoisomeren (Abbildung 7). Beide Formen sind bei der chromatographischen
Analyse schon bel hoherer Temperatur sofort nach der Einflhrung der Disulfidbriicken
erkennbar. Aul3erdem lassen sich die beiden Isomeren des Uroguanylins separieren, ohne sich
wieder ineinander umzuwandeln. Dieses abweichende Verhaten im Vergleich zum Guanylin
ist mit grofer Sicherheit auf die natiirliche C-terminale Verlangerung des Uroguanylins um
ein Leucin zuriickzufiihren. So konnte gezeigt werden, dal3 ein C-termina um ein Leucin
verkirztes Uroguanylin-Derivat ein ahnliches HPLC-Verhaten wie das Guanylin aufweist
[66]. Die biologisch aktive Isoform des Uroguanylins ist ebenfalls die A-Form, welche in
ihrer Struktur dem hitzestabilen Enterotoxin STa stark @hnelt [65]. Das aus Hamofiltrat
isolierte Uroguanylin besteht ausschliefdlich aus der A-Form, was durch eine Koinjektion mit
synthetischem Referenzmaterial gezeigt werden konnte [67]. Uber die Funktion der B-Form
Ist auch beim Uroguanylin nichts bekannt.

2.7 Differentielle Struktur-Aktivitats-Beziehungen von Peptidhor monen

Mit Hilfe von Strukur-Aktivitéts-Beziehungen lassen sich Interaktionen von Hormonen mit
ihren Rezeptoren charakterisieren. Im Falle von Peptiden konnen essentielle Segmente fiir die
Rezeptor-Erkennung und -Aktivierung durch verschiedene Modifikationen in einzelnen
Sequenzabschnitten identifiziert werden. Dabel konnen die Veranderungen entweder in

kompletten Teilbereichen des Peptides vorgenommen werden (Segmentaustausch) oder durch
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einen systematischen Aminosdureaustausch erfolgen (Scanning). Das Scanning kann durch
einen Austausch von L- in D-Aminosduren, durch eine Mutation gegen L-Alanin oder durch
weitergehende Austausche erfolgen. Bei einem L-Alaninscan werden systematisch ale
variablen Aminosduren eines Peptides gegen L-Alanin ausgetauscht. Durch einen solchen L-
Alaninscan kann der Einflul? einzelner Seitenketten auf die Rezeptor-Ligand-Interaktion auf
molekularer Ebene ermittelt werden. Dies ist eine essentielle Voraussetzung fur die
Entwicklung antagonistischer Molekile, die an pharmakologisch wichtigen Rezeptoren
binden, diese jedoch nicht aktivieren. Durch einen D-Aminosaurescan wird das
Peptidrickgrat an der Stelle, an der die D-Aminosaure eingebaut wird, empfindlich gestort.
Es kdénnen also auch hierbei einzelne Bereiche innerhalb eines Peptides identifiziert werden,
die fur eine Rezeptor-Ligand-Interaktion verantwortlich sind. Ein Nachteil bel einem D-
Aminosdureaustausch ist allerdings der Preis der D-Aminosauren. In einem starren kleinen
Peptidgerist wie im Guanylin kdénnen solche D-Aminosaureaustausche die Struktur des
Peptides sehr stark verandern, so dal3 die Peptide mdglicherweise gar nicht mehr an ihren
Rezeptor binden kénnen. Es wurden Struktur-Aktivitats-Beziehungen von einer ganzen Reihe
von Peptidhormonen durchgefihrt. Genannt seien in diesem Zusammenhang nur das NPY
und das Galanin [68, 69]. Bel diesen Peptiden ist es heutzutage relativ einfach durch den
Einsatz von multiplen Peptidsynthesizern in kurzer Zeit viele Derivate in ausreichender
Menge zu synthetisieren, um Bioassays und Rezeptor-Bindungs-Studien durchzuftihren, da
sie Uber keine Disulfidbricken verfligen.

Struktur-Aktivitats-Untersuchungen  von  cyclischen  Peptiden sind  wesentlich
zeitaufwendiger, da nach der Synthese des Rohpeptides noch weitere chemische Reaktionen
durchgefiihrt werden missen, die eine chromatographische Reinigung erfordern und deshalb
mit Substanzverlusten einhergehen.

Durch chemische Veranderungen an Peptiden ist es mdglich, fir bestimmte Systeme
Rezeptorantagonisten zu designen. Dies ist jedoch nur maglich, wenn Chemiker mit Biologen
eng zusammenarbeiten, denn biologische Testsysteme, die quantitativ die Aktivierung oder
Blockierung von Rezeptoren aufzeigen, sind fir dieses Unterfangen unverzichtbar. Auch
biophysikalische Studien wie die NMR-Spektroskopie von Peptiden und Proteinen sind in
diesem Rahmen nicht zu vernachldssigen. In quantitativen Struktur-Aktivitdts-Relationen
(QSAR) wird durch den Vergleich biologischer Daten bestimmter Substanzklassen mit
strukturellen Daten Uber Computeranalysen versucht, Pharmakophore zu modellieren. Dazu
muf3 der aktive Teil des Proteins nicht unbedingt bekannt sein, sondern es wird Uber "receptor

mapping techniques' ein hypothetisches Modell des aktiven Bereiches erstellt. Anschlief3end
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werden Substanzbanken generiert, die dem Modell gentigen. Diese Banken werden dann an
biologischen Testsystemen untersucht. Solche rationalen Analysen sind von unschétzbarem

Wert fUr die chemische Synthese von méglichen Rezeptorantagonisten.
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3. Problemstellung

Der durch die endogenen Liganden Guanylin und Uroguanylin aktivierbare Rezeptor
Guanylatzyklase-C ist an der Regulation des intestinalen Elektrolyt- und Wasserhaushaltes
wesentlich beteiligt. Da er auch durch Enterotoxine pathogener Bakterienstdmme stimuliert
wird und so akute sekretorische Diarrhden verursacht, ist er ein pharmakologisch wichtiges
Zielprotein fir die antagonistische Blockierung. Wesentliches Ziel dieser Arbeit ist es daher,
eine differentielle Struktur-Aktivitdts-Beziehung zwischen den Liganden Guanylin und
Uroguanylin und dem Rezeptor GC-C aufzustellen.

Es sollen zunédchst beide Peptide in Hinsicht auf essentielle Aminosduren fir die
Rezeptoraktivierung durch Bestimmung von intrazellul&rem cGMP charakterisiert und mit
STa verglichen werden. Hierzu sollen die variablen Aminosduren von Guanylin und
Uroguanylin jewells systematisch gegen L-Alanin ausgetauscht werden, um so den Beitrag
der verschiedenen Seitenketten zur Rezeptoraktivierung zu ermitteln. Im Anschluf? daran soll
die Bedeutung der eingefiihrten Mutationen fir die Rezeptorbindung mittels Verdrangung von
12| _markiertem STa an die GC-C untersucht werden. Die Ergebnisse sollen auch eine
Aussage dartiber erlauben, ob die beiden Peptide ihren Rezeptor gleichsinnig binden oder ob
sie moglicherweise unterschiedliche Rezeptorbindungsstellen besitzen. Die hierflr bendtigten
Peptide sollen mittels Festphasenpeptidsynthese (SPPS) unter Anwendung der Fmoc-
Schutzgruppentechnik synthetisiert werden. Die Einfiihrung der beiden Disulfidbriicken in die
Peptide wird regioselektiv unter Verwendung des orthogonalen Schutzgruppenpaares
Trt/Acm erfolgen. Die so dargestellten bizyklischen Peptide sollen auch in Bezug auf das
Phanomen der topologischen 1somerie untersucht werden, um einzelne Sequenzpositionen zu
charakterisieren, die fir die Interkonverson von Bedeutung sind. Weiterhin soll die
Bedeutung der Prosequenz von Guanylin fir die biologische Aktivitét und die Ausbildung der
nativen Disulfidverbriickung untersucht werden.

Durch die erzielten Ergebnisse wird ein genaueres Verstandnis der Interaktion des
medizinisch relevanten Rezeptors Guanylatzyklase-C mit seinen Liganden auf molekularer
Ebene erwartet, welches von grundlegender Bedeutung fir die Entwicklung peptiderger oder
nicht-peptiderger Rezeptorantagonisten zur Behandlung sekretorischer Diarrhden ist.
Weiterhin wird ein Einblick in die Ligand-Rezeptor-Aktivierung der anderen Rezeptoren aus
der Familie der Guanylatzyklasen erwartet, die moglicherweise auf einem ahnlichen Prinzip
beruht.
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4. M aterial & Methoden

4.1 Peptidsynthesen

Fmoc-geschiitzte Aminosauren wurden in der natirlich vorkommenden L-Konfiguration
verwendet. Bezogen wurden sie von Orpegen (Heidelberg) oder Perseptive Biosystems
(Wiesbaden). Folgende Aminosauren wurden eingesetzt: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(Acm)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-
Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH. Fir die Festphasensynthesen der Guanylin- und Uroguanylin-

Derivate wurden folgende Reagenzien verwendet:

Harze: TentaGel-S-Trt-Cys(Acm)-Fmoc ~ Rapp Polymere, Tubingen
TentaGel-S-PHB-Cys(Trt)-Fmoc  Rapp Polymere, Tubingen
Fmoc-Cys(Trt)-Wang Harz Novabiochem, Bad Soden
TentaGel-S-Trt-Leu-Fmoc Rapp Polymere, Tubingen
Fmoc-Leu-Wang Harz Novabiochem, Bad Soden
H-Leu-2-CI-Trt-Harz Novabiochem, Bad Soden
H-Ala-2-Cl-Trt-Harz Novabiochem, Bad Soden
H-Cys(Acm)-2-Cl-Trt Harz Novabiochem, Bad Soden

Synthesereagenzien: Essigsaure Merck, Darmstadt
Essigsdureanhydrid Merck, Darmstadt
N,N-Diisopropylethylamin Merck, Darmstadt
DIPEA (fur ABI 433) Perkin Elmer/ABI, Weiterstadt
Ethandithiol Merck, Darmstadt
lod Fluka, Neu-Ulm
HBTU Perkin-Elmer/ABI, Weliterstadt
1-Hydroxybenzotriazol Fluka, Neu-Ulm
N-Methyl-2-pyrrolidinon Merck, Darmstadt
Trifluoressigsaure Merck, Darmstadt

Piperidin Merck, Darmstadt



4. Material & Methoden 20

Alle weiteren Synthesereagenzien wurden in p.a. (pro analysi) Qualitét verwendet und von
Merck (Darmstadt) oder Fluka (Neu-Ulm) bezogen. Wasser wurde in deionisierter Form
(Milli-Q-Plus, Millipore) verwendet.

4.1.1 Festphasensynthese von Guanylin- und Uroguanylin-Derivaten

Die linearen Peptide wurden mit einem automatischen Peptidsynthesizer 433A (Perkin
Elmer/ABI) synthetisiert. Ausgegangen wurde dabel von 0,1 mmol des vorbeladenen Harzes.
Alle Aminosiuren wurden in zehnfachem Uberschul? eingesetzt. Die Aktivierung der
Aminoséuren erfolgte mit 9 eq. HBTU/HOBt und 20 eq. DIPEA in NMP. Cys'®’ und Cys™®
wurden Acm-geschiitzt eingesetzt, wahrend Cys'® und Cys'? Trt-geschiitzt waren
(Numerierung bezogen auf Guanylin-(101-115)). Die Reihenfolge der Cysteinschutzgruppen
wurde fur die Uroguanylinsynthese entsprechend gewéhlt. Fir die letzten drei
Kopplungszyklen wurde jeweils eine Doppelkopplung verwendet, deren Acylierungszeit auf
zwei Stunden verlangert wurde. Fir alle anderen Kopplungen wurde der FastMoc-
Standardzyklus in N-Methylpyrrolidinon (NMP) als Ldsungsmittel durchgefihrt. Nach
beendeter Synthese wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe durch Behandlung mit 20%
Piperidin entfernt.

Der FastMoc-Standardzyklus fir eine Einfachkopplung setzt sich wie folgt zusammen:

1. Fmoc-Abspaltung (wird 3-5 x durchgefihrt) 3min

2. Losen der Aminoséure in HBTU/HOBt in NMP 7,6 min
3. Waschen des Harzes mit NMP 2,5min
4. Zugabe von DIPEA und Transfer in den Reaktor 2,1 min

5. Kopplung und anschlief3endes Waschen mit NMP 9min

Die eigentliche Kopplungszeit betrégt also nur etwa 9 min. Eine Doppelkopplung setzt sich
aus zwel Einzelzyklen zusammen, wobel dem zweiten Zyklus die initiale Fmoc-Abspaltung
fehlt. Auf diese Weise kann die Acylierung zweimal mit frisch geldsten Synthesereagenzien
durchgeftihrt werden.

Das so erhaltene geschiitzte Peptidylharz wurde in eine Glasfritte Uberfuhrt, jeweils zweimal
mit NMP, 2-PrOH, NMP und TBME gewaschen und im Exskkator getrocknet. Zur
Abspaltung des Peptides vom Harz und zur Entfernung der saurelabilen Schutzgruppen wurde
das harzgebundene Peptid mit einer frisch angesetzten Abspatmischung bestehend aus
TFA/EDT/H20 (94:3:3, v/viv) fur mindestens drei Stunden bei Raumtemperatur geschttelt.
Pro 100 mg Harz wurden 2 ml Abspaltlésung verwendet. Anschlief3end wurde die Suspension
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uber eine Glasfritte (G2) filtriert und das Peptid durch Zugabe von eisgekiihltem TBME aus
dem Filtrat ausgefdlt. Das Harz wurde mit wenig TFA gewaschen und das ausgefallene
Rohpeptid wurde zentrifugiert. Zur Entfernung der scavenger wurde das Rohmaterial noch
dreima in MTBE resuspendiert, zentrifugiert und dekantiert. Anschlieffend wurde das
Rohpeptid im Exsikkator getrocknet und in dieser Form zur Luftoxidation eingesetzt.

4.1.2 L uftoxidation zur Bildung monozyklischer Peptide

Die linearen reduzierten Derivate von Guanylin und Uroguanylin wurden in Wasser (0,5
mg/ml) gelést. Grobes, schwer |6diches Material wurde mittels Ultraschallbehandlung
zerkleinert. Der pH-Wert der Lésung wurde mit 1 M NHs auf ungefdhr 8 eingestellt.
Anfanglich unldsliches Material |6ste sich im Laufe weniger Stunden. Die L 6sung wurde so
lange unter Lufteinwirkung heftig durchmischt, bis kein freies Thiol chromatographisch oder
massenspektrometrisch mehr nachzuweisen war. Nach etwa 2 Tagen Luftoxidation wurde die
Losung mit Eisessig angesauert, und der entstehende Niederschlag wurde abfiltriert. Das
Filtrat wurde durch préparative RP-HPLC (Séule Prép. 1) gereinigt. Fraktionen, die das
monozyklische Intermediat in homogener Form enthielten (nachgewiesen durch analytische
RP-HPLC und ES-MS), wurden vereinigt, lyophilisiert und zur Einfihrung der zweiten

Disulfidbriicke verwendet.

4.1.3 lodoxidation monozyklischer, Cys(Acm)-geschiitzter Peptide

Die oxidative Abspaltung der Acm-Gruppen unter direkter Bildung einer zweiten
Disulfidbricke wurde fir alle Guanylin- und Uroguanylin-Derivate mit identischen
Versuchsparametern durchgefiihrt. Das monozyklische Edukt wurde in Eisessig/0,1 M wassr.
HCI (4:1, pH 2, 0,5 mg/ml) gelést. 20 eq. (bezogen auf zwel Acm-Gruppen) einer frisch
angesetzten 0,05 M lod-L6sung in Eisessig wurden hinzugegeben, und die Reaktionsldsung
wurde 60 min gerdhrt. Nach beendeter Reaktion wurde das Uberschissige lod durch
Zutropfen von frisch angesetzter 0,1 M Ascorbinsaure reduziert, bis sich die Reaktionsldsung
entfarbte. Die Lésung wurde mit Wasser auf das vierfache Volumen verdinnt und sofort
durch praparative RP-HPLC (Saule Prép. 2) bei 25°C Saulentemperatur gereinigt. Fraktionen,
die die bizyklischen Endprodukte enthielten, wurden vereinigt und lyophilisiert. Beim
Uroguanylin wurden die Fraktionen, die nur ein Stereocisomer enthielten, vereinigt und
lyophylisiert. Falls bei der HPLC-Analyse unter Standardbedingungen nur ein Uroguanylin-

Isomer detektierbar war, wurde die préparative Chromatographie bei einem pH von 7
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wiederholt, wodurch auch diese Uroguanylin-lsomeren getrennt werden konnten (siehe 4.2,
Abschnitt "RP-HPLC").

4.1.4 I solierung von Proguanylin aus Hamofiltrat

Das zirkulierende 94 Aminosduren lange Proguanylin wurde aus einer Peptidbank aus
Hamofiltrat mittels RP-HPLC auf einer C18-Saule (Prap. 3) mit einem Gradienten von 30-
80% Eluens B (Standard Laufmittel) in 50 min aufgereinigt [70]. Die Reinheit der Fraktionen
wurde mittels analytischer RP-HPLC, ES-MS-Analyse und Kapillarzonenelektrophorese
(CZE) Uberpriift. Fraktionen, die Proguanylin in hochreiner Form enthielten, wurden vereinigt
und lyophilisiert. MW (berechnet): 10.337 Da; ES-MS [M+H]: 10.336 Da

4.1.5 Essigsaur espaltung von Proguanylin

50 pg Proguanylin wurde in 100 pul 1 M HOAc fur 5, 10, 20, 40 und 60 min bel 95°C
inkubiert. Die Reaktionen wurden durch Einfrieren in flissigem Stickstoff gestoppt, und
anschlieffend wurden die Proben Iyophilisiert. Das Lyophilisat wurde in 50 pl H,O
aufgenommen und im cGMP-Bioassay getestet. AnschlieRend wurden die Proben durch
HPLC bel einer Saulentemperatur von 11°C (Saule Analyt. 2) (Gradient 20-80% B in 30 min)
und Massenspektrometrie (ES-MS und MALDI-MYS) analysiert.

4.1.6 Reduktion und oxidative Faltung von Guanylin und Proguanylin

500 pug Proguanylin, Guanylin-(53-115) oder Guanylin-(101-115) wurden mit 500 eq. DTT in
einem 100 mM NH4HCOs-Puffer (pH 8,3) fir 2-3 h bei 60°C reduziert. Die reduzierten
Peptide wurden Uber HPLC gereinigt (Saule Prép. 3) und mittels ES-MS analysiert.
Fraktionen, die die reduzierten Peptide enthielten, wurden vereinigt und lyophilisiert.

Fir die oxidative Rickfaltung wurden 250 pg der reduzierten Peptide in 5 ml 100 mM
NH4HCOs-Puffer mit 2 mM EDTA (pH 8,3) geldst. Dies ergab eine Endkonzentration von 50
png/ml. Die Oxidationsprodukte wurden nach einer Reaktionszeit von ca. 18 h mittels HPLC
(Saule Analyt. 2) analysiert. Der Einflul3 verschiedener Pufferzusdtze auf die Faltung wurde
untersucht (Tabelle 8). Fir die Untersuchung der Produkte der Proguanylin-Faltung wurde der
bei der HPLC-Analyse auftretende, neu entstandene Peak gesammelt, lyophilisiert und einer
Essigsdurespaltung unterzogen, um den C-Terminus aus 15 Aminosauren vom Rest des
Prohormones abzuspalten. Die nach der Spaltung entstandene Mischung aus Disulfidisomeren
von Guanylin-(101-115) wurde durch RP-HPLC analysiert.
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4.1.7 Enzymatische Dar stellung von Guanylin-(53-115)

1,5 mg Proguanylin wurden mit 15 pg Endoprotease Lys-C (Boehringer Mannheim,
Mannheim) in 600 pl 0,1 M TrissHCI (pH 8) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 30 min
wurde die Reaktion durch Zugabe von TFA gestoppt und die Mischung Uber RP-HPLC
(Saule Prép. 3) aufgereinigt. Nach Analyse mittels ES-MS und HPL C wurden die Fraktionen,

die Guanylin-(53-115) in reiner Form enthielten, vereinigt und lyophilisiert.

4.2 Analytische M ethoden

4.2.1 Rever sed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPL C)

Fir die Flissigkeitschromatographie wurden Systeme der Firmen Kontron (Eching) und
Chemdata (Sinsheim) verwendet. Zur analytischen bzw. prgparativen Trennung wurden
verschiedene Saulen in Abhangigkeit der zu trennenden Produktmenge eingesetzt. Es wurden
Folgende HPLC-Saulen der Firmen Vydac (Hesperia, Kalifornien) und Machery & Nagel
(Diren) benutzt:

Vydac C18, 47x300 mm, 300 A 15-20 um, FluRrate 50 ml/min  (Saule Prap. 1)
Vydac C18, 20x250 mm, 300 A, 5 um, FluRrate 7 ml/min  (Saule Prép. 2)
Vydac C18, 10x250 mm, 300 A, 5 um, FluRrate 3ml/min  (Saule Prép. 3)
Vydac C18, 4.6x250 mm, 300 A, 5 um, FluRrate 0.8 mi/min  (Séule Analyt. 1)
C18 PPN, 2x250 mm, 100 A, 5 um, FluRrate 0.2 mi/min  (Séule Analyt. 2)

(Machery & Nagel)

Als Laufmittel wurde standardmédig eine 0,08%ige TFA-LOsung (Eluens A) und eine
0,06%ige TFA-Losung in 80% Acetonitril/H,O (Eluens B) eingesetzt. Fur schwierigere
Trennungen wurde ein pH 7-Puffersystem eingesetzt: Eluens A, 20 mM Phosphat in H»0,
pH 7, Eluens B, 20 mM Phosphat in 60% Acetonitril/H,O. Zur Anayse der
Uroguanylininterkonversion wurde folgendes Puffersystem eingesetzt: Eluens A, 10 mM
NH4OAc in H0, pH 5,7; Eluens B, 10 mM NH4OAc in 80% Acetonitril/H20.
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Zur Aufreinigung der monozyklischen Peptide und Endprodukte wurde folgender Gradient
benutzt: 20-50% Eluens B in 60 min. Die chromatographischen Aufreinigungen mit dem pH
7-Puffer wurden mit einem Gradienten von 10-40% Eluens B in 60 min durchgeftihrt. Alle
analytischen HPL C-L aufe wurden, soweit nicht anders angegeben, mit einem Gradienten von
10-70% Eluens B in 60 min durchgefihrt. Fur analytische HPL C-Laufe wurde gradient grade
Acetonitril (Merck) verwendet und fir die préparative Chromatographie Acetonitril in
prepsolv-Qualitét (Merck). Die eingesetzte TFA war immer von gradient grade Qualitét
(Merck).

4.2.2 Elektrospray-Quadrupol-M assenspektrometrie

Die Elektrospray-Massenspektren wurden auf einem Elektrospray-MS (Perkin Elmer, Sciex
APl 100, Biomolecular Mass Analyzer) aufgenommen. Ein Aliquot einer lyophilisierten
Probe oder einer HPL C-Fraktion wurde in 100 pl 50% MeCN in H>O mit 0,2% Ameisensaure
gelost und in eine 100 ul-Spritze aufgezogen. Die Probe wurde dann Uber eine Kapillare
(fused silica, @ 75 um) mit einem Flul3 von 5 ul/min in die Elektrospray-lonenquelle
eingebracht. Die lonen wurden in dem mit Polypropylenglycol geeichten Quadrupol-
Massenspektrometer getrennt. Die Messungen wurden mit dem Programm LC2-TUNE
(Perkin Elmer) durchgefiihrt, die Auswertung der Spektren erfolgte Uber das Programm
BioMultiView (Perkin EImer).

4.2.3 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die MALDI-Massenspektren  wurden auf enem  Reflectron  MALDI-TOF-
Massenspektrometer (Voyager, Perseptive Biosystems, Houston, TX) aufgenommen. Die
lyophilisierte Probe wurde in MeCN mit 0,1% TFA im Verhdltnis 1:1 aufgenommen, so dai3
eine Konzentration zwischen 10 fmol/ul und 10 pmol/ul resultierte. Anschlief3end wurde 1 pl
der Probenlosung mit 1 ul der in MeCN gelosten Matrixsubstanz auf dem Probentrager
vermischt und an der Luft getrocknet. Als Matrixsubstanzen wurden 3-(4-Hydroxy-3,5-
dimethoxy-phenyl)-acrylsdure oder 3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsaure (Sinapinsdure)
verwendet. Die Proben wurden durch einen Laserstrahl im Massenspektrometer ionisiert und
mit 25 kV in Richtung des Detektors beschleunigt. Die Steuerung des Spektrometers und die
Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm Voyager Biospectrometry Workstation
(Perseptive Biosystems).
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4.2.4 Chymotrypsin-Spaltung von bizyklischen Guanylin-Disulfidisomeren

Die nach der oxidativen Faltung von Guanylin erhaltenen Peptide wurden zur Uberpriifung
des Disulfidmusters mit 2,5 pg Chymotrypsin in 50 pl eines 0,1 M Tris-HCI-Puffers mit 10
mM CaCl, (pH 7,8) fur 20 h bel Raumtemperatur umgesetzt. Die erhaltene
Reaktionsmischung wurde tUber C18-HPLC (Saule Anayt. 2) analysiert, die resultierenden
Peaks fraktioniert und das Molekulargewicht mittels ES-M S bestimmt.

4.2.5 K apillar zonenelektrophorese (CZE)

Die Elektropherogramme wurden mit einer Biofocus 3000-Anlage der Firma Bio-Rad
(MUnchen) aufgenommen. Es wurde eine beschichtete Kapillare mit einer Lénge von 40 cm
(BioCap LPA, Coated Capillary, Bio-Rad) mit einem Innendurchmesser von 50 um
verwendet. Vor der Messung wurde die Kapillare jeweils mit H,O gespiilt und anschliefzend
mit dem verwendeten 0,1 M Phosphatpuffer, pH 2,5 (Bio-Rad) aquilibriert. Die salzfreien
Proben wurden durch Druckinjektion (20 psi/sec, 20 sec) eingebracht. Alle Messungen
erfolgten bel konstanter Stromstéarke (250 pA), einer Detektionswellenlénge von 200 nm und

innerhalb von 30 min.

4.2.6 Gelelektrophorese

Fir die Gelelektrophorese wurden Tricingele in Gelelektrophoresekammern der Firma Bio-
Rad eingesetzt [ 71]. Die Elektrophorese erfolgte bei 150 V fur 1,5-2 h. Anschlief3end wurden
die Gele mit Coomassie (1% Coomassie brilliant blue, 25% Isopropanol, 7% Eisessig in
Wasser (w/viviv)) fur 2-4 h angefarbt, mit H,O/Essigsdure/Methanol (70:30:10) gewaschen

und mit 5% Essigsaure konserviert.

4.2.7 Aminosdureanalyse (ASA)

Die Aminosaureanalyse zur Bestimmung des Peptidgehates wurde mit einem Aminoquant
1090L Analysator (Hewlett-Packard, Waldbronn) durchgeftihrt. Hierbei wurden die Peptide
einer sauren Hydrolyse unterworfen. Es wurden genau ausgewogene Mengen (ca. 100 pg) der
Peptide eingesetzt. Die Hydrol yse wurde in einem evakuierten Réhrchen in Gegenwart einer 6
N HCl 90 min be 150°C durchgefihrt. Als interner Standard fir die folgende C18-
Chromatographie wurden Sarkosin und Norvalin zugesetzt.
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4.2.8 Aminosaur esequenzanalyse

Die Sequenzanalyse beruht auf der von Edman entwickelten Methode des schrittweisen N-
terminalen Abbaus der einzelnen Aminosduren durch Reaktion mit Phenylisothiocyanat
(PITC) unter Bildung von Phenylthiohydantoin(PTH)-Derivaten [72]. Die Sequenzanayse
der Peptide wurde mit einem vollautomatischen Gasphasen-Protein-Sequenzer Modell 473A
(Perkin Elmer/ABI) durchgefihrt. Zundchst wurde das in H>O gelGste Peptid auf eine
Polybrene-beschichtete Glasfasermembran (Whatman) aufgetragen. Die PTH-Derivate
wurden Uber ein RP-HPLC-System getrennt. Nach der Methode von Lottspeich kénnen die
hierbei getrennten Aminosdurederivate durch Vergleich mit einem Standard, der die PTH-

Derivate der nattirlichen Aminosduren enthdlt, eindeutig identifiziert werden [73].

4.2.9 GrolRenausschlu3-Chromatographie (SEC)

Zur Bestimmung des Oligomeriserungszustandes von Proguanylin  wurde ene
GrolRenausschlul3-Chromatographie auf einem Smart-System (Pharmacia, Freiburg) unter
Verwendung einer Superdex 75 PC 3.2/30 Saule (Pharmacia, Freiburg) mit einer Flul3rate von
40 pl/min durchgefiihrt. Die UV-Detektion erfolgte durch Messung der Absorption bei 214
nm. Proguanylin wurde in vier verschiedenen Konzentrationen (1 uM, 0,01 mM, 0,1 mM und
1 mM) untersucht. Es wurden zwei verschiedene Puffersysteme verwendet, zum einen ein 50
UM Tris-HCI, 0,2 M NaCl Puffer (pH 7,4) und zum anderen ein 0,1 M Phosphat, 0,1 M NaCl
Puffer (pH 5). Zur Kalibrierung wurde eine Mischung aus Rinderserumalbumin (67 kDa),
Ovalbumin (43 kDa), Chymotrypsinogen A (24 kDa) und Ribonuklease A (13,7 kDa)
verwendet (Pharmacia, Freiburg). Der Verteillungskoeffizient K, wurde mit folgender

Gleichung bestimmt:

Dabei ist Ve das Elutionsvolumen, V: das Saulenvolumen und V, das Ausschluf3volumen der
Saule. Der Verteilungskoeffizient ist direkt proportiona zum Logarithmus des
Molekulargewichtes. Anhand der resultierenden Eichgerade kann das Molekulargewicht der

zu untersuchenden Probe bestimmt werden.
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4.2.10 Kernmagnetische Resonanzspektr oskopie (NMR)

Alle NMR-spektroskopischen Strukturuntersuchungen wurden in Zusammenarbeit mit
Professor Paul Rosch am Lehrstuhl fir Struktur und Chemie der Biopolymere, Universitéat
Bayreuth, von Dr. Ute C. Marx durchgefuhrt.

Eine detaillierte Durchfihrung der NMR-Messungen und Strukturberechnungen fir
Proguanylin wurde bereits veroffentlicht [74]. Die NMR-Spektren wurden an einem Bruker
DRX600-Spektrometer bei 284 und 293 K mit einer spektralen Bandbreite von 6613,8 Hz und
mit 4096 x 512 oder 700 Datenpunkten unter Standardbedingungen aufgenommen [75].
Proguanylin wurde mit einer Peptidkonzentration von 2,4 mM in H,O/D»0 (9:1, v/v, 500 pl),
pH 3,3 gemessen. Die Prozesserung und Auswertung der Spektren erfolgte mit dem
Programmpaket NDee (SpinUp, L tinen).

4.2.11 Circulardichroismus (CD)

CD-Spektren wurden bei 19,8°C in einer 0,1 cm-Zelle und einem Wellenléngenbereich von
250 bis 190 nm mit einer Aufnahmegeschwindigkeit von 20 nm/min aufgenommen. Es wurde
ein Jasco J 600A CD-Spektropolarimeter verwendet. Die Proguanylinkonzentration fur die
Messungen betrug 7 uM in Wasser. Die Spektren wurden zehnmal aufgenommen und der
Mittelwert gebildet. Als Referenzprobe diente Wasser.

4.2.12 cGM P-Bioassay

Zur Detektion der Bioaktivitéat der synthetischen Peptide wurde die T84-Zellinie verwendet.
Diese exprimiert von den in der Literatur bekannten Guanylatzyklasen ausschliefdlich die GC-
C [76]. Die Erhohung der cGMP-Konzentration innerhalb dieser Zellen ist somit ein
indirektes, aber spezifisches Mal3 fur die Aktivierung dieses Rezeptors [39]. Zunéchst wurden
unterschiedlich konzentrierte Lésungen der synthetischen Peptide (10°-10° M) angesetzt. Die
Konzentrationen bezogen sich auf den vorher bei der ASA ermittelten tatsdchlichen
Aminosduregehalt der Proben. Kultivierte humane Kolonkarzinomzellen (T84) wurden bel
37°C fur 45 min in Gegenwart des Phosphodiesteraseinhibitors IBMX (1 mM, Sigma) mit den
Peptidproben inkubiert. Die Nahrlésung fur die T84-Zellen setzte sich folgendermalien
zusammen: DMEM/HAM'SF12 1:1 mit Hepes-Puffer + 1% L-Glutamin + 05 ml
Penicillin/Streptomycin pro 100 ml Medium. Anschlief3end wurden die Zellen in Ethanol bel
-20°C tiefgefroren, wobei sie lysiert wurden. Alle Proben wurden in zwei unterschiedlichen
Wells doppelt gemessen. Die Menge des intrazellulér gebildeten cGMP wurde anschlief3end
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durch einen spezifischen cGMP-Radioimmunoassay (RIA) oder durch einen spezifischen
ELISA (IHF, Institut fir Hormon- und Fortpflanzungsforschung GmbH, Hamburg) detektiert
[77]. Im RIA und im ELISA wurden pro cGMP-Probe jeweils Doppelwerte gemessen. Die
gualitativen Ergebnisse des ELISA und desRIA sind vergleichbar.

4.2.13 Rezeptorbindungsstudien

Alle Rezeptorbindungsstudien wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Yuji Hidaka von der
Arbeitsgruppe von Professor Yasutsugu Shimonishi (Institute for Protein Research, Osaka
University, Japan) durchgeftihrt.

Die spezifische Bindung der Peptide an GC-C wurde an Membranpraparationen von 293T-
Zellen, die mit der Guanylatzyklase-C stabil transfiziert sind, gemessen [78]. 20 pl einer
6x10° M Losung der Peptide wurden mit 60 pl PBS, 10 pl radioaktiv markiertem heat-stable
Enterotoxin (**°I-STp-(4-17)) und 30 pL der membranpraparierten GC-C fir 1 h bei 37°C
inkubiert (Peptidendkonzentration 1x10° M) [79]. AnschlieRend wurden die Proben
eisgekihlt, und die Membranen wurden auf einem GF/C-Filter (Whatman) konzentriert. Die
Filter wurden mit PBS gewaschen und die Radioaktivitét wurde im Gamma-Zahler gemessen.

Es wurden jeweils Doppelwerte gemessen.
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5. Ergebnisse

5.1 Peptidsynthesen

Die Peptide wurde mittels der von Merifield entwickelten Festphasenpeptidsynthese an
polymeren Trégerharzen synthetisiert [80]. Der Aufbau der Peptidkette beginnt am C-
Terminus des Peptides. Die Aminosauren werden N-terminal mittels der basenlabilen
Schutzgruppe Fmoc geschiitzt, die sich durch Piperidin abspalten 18(%. Zur Aktivierung der
Carboxylfunktion wird HBTU eingesetzt, welches die Aminosdure zu einem Aktivester
umwandelt. Dieser reagiert mit der freilen Aminofunktion der am Harz gebundenen
Peptidkette unter Ausbildung der Peptidbindung. Nach erfolgtem Kettenaufbau wird das
Peptid mit TFA vom Tréagerharz abgeltst, wobei auch gleichzeitig die siurelabilen
Seitenkettenschutzgruppen entfernt werden. Das so erhatene Rohpeptid mit zwei freien
Thiolfunktionen wird durch Luftoxidation zum Monozyklus oxidiert. In einer zweiten
Oxidation werden anschlief3end die beiden Acm-geschitzten Cysteine verbrickt, wodurch
bizyklische Peptide erhalten werden.

5.1.1 Synthese von Guanylin-Derivaten

Guanylin war schon langer in synthetischem Sinne als "schwierige Sequenz” bekannt, d.h. im
fortschreitenden Verlauf der Festphasensynthese traten zunehmend Fehlsequenzen auf. Im
Laufe dieser Arbeit zeigte sich, dal3 es von Vorteil war, die letzten drei Aminosduren in der
Guanylinsequenz, Pro-Gly-Thr, doppelt und mit erhohter Acylierungszeit zu koppeln, well
vermutlich durch Aggregation die Solvatation der Peptidkette im Laufe der Synthese abnahm.
Wurden diese Doppelkopplungszyklen nicht verwendet, so traten gehduft Fehlsequenzen im
Rohprodukt auf, was die Ausbeuten drastisch reduzierte. Die Einfuhrung eines hydrophoben
Alanins in das ohnehin eher hydrophobe Guanylin wirkte sich abhéngig von der Position der
Substitution negativ auf die Gesamtausbeute aus. Auf der Stufe der linearen Rohpeptide war
die Loslichkeit der Peptide im pH-Bereich von 2-7 sehr gering.
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Abbildung 8: HPLC-Analytik von Guanylin-(101-115). (A): lineraes Rohpeptid in Essigsdure/Acetonitril;
(B): Rohpeptid nach 1 Tag Luftoxidation in Wasser bel pH 8.

Es war nicht moglich, eine aussagekréftige RP-HPLC-Analytik der Rohpeptide
durchzuftihren, was mdglicherweise auf die freien Thiolfunktionen zurtickzufiihren ist. Bei
der ES-MS-Analyse bereiteten die freien SH-Gruppen jedoch keine Schwierigkeiten. Deshalb
wurde zur Charakterisierung der Syntheseprodukte die HPLC-Analytik nach der Einflhrung
der ersten Disulfidbriicke herangezogen, da es auf dieser Stufe méglich war, aussagekréaftige
Chromatogramme zu erhalten. Fehlsequenzen in den Rohprodukten duf3erten sich haufig in
sehr dicht beieinander eluierenden HPLC-Peaks, was die prdparative Aufreinigung einiger
Derivate des L-Alaninscans von Guanylin erschwerte. Als haufigste Fehlsequenzen sollen

106
(S

hier nur die Aminosauren Thr'® und 11e'® genannt werden, die beide auf ein Cystein folgen

und B—verzweigte Seitenketten tragen.
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Tabelle 1: Aminosduresequenzen und Ausbeuten der monozyklischen Guanylinderivate des Alaninscans in gwa
90% Reinheit.

Nr. Name Peptidsequenz MW peechnet MW egms Ausbeute
[Da] [Da] [mg]
1 Guanylin PGTCEIC*AY AACTGC* 1602,6 1603,5 14,089
2  GuaAlal PGTCEIC*AYAACTAC* 1616,6 1617,0 12,16
3  GuaAla2 PGTCEIC*AY AACAGC* 1572,6 15735 11,34
4  GuaAla3 PGTCEIC*AAAACTGC* 1510,4 1510,5 20,11
5 GuaAlad PGTCEAC*AYAACTGC* 1560,5 1561,0 14,24
6  GuaAlas PGTCAIC*AY AACTGC* 1544,6 15445 5,00
7  GuaAlab PGACEIC*AY AACTGC* 1572,6 1573,0 11,85
8  GuaAla? PATCEIC*AY AACTGC* 1616,6 1616,0 10,41
9  GuaAlad AGTCEIC*AY AACTGC* 1576,6 1576,5 17,06
10 desGly'®Gua P _TCEIC*AYAACTGC* 15456 1546,0 24,50
11 Guanylin DPNTCEIC*AY AACTGC* 1774,7 1774,0 1,739
(Ratte)
12 Guanylin PGTCEIC*AY AACTGC* 1602,6 1603,5 22,58®

@ Nach zwe chromatographischen Reinigungsschritten mit Phosphatpuffer und anschlieRender Entsalzung,
® Synthese am 2-CI-Trt-Harz, © nach zwei chromatographischen Aufreinigungen mit Standardpuffer,
@ Synthese am TentaGe-Harz; C* = Cys(Acm); die nicht markieten Cysteinreste sind jeweils
disulfidverbriickt.

Die mesten Synthesen muften doppelt durchgefihrt werden, weil der Anteill an
Fehlsequenzen zu grofld war und kein sauberes Produkt erhalten wurde. Rattenguanylin 16mer
(Tabelle 1, Nr. 11) mufdte sogar zweima mit einem Phosphatpuffer bel pH 7 aufgereinigt
werden, da es zu viele Verunreinigungen aufwief3. Fur das originale Guanylin wurde
zusdtzlich zu den an TentaGel durchgefiihrten Synthesen eine Darstellung an einem 2-Cl-Trt-
Harz durchgefiihrt. Die Ausbeute des monozyklischen Produktes war dabei deutlich hoher als
bei den Synthesen am TentaGel. Dies konnte auf die Beschaffenheit des Harzes zurtickgefuhrt
werden. Fur Uroguanylin wurde eine genauere Untersuchung der Auswirkung von
verschiedenen Harztypen auf die Syntheseausbeute unternommen (siehe 5.1.2). In Tabelle 1

sind die Ausbeuten der erhaltenen monozyklischen Derivate der Guanylinpeptide aufgeftihrt.
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Tabélle 2: Sequenzen und Ausbeuten der bizyklischen synthetischen Guanylinpeptide.

Nr. Name Peptidsequenz MW peechnet MW egms Ausbeute
[Da] [Da] [mg]
1 Guanylin PGTCEICAYAACTGC 1458,6 14575 3,59
2 GuaAlal PGTCEICAYAACTAC 1472,6 14725 1,88
3  GuaAla2 PGTCEICAYAACAGC 1428,6 14285 2,75
4  GuaAla3 PGTCEICAAAACTGC 1366,4 1366,5 1,91
5  GuaAlad PGTCEACAYAACTGC 1416,5 1416,5 0,92
6  GuaAlas PGTCAICAYAACTGC 1400,6 1400,5 1,77
7  GuaAlab PGACEICAYAACTGC 1428,6 14282 3,72
8  GuaAla7 PATCEICAYAACTGC 1472,6 14725 1,89
9  GuaAlas AGTCEICAYAACTGC 1432,6 14325 2,59
10 desGly'®Gua P _TCEICAYAACTGC 1401,6 1402,8 2,40
11 Guanylin DPNTCEICAYAACTGC 1630,7 1630,5 1,18
(Ratte)
12 Guanylin PGTCEICAYAACTGC 1458,6 1457,7 5,96

Die lodoxidation der monozyklischen Acm-geschitzten Guanylinderivate verlief ohne
nennenswerte Nebenreaktionen [81]. Die Reaktionszeit von 60 min erwies sich dabei als
ausreichend, um eine quantitative Abspaltung der Thiolschutzgruppen mit anschlief3ender
Zyklisierung zu erreichen. Die Reinigung der Reaktionsmischung war nach der lodoxidation
unproblematisch, da ausschliefflich vereinigte monozyklische Peptide eingesetzt wurden. Die
Gesamtausbeuten der fir die biologische Charakterisierung benttigten Peptide lagen im
Bereich zwischen 1 und 5 mg. Wéhrend fir die Bioassays schon etwa 50-100 pg pro Peptid
ausreichen, sollten fur NMR-strukturelle Untersuchungen jedoch etwa 1,5 bis 2 mg der
Peptide vorliegen. In Tabelle 2 sind die Ausbeuten der Endprodukte der Guanylinsynthesen
angegeben.

Die bizyklischen Produkte wurden zur Charakterisierung durch HPLC bei 50°C und bei 11°C
untersucht. Alle Peptide ergaben bei 50°C einen homogenen Peak, wéhrend bel 11°C bel allen
Derivaten, aul3er bei UroAla3, zwei Peaks detektiert wurden. Um sicherzugehen, dal3 es sich
dabei um die topologischen Isomere der Peptide handelt, wurden die Peptide mit
Chymotrypsin, das hinter dem Tyrosin spaltet, behandelt und anschlieffend
chromatographisch bei 11°C analysiert. Nach Chymotrypsinbehandlung war bei alen
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Derivaten statt eines Doppelpeaks nur noch ein Peak mit einem um 18 Da erhthten
Molekulargewicht bei 11°C Saulentemperatur zu detektieren. Dies ist der eindeutige Beweis
dafur, dal3 es sich um topologische Isomeren handelt. Die bel tiefer Temperatur auftretenden
Doppelpeaks wurden zusitzlich noch fraktioniert und rechromatographiert. Uber die
Ergebnisse dieser Analysen wird ndher im Kapitel 5.2 berichtet. Das Guanylinderivat
GuaAla3, das bei der Tieftemperaturanalyse nur einen Peak zeigte, konnte nicht in der Mitte
des Peptides gespalten werden, da das Tyrosin gegen Alanin substituiert ist. Deshalb wurden
NMR-gspektroskopische Analysen mit diesem Derivat unternommen. Auch fir dieses Peptid
konnten eindeutig zwei topologische Isomeren nachgewiesen wurden, da eindeutig die zwel
charakteristischen Spinsysteme der Topoisomeren vorliegen (U. Marx, personliche

Mitteillung).

5.1.2 Synthese von Uroguanylin-Derivaten

Fir Uroguanylin wurde aufgrund der beim Guanylin gemachten Beobachtungen eine
genauere Untersuchung von Synthesen an verschiedenen Syntheseharzen vorgenommen.
Hierzu wurden drei verschiedene Harze verwendet. Die Synthese an einem TentaGel S-Trt-
Harz, bei der alle Aminosduren einfach gekoppelt wurden, brachte fast ausschliefdlich N-
terminal verkirzte Uroguanylin-Peptide hervor. Eine zweite Synthese an diesem Harz, bel der
die letzten drei Aminosauren (Asn-Asp-Asp) doppelt gekoppelt wurden und zusétzlich ein
Capping-Schritt (Acetylierung nicht umgesetzter Aminogruppen) verwendet wurde, brachte
zwar eine Verbesserung, aber der Antell an Fehlsequenzen war immer noch sehr grof3. Durch
die Verwendung eines hydrophoberen Wang-Harzes konnte die Synthese nicht verbessert
werden. Eine Synthese an einem 2CI-Trt-Harz mit Doppelkopplungen der letzten drel
Aminosduren, die zusdtzlich um 2 h verlangert gekoppelt wurden, brachte das beste Ergebnis
(Abbildung 9), so dal? in alen weiteren Synthesen vorbelegte Harze dieses Typs verwendet

wurden.



5. Ergebnisse 34

(A) JM
(B) ’/M/
©)
/ Produkt
(D)
10 20 30 40
Zeit [min]

Abbildung 9: Verglech der Uroguanylinsynthesen an verschiedenen Harztypen (Analytik nach der
Luftoxidation der freien Thiolfunktionen). (A) TentaGe-S-Trt-Harz (Einfachkopplungen); (B) TentaGdl-S-Trt-
Harz (Doppekopplungen fir NDD + Capping); (C) Wang-Harz (Doppd kopplungen fir NDD); (D) 2-CI-Trt-
Harz (um 2 h verlangerte Doppée kopplungen fiir NDD).

Die Synthesen fir den L-Alaninscan des Uroguanylins verliefen insgesamt besser als die
Guanylinsynthesen  beziiglich der Qudit&t des einfach  disulfidverbriickten
Zwischenproduktes. Als problematischer Sequenzbereich sind nur die letzten drei
Aminosauren zu nennen. Die Ausbeuten der monozyklischen Peptide sind dementsprechend

etwas besser as beim Guanylin (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Peptidsequenzen und Ausbeuten der monozyklischen Uroguanylinderivate des Alaninscans in ewa
90% Reinheit.

Nr. Name Peptidsequenz MW peechnet MW egms Ausbeute

[Da] [Da] [mg]
1 Uroguanylin  NDDCELC*VNVACTGC*L 18119 1812,0 9,03
2 UroAlal NDDCELC*VNVACTGC*A 1769,8 1769,5 14,03
3 UroAla2 NDDCELC*VNVACTAC*L 18259 18255 20,52
4 UroAla3 NDDCELC*VNVACAGC*L 1781,8 17815 17,58
5 UroAlad NDDCELC*VNAACTGC*L 1783,8 17835 12,66
6 UroAlab NDDCELC*VAVACTGC*L 1768,8 1768,7 10,40
7 UroAla6 NDDCELC*ANVACTGC*L 1783,8 17835 12,40
8 UroAla7 NDDCEAC*VNVACTGC*L 1769,8 1769,3 12,96
9 UroAla8 NDDCALC*VNVACTGC*L 1753,8 17535 22,01
10 UroAla9 NDACELC*VNVACTGC*L 1767,8 17675 25,45
11 UroAlalo NADCELC*VNVACTGC*L 1767,8 17675 23,41
12 UroAlall ADDCELC*VNVACTGC*L 1768,8 1768,5 26,09
C* = Cys(Acm).

Nach der lodoxidation der Acm-geschiitzten monozyklischen Peptide entstanden beim
Uroguanylin meistens zwei Produkte mit identischem Molekulargewicht, die sich durch RP-
HPL C trennen lief3en. Besonderheiten gab es bel der lodoxidation von Uroalal, Uroala3 und
Uroala6. Hier konnte durch HPLC unter Standardbedingungen (pH ~ 2) nur ein Produkt
detektiert werden. Durch Verwendung eines Phosphat-Puffers bei pH 7 konnten aber auch
hier die beiden Isomeren detektiert und chromatographisch getrennt werden, so dal3 im
Bioassay beide Topoisomeren getrennt untersucht werden konnten. In Tabelle 4 sind die

Ausbeuten der zweifach disulfidverbriickten Endprodukte aufgelistet.
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Tabelle 4: Aminosduresequenzen und Ausbeuten synthetischer Uroguanyline.

Nr. Name Peptidsequenz MW peechnet MW egms Ausbeute
[Da] [Da] [mg]
1 Uroguanylin (A) 1668,0 2,07
2 Uroguanylin (B) NDDCELCVNVACTGCL 1667.9 1667,5 0,84
3 UroAlal (A) 1625,2 2,309
4 UroAlal (B) NDDCELCVNVACTGCA 1625,8 1624,8 1,41(3)
5  UroAla2 (A) 1681,0 1,98
6 UroAla2 (B) NDDCELCVNVACTACL 1681,9 1682,0 2,58(b)
7 UroAla3 (A) 1637,2 4,350
8 UroAla3 (B) NDDCELCVNVACAGCL 1637,8 16375 1,55(3)
9  UroAla4 (A) 1640,0 2,50
10 UroAlad (B) NDDCELCVNAACTGCL 1639,8 16395 2,00
11  UroAla5 (A) 1624,2 354
12 UroAls5 (B) NDDCELCVAVACTGCL 1624,8 1624.7 1,94
13 UroAla6 (A) 1640,0 2,079
14  UroAla6 (B) NDDCELCANVACTGCL 1639,8 1640,0 2,05(8)
15 UroAla7 (A) 1625,2 1,92
16 UroAla7 (B) NDDCEACVNVACTGCL 16258 1625,0 001
17 UroAla8 (A) 1609,2 6,47
18 UroAlss (B) NDDCALCVNVACTGCL 1609,8 1610,0 2,53
19 UroAla9 (A) 1623,5 4,02
20 UroAlad (B) NDACELCVNVACTGCL 16238 16232 4,18
21  UroAlal10 (A) 1623,2 1,28
22 UroAlalo(@®)  NADCELCVNVACTGCL 16238 16232 200
23 UroAlall (A) 1624,7 2,19¢
24 UroAlall ()  ADDCELCVNVACTGCL 1624,8 1624.7 337

@ pH 7-Reinigung und anschlieende Entsalzung; ® nach drei HPLC-Schritten (pH ~ 2); © nach zwei HPLC-
Schritten (pH ~2); (A) = Isomer A; (B) = Isomer B.

Die Ausbeuten der Uroguanylinsynthesen waren insgesamt besser als die der
Guanylinsynthesen. Es konnten von allen Peptiden die beiden 1someren getrennt und die A-
Formen in Ausbeuten isoliert werden, die sowohl eine biologische Charakterisierung der
Peptide as auch NMR-spektroskopische Untersuchungen erlaubten. Zur weiteren
Charakteriserung  der  Endprodukte  wurden diese noch  beziglich  der

| somerisierungscharakteristik untersucht (s. 5.2).
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5.1.3 Synthese von chimeren GC-C-Liganden

Guanylin, Uroguanylin und STa weichen signifikant in der Primérstruktur zwischen den
inneren Cysteinen voneinander ab. Daher wurden zusétzlich zu den L-Alaninscan-Peptiden
chimere Peptide aus Guanylin, Uroguanylin und STa dargestellt. In diesen Peptiden wurde
zum einen der zentrale Bereich aus STa in Guanylin und Uroguanylin eingesetzt und zum
anderen der mittlere Bereich aus Uroguanylin in Guanylin eingefiigt und umgekehrt. Ein
Guanylin-Derivat mit der dritten Disulfidbriicke vom STa wurde ebenfalls dargestellt. Dieses
Derivat sollte durch oxidative Faltung aus einem linearen Vorlaufermolekil mit sechs freien
Thiolfunktionen synthetisiert werden. Es konnten drei verschiedene, vollstandig verbrickte
sechs-Cystein-Guanyline isoliert werden, Uber deren Verbrickungsmuster allerdings keine
Aussage getroffen werden konnte. Die Hybride aus Guanylin, Uroguanylin und STa wurden
an 2Cl-Trt-Harzen synthetisiert. Die Ausbeuten der monozyklischen Produkte sind in Tabelle

5 zusammengefalt.

Tabelle 5: Aminosduresequenzen und Ausbeuten monozyklischer chimerer Peptidein etwa 90% Reinheit.

Nr. Name Peptidsequenz MW peechne MW egms Ausbeute
[Da] [Da] [mg]

1 Gua-Uro PGTCEIC*VNVACTGC* 1609,6 1609,5 34,24

2 Gua-STa PGTCEIC*ANPACTGC* 1579,6 1579,2 25,22

3 Uro-Gua NDDCELC*AYAACTGC*L 1804,8 1805,0 18,13

4 Uro-STa NDDCELC*VNPACTGC*L 1809,8 1809,5 35,65

C* = Cys(Acm).

Aufféllig ist, dal3 die Ausbeuten der monozyklischen Chimere alle hoher sind as die
Ausbeuten der L-Alaninderivate von Guanylin und Uroguanylin. Bel der lodoxidation der
monozyklischen Zwischenstufen entstand bel den Guanylin-Chimeren (Gua-Uro, Gua-STa)
jeweils wie erwartet ein bizyklisches Produkt. Bei den Uroguanylin-Chimeren entstanden
entsprechend zwel isomere Produkte mit identischem Molekulargewicht. Diese konnten durch
RP-HPL C voneinander getrennt werden (Tabelle 6).
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Tabelle 6;: Aminosduresequenzen und Ausbeuten der chimeren GC-C-Liganden.

Nr. Name Peptidsequenz MW peechnet MW egms Ausbeute
[Da] [Da] [mg]
1 Gua-Uro PGTCEICVNVACTGC 1465,7 1465,2 22,36
2 Gua-STa PGTCEICANPACTGC 1435,6 1434,7 5,79
3 Uro-Gua (A) 1659,7 1,779
4 Uro-Gua (B) NDDCELCAYAACTGCL 1660,8 1660,2 3,69
5 Uro-STa(A) 1665,7 11,42@
6 Uro-STa(B) NDDCELCVNPACTGCL 1665,8 1665,5 2,949

@ Nach zwei HPL C-Schritten mit Standardpuffer; (A) = Isomer A; (B) = Isomer B.

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Guanylin-Chimeren bei 11°C chromatographisch
analysiert. Gua-STa spaltete dabei in zwel Peaks auf, wahrend Gua-Uro nur eine Schulter
aushildete. Vom Gua-Uro-Chimeren wurden bisher noch keine NMR-Untersuchungen
durchgefiihrt, so dal3 nicht klar ist, ob dieses Derivat auch aus zwei Isomeren besteht.
Allerdings wurde ein entsprechendes 17 Aminosduren langes Chimer aus Guanylin und
Uroguanylin NMR-spektrometrisch untersucht [40]. Dabel wurde die Existenz von zwel
Isomeren nachgewiesen. Die Uroguanylin-Chimeren werden in Kapitel 5.2 ausfihrlicher
behandelt.

5.2 Topologische | somerie der synthetischen Peptide

Um die Auswirkungen der einzelnen Seitenkettensubstitutionen der Alaninscanderivate auf
die topologische Isomerie zu untersuchen, wurden die Guanylinderivate bei 11°C durch
HPLC analysiert. Die entstandenen Peaks wurden separiert und rechromatographiert.
Signifikante Unterschiede zum Verhalten von originalem Guanylin zeigten GuaAlal,
GuaAla2, GuaAla3, GuaAlad und desGly*Guanylin. Die HPLC-Analysen dieser Peptide
sind in Abbildung 10 dargestellt. Die Substitution Glyl14Alain GuaAlal bewirkte, dal3 die
beiden bel 11°C auftretenden Peaks wesentlich langsamer interkonvertierten. Der Austausch
Thr113Ala bewirkte eine Erhéhung der Umwandlungsgeschwindigkeit. Es war nicht méglich,

ein Isomer nach der chromatographischen Trennung anzureichern.
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Abbildung 10: Chromatographische Analysen der isomeren Interkonversion von Guanylin-Alaninscan-
Peptiden. (A) GuaAlal; (B) GuaAla2; (C) GuaAla3; (D) GuaAlad; (E) desGly'®™Guanylin. Die bei 11°C
entstehenden Peaks wurden fraktioniert, Iyophilisiert und direkt vor der Rechromatographie in Wasser
aufgenommen und injiziert. Es wurde der Standard-HPL C-Puffer mit enem Gradienten von 20-80% B in 30 min
verwendet.
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Normalerweise wird nach der chromatographischen Trennung der beiden Isomere das
Ausgangsisomer etwas angereichert (siehe Abbildung 7). Bei der chromatographischen
Analyse des bizyklischen GuaAla3 mit dem Austausch Tyr109Ala fiel auf, dal bei 11°C nur
ein Peak detektierbar war. Durch NMR-Spektroskopie wurden aber auch hier zwei |someren
eindeutig nachgewiesen. Das Aufspaltungsmuster von GuaAla4 mit dem Austausch [1e106Ala
zeigte ein anderes Bild als die normalerweise vorhandene Aufspaltung im Verhaltnis von ca.
6:4 zugunsten des ersten Peaks. In diesem Derivat war der zweite Peak die bevorzugte
Isoform. Auch hierbei war es nicht moglich, ein Isomer anzureichern, was fur eine
Geschwindigkeitserhthung bel der Umwandlung spricht. In GuaAla5 mit der Substitution
Glul05Ala wurde ebenfalls eine geringe Geschwindigkeitserhéhung der Umwandlung des
zweiten in den ersten Peak beobachtet. GuaAlab, GuaAla7 und GuaAla8 zeigten unter
normalen HPLC-Bedingungen eine sehr geringe Aufspaltung in zwel Peaks. Sie verhielten
sich ansonsten aber ghnlich dem Wildtyp-Guanylin. DesGly'**Guanylin, das N-terminal nur
zwei Aminosauren besitzt, zeigte wie auch schon GuaAla3 bei tiefer Temperatur keine
Aufspaltung in zwel Peaks. Unter Verwendung von HPLC-Laufmitteln mit einem pH von 5,7
gpaltete auch dieses Peptid in zwel Peaks auf. Eine Rechromatographie dieser Peaks wurde
alerdings nicht durchgeftihrt.

Zusétzlich zu der Analyse mit dem Standardpuffersystem (pH ~ 2) wurde eine HPLC-Analyse
mit einem Puffersystem bei pH 5,7 durchgefihrt. Hierbei wurden die Peptide allerdings nicht
rechromatographiert, sondern nur bei 11°C und bel 30°C analysiert. Es traten bel einigen
Peptiden Abweichungen im Vergleich zur Analyse bei pH ~ 2 auf. So spaltete GuaAlal bel
11°C nicht in zwei Peaks auf, dafir aber bel 30°C. GuaAla3 zeigte auch in diesem
Puffersystem keinen Doppelpeak. GuaAlad spaltete bei 11°C zu zwel Peaks auf, bei 30°C
alerdings wurde kein scharfer, sondern ein mit einer grof3en Schulter eluierender Peak
detektiert. Mdaoglicherweise handelt es sich dabei um konformativ unterschiedliche
Zwischenstufen, die bei der Umwandlung enstehen. GuaAlas ergab bei 30°C ebenfalls nur
einen breiten, schultrigen Peak, so dal3 davon ausgegangen werden muf3, dafd die saure

1% und das sterisch anspruchsvolle 11€'® bei der Umwandlung eine Rolle

Aminosaure Glu
spielen. GuaAlab spaltete weder bel hoher noch bel tiefer Temperatur zu zwei Peaks auf.
Guanylin-(101-115) verhielt sich in diesem Puffersystem wie in dem Standardpuffersystem
bei pH 2. Es wurden bei 11°C zwei Peaks, bei 30°C dagegen nur ein Peak detektiert. Die
Analysen sind in Abbildung 11 dargestellt. Die anderen L-Alaninscan-Peptide zeigten ein

ahnliches HPL C-Verhalten wie das Wildtyp-Guanylin.
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Die chimeren Peptide aus Guanylin und Uroguanylin bzw. STa wurden ebenfalls beztglich
ihres HPL C-Verhaltens bel verschiedenen Trenntemperaturen charakterisiert. Das Hybrid aus
Guanylin und STa spaltete bei der Analyse bel tiefer Temperatur zu zwel Peaks in einem
Verhdltnis von 40:60 auf. Bei der Rechromatographie lag der spater eluierende Peak immer

bevorzugt vor, was auf eine schnelle Umwandlung hindeutet.

11°C 30°C 11°C 30°C

(B)
(A)

© D)
(E) F)

_ ] *

Abbildung 11: Chromatographische Analysen ausgewahiter Peptide des Alaninscans vom Guanylin mit einem
Laufmittel system bestehend aus Eluens A: 10 mM NHJAc, pH 5,7; Eluens B: 10 mM NH4Ac/Acetonitril 20:80.
Gradient 0-45% B in 90 min. (A): GuaAlal; (B): GuaAla3; (C): GuaAlad; (D) GuaAlab; (E) GuaAlab;
(F): Guanylin-(101-115); * = Verunreinigungen.
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Das Chimere aus Guanylin und Uroguanylin spaltete unter Standardbedingungen nicht in
zwel Pesks auf, sondern eluierte nur mit einer kleinen Schulter. Dies ist ein dhnliches
Verhalten, wie es ein 17 Aminosauren langes Guanylin-Uroguanylin-Hybrid zeigte, bel dem

durch NMR-Spektroskopie eindeutig die Existenz zweier 1somere gezeigt wurde [40].

Alle L-Ala-enthaltenden Mutanten des Uroguanylins lief®en sich dauerhaft voneinander
separieren, so da® bel ihnen eine genauere kinetische Untersuchung bezliglich der
gegenseitigen Umwandlung der Isomeren durchgefiihrt werden konnte. Dazu wurden die
separierten Isoformen in Wasser (pH 4-5) bel 37°C inkubiert, nach 3, 6, 24, 48, 72 und 168 h
Proben entnommen und diese Gber HPLC analysiert. Die Flache unter den Peaks diente als
Mal3 fur die Quantifizierung der Umwandlung. Als Laufmittelsystem wurde ein NHsAC-
Puffer (10 mM, pH 5,7) gewdahlt, da bel Verwendung des Standardpuffers nicht alle Isomeren
detektierbar waren. In Abbildung 12 sind beispielhaft fir diese Versuche die
Chromatogramme der Umwandlung von UroAlal und UroAla2 dargestellt. Diese zeigten
auch die grofdten Abweichungen vom Umwandlungsverhalten des Wildtyp-Uroguanylins. Die
Umwandlung von UroAlal verlauft sehr schnell. So ist nach 3 h schon fast der Endwert des
Peakverhdltnisses erreicht. Der letzte Zeitwert war bel allen Umwandlungen durch einen
beginnenden Disulfidaustausch der Peptide beeintréchtigt. Die Isomerisierung von UroAla2

verlauft bedingt durch den Austausch von Gly™*°

gegen das sterisch anspruchsvollere Ala sehr
viel langsamer als beim Uroguanylin-(97-112). Hier war der Endwert der Umwandiung nach
168 h noch nicht erreicht. Allerdings verlief die Umwandlung ausgehend von der A- zur
B-Form schneller as die Umwandlung von der B- in die A-Form. Diese Beobachtung wurde

auch bei anderen Derivaten gemacht, zum Beispiel bei UroAla6 und UroAlalo.

Es kann angenommen werden, dal3 die Reaktion nach erster Ordnung ablauft, da keine
Zwischenprodukte detektiert werden konnten. Ausgehend von den Endwerten der
Umwandlung konnte somit die Gleichgewichtskonstante K berechnet werden, da im
Gleichgewicht knin = krick ist. Die Anfangsgeschwindigkeiten wurden aus der Steigung der in
Abbildung 13 dargestellten Graphen berechnet. Durch ein exponentielles Fitting konnten die
Zeiten, die bis zum Erreichen des Gleichgewichtes benétigt werden, bestimmt werden. Sie

sind in Tabelle 7 zusammengefaldt und mit t bezeichnet.
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Abbildung 12: HPLC-Analysen der Kinetik der konformativen Interkonversionen von UroAlal und UroAla2
nach verschiedenen Zeiten. Die Isomerisierungen wurde bel 37°C in wassriger Losung untersucht. (A) UroAlal
A—B; (B) UroAlal B—A; (C) UroAla2 A—B; (D) UroAla2 B—A. Gradient 10-70% B in 60 min. Eluens A, 10
mM NH4OAc in H,0, pH 5,7; Eluens B, 10 mM NH4OAc in 80% Acetonitril/H,O; * = Verunreinigungen.
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Abbildung 13: Kinetik der Isomerisierung verschiedener Uroguanylinderivate. Es wurden die Umwandlungen
des ersten in den zweiten Peak und die Umwandlungen des zweiten in den ersten Peak aufgetragen. Die
Datenpunkte wurden mit Hilfe von Microcal Origin entsprechend einem exponentidlen Verlauf erster Ordnung
angepasst.

In Tabelle 7 sind die Gleichgewichtskonstanten und die Anfangsgeschwindigkeiten fur alle
untersuchten Uroguanylinderivate aufgelistet. Die Umwandlungen der Chimeren aus
Uroguanylin und Guanylin bzw. STa wurden ebenfalls untersucht. Fir UroAla2 konnten
keine Werte berechnet werden, da die Umwandlung nach 168 h noch nicht ihr Gleichgewicht
erreicht hatte.
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Tabele T7:

Berechnete

Gle chgewichtskonstanten

der

Umwandl ungsreaktionen

verschiedener

Uroguanylinderivate. Signifikante Abwe chungen zur Umwandl ungsgeschwindigkeit von Wildtyp-Uroguanylin

sind rot gekennzei chnet.

Umwandlung A- zur B-Form
Fehler Kanfang Fehler T Fehler
Peptid K (%] [1/minx 107 (%] [min] (%]
Uroguanylin 0,956 1,7 3,23 2,6 1521,11 6,7
UroAlal 0,612 0 13,3 39 61,018 16,9
UroAla3 0,672 2,8 1,53 43 1359,63 185
UroAla4 1,155 5,2 323 19 1337,19 17,3
UroAla5s 1,247 51 9,51 2,3 569,72 22,4
UroAla6 2,225 0 6,19 1,2 832,14 9,0
UroAla7 1,564 0 2,31 0,2 3285,7 6,0
UroAla8 1,127 0 2,61 1,6 1876,43 33
UroAla9 1,631 0 2,92 2,3 2267,53 9,5
UroAla 10 3,761 0 4,18 37 2314,98 11,2
UroAla1l 0,886 0 2,95 0,4 1441,13 3,0
Uro-STa 0,631 2,7 1,11 139 281911 12,2
Uro-Gua 1,001 0,5 2,89 18,0 658,96 2,1
Umwandlung B- zur A-Form
Fehler Kanfang Fehler T Fehler
Peptid K (%] [1/minx 107 (%] [min] (%]
Uroguanylin 1,083 0 4,84 34 1329,49 14,9
UroAlal 2,030 0 20,6 39 117,77 22,2
UroAla3 1,857 0 2,92 1,6 1611,93 6,5
UroAla4 0,724 0 2,01 1,9 172341 4,7
UroAla5s 0,960 0 5,86 1,4 665,06 31,6
UroAla6 0,492 0 2,01 31 3269,25 9,6
UroAla7 0,923 0 323 1,9 1307,23 132
UroAla8 0,923 0 4,18 33 1716,51 9,7
UroAla9 1,777 0 3,55 2,8 2039,55 14,8
UroAla 10 0,449 0 3,55 3,6 360,90 71,2
UroAla1l 1,173 0 3,45 2,6 1557,31 39
Uro-STa 1,122 2,8 1,21 150  3054,01 12,0
Uro-Gua 0,802 1,0 2,31 19,0 648,02 7,4
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Aus den Daten der Tabelle wird ersichtlich, dal3, wie bereits bekannt, nicht nur der C-
Terminus, sondern noch weitere Sequenzbereiche kritisch fur die Umwandlungen zwischen
den enzelnen Isoformen sind. Es kann festgehalten werden, da3 die
Umwandlungsgeschwindigkeiten nicht fir beide Richtungen gleich sind. Dies ist schon am
Wildtyp-Uroguanylin ersichtlich. Hierbei ist die Umwandlung der A- in die B-Form
langsamer als umgekehrt.

L-Alanin-Substitutionen, die zu einer Erhdhung der Umwandlungsgeschwindigkeit von der
A- zur B-Form filhren, sind: Leu™*? (4-fach), Asn'® (3-fach), Va'® (2-fach) und Asp™® (1,5-
fach). Zu einer sehr grof3en Verringerung der Anfangsgeschwindigkeit der |somerisierung von
A zu B fihrte der Austausch Glyl10Ala. Der Austausch Thr109Ala sowie die Substitution
Val106Pro verringern die Umwandlungsgeschwindigkeit um etwa die Halfte.

Substitutionen, die die Umwandlungsgeschwindigkeit von B zu A erhthen, sind Leu* (5-
fach) und Asn'® (1,5-fach). Eine deutliche Erniedrigung der Umwandlungsgeschwindigkeit
von B zu A wird durch den Austausch Gly110Ala bewirkt. Die Substitutionen der Valinreste
gegen Alanine sowie der Austausch Val106Pro verringern die Umwandlungsgeschwindigkeit
um etwa die Halfte. Der Austausch von VNV gegen AY A, im Uro-Gua fuhrt ebenfalls zu
einer Verringerung der 1somerisierungsgeschwindigkeit. Es a3t sich also zusammenfassend
sagen, dal3 Substitutionen im C-terminalen Bereich von Guanylin und Uroguanylin einen sehr
groflen Einfluld auf die Isomerisierungsgeschwindigkeit der beiden Peptide haben.

Substitutionen im mittleren Bereich haben einen geringeren Einflufd auf die Umwandlung.

5.3 Die biologische Aktivitat synthetischer Guanyline und Ur oguanyline

Als Mal3 fir das biologische Potential der Peptide wurde das intrazellulér gebildete cGMP in
T84-Zellen nach Peptidinkubation herangezogen. T84-Zellen exprimieren von den bekannten
Guanylatzyklasen nur die Guanylatzyklase-C, welche nach Aktivierung durch die Liganden
Guanylin, Uroguanylin und STa den second messenger cGMP freisetzt [76]. Dieser cGMP-
Anstieg ist ein indirektes, aber spezifisches Mal3 fir die Aktivierung des Rezeptors und &3t
sich Uber cGM P-spezifische Radioimmunoassays oder EL1SAs bestimmen. Die Bindung der
Peptide an die extrazelluldre Domane der GC-C wurde Uber einen Verdrangungsassay an
Membranpréparationen von 293T-Zellen, die den Rezeptor GC-C stabil transfiziert
exprimieren, ermittelt. Die Peptide konkurrierten dabei mit radioaktiv markiertem **| STp (4-
17) um die Bindungsstelle [ 79].
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5.3.1 Die biologische Aktivitat von Guanylin-(100-115) der Ratte

Kirzlich wurde die Isolierung eines neuen Guanylinmolekils der Ratte beschrieben [82].
Dieses war N-termina um eine Aminosaure verlangert und bestand damit aus 16
Aminosauren. Unerwarteterwei se beschrieben die Autoren dieses Peptid al's biologisch inaktiv
beziiglich der Bildung von cGMP in T84-Zellen. Dies steht in krassem Gegensatz zu Daten
Uber humanes Guanylin, das in Grof3en von 15-17 Aminosauren eine unveranderte Aktivitat
zeigte [40]. Zur Uberprifung dieses Berichtes wurde Guanylin der Ratte synthetisiert und im
T84-Assay charakterisiert.

(A)
(1) Guanylin-(101-115) PGTCEICAYAACTGC
(2)  Guanylin-(84-115) EPNAQEILQRLEEIAEDPGTCEICAYAACTGC
(3)  Guanylin-(100-115) (Rattc) DPNTCEICAYAACTGC
4 Guanylin-(101-115) (Ratte) PNTCEICAYAACTGC
(B)
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Abbildung 14: cGMP-Bildung in T84-Zdllen durch Guanylin der Ratte. (A) Aminosauresequenzen der im
Bioassay eingesetzten Peptide. (B) cGMP-Bildung in T84-Zellen im Konzentrationsbereich von 108-10° M
(detektiert durch RIA).
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Als Vergleichssubstanzen wurden Rattenguanylin aus 15 Aminosduren und humanes
Guanylin-(101-115) verwendet. Zusétzlich wurde auch noch ein 32 Aminosduren langes
Guanylin-(84-115), das durch Lys-C-Spaltung von Proguanylin generiert wurde getestet. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt. Der Bioassay zeigt, dal3 Rattenguanylin aus 16
Aminosduren eindeutig biologisch aktiv ist und nur ein geringer Unterschied zum Guanylin
aus 15 Aminosiuren besteht. Beide Peptide sind ab einer Konzentration von 10° M in der
Lage, cGMP in T84-Zellen zu produzieren und zwar in vergleichbaren Mengen wie humanes
Guanylin-(101-115). Guanylin-(84-115) war dagegen im Bereich von 10%-10° M nicht in der
Lage, cGMP in groleren Mengen zu produzieren. Seine biologische Aktivitédt ist schwach,

vergleichbar mit der des Proguanylins.

5.3.2 Biologische Aktivitat der L-Alaninscanderivate des Guanylins

Um die biologische Aktivitdt der L-Alanin-substituierten Derivate von Guanylin zu
bestimmen, wurden die Peptide im Konzentrationsbereich von 10°%-10° M mit T84-Zellen
inkubiert und das interazellulér gebildete cGMP anschlief3end Uber einen RIA und Uber einen
ELISA bestimmt. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abbildung 15 dargestellt.

Esist erkennbar, dal3 GuaAla3 und GuaAlad bel keiner getesteten Konzentration in der Lage
waren, die Bildung von cGMP zu stimulieren. GuaAlal zeigte bei 10° M ein sehr reduziertes
Potential zur cGMP-Entwicklung und war bei niedrigeren Konzentrationen inaktiv. Die
Aktivitét der Derivate GuaAlab und GuaAlab war geringfugig reduziert im Vergleich zu
Guanylin-(101-115). Im Falle von GuaAla2, GuaAla7 und GuaAla8 hatte die Substitution fast
keinen EinfluR auf die Potenz der Peptide. Die Deletionsmutante desGly'-Guanylin war bei
K onzentrationen von 10°° bis 107 M sogar etwas potenter als Guanylin-(101-115) selbst. Zur
Korrelation mit der Bioaktivitdt wurden die Guanylinpeptide in einem Rezeptorbindungsassay
an Membranprdparationen von 293T-Zellen, die mit Guanylatzyklase-C stabil transfiziert
waren, untersucht. Dazu wurde die Bindung der Peptide an GC-C in einer kompetitiven
Reaktion mit radioaktiv markiertem STp Uberpriift [79]. Das Ergebnis dieses Assays ist in
Abbildung 15 C dargestelit.
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(A) §)) desGly"*-Guanylin P_TCEICAYAACTGC
2) GuaAla8 AGTCEICAYAACTGC
3) GuaAla7 PATCEICAYAACTGC
4) GuaAla6 PGACEICAYAACTGC
(%) GuaAla5 PGTCAICAYAACTGC
6) GuaAlad PGTCEACAYAACTGC
% GuaAla3 PGTCEICAAACTGC
8) GuaAla2 PGTCEICAYAACAGC
9 GuaAlal PGTCEICAYAACTAC
(10 Guanylin-(101-115) PGTCEICAYAACTGC
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Abbildung 15: cGMP-Bildung in T84-Zdlen und Rezeptorbindung durch L-Alaninscan-Peptide von Guanylin.

(A) Aminosauresequenzen der getesteten Peptide. (B) cGMP-Bildung in T84-Zdlen im Konzentrationsbereich

von 10%10° M (gemessen durch ELISA).

(C) Bindung an Membranpréparationen von GC-C-

tberexprimierenden 293T-Zellen bei einer Peptidkonzentration von 10° M.
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Das Bindungsverhalten der getesteten Peptide und ihre Potenz im cGMP-Assay stimmen im
wesentlichen Uberein. GuaAla3 und GuaAlad4 verdrangen STp nicht, GuaAlal nur sehr
schwach und GuaAla, GuaAla7, GuaAla8 und desGly'%-Guanylin vergleichbar mit
Guanylin-(101-115). Auffalligerweise zeigte das T84-aktive GuaAlab keine Bindung an GC-
C bei einer Konzentration von 10° M. Bei 10° M wurde jedoch eine STp-Verdrangung
gemessen, die vergleichbar mit derjenigen von STp bei 10° M ist. Anzumerken bleibt, da3
alle Guanylinpeptide al's Mischung ihrer zwei topol ogischen Isomeren vorlagen und somit die

aktive Komponente nur zu etwa 50% vorhanden war.

109 06

Der Austausch der Aminosauren Gly™*, Tyr'® sowie 11€'® gegen Alanin fiihrt also zu einem

Verlust sowohl der Bioaktivitét als auch der Rezeptorbindung des Guanylins.

5.3.3 Biologische Aktivitat der L-Alaninscanderivate des Uroguanylins

Die Peptide des L-Alaninscans von Uroguanylin wurden im T84-Bioassay getestet. Von
jedem Peptid wurden die beiden Isoformen getrennt auf ihr cGMP-produzierendes Potential
untersucht. Dabel zeigte die B-Form in jedem Fall eine deutlich geringere Aktivitdt. In
Abbildung 17 ist das Ergebnis des Bioassays dargestellt. Eine mit dem Wildtyp-Uroguanylin-
(97-115) vergleichbare Erhthung des cGMP-Spiegels zeigten die Derivate UroAlal,
UroAla3, UroAlaé und UroAlall. Die B-Form von UroAlal zeigte bei 10° M auch ein
erhebliches cGMP-bildendes Potential, das aber durch die sehr schnelle Umwandlung in die
Isoform A zu erkléren ist. UroAla8, UroAla9 und UroAlalO zeigten eine etwas verminderte
Aktivitst. UroAla2 zeigte nur bei 10° M eine geringe Aktivitdt, geringere
Peptidkonzentrationen fuhrten nicht zu einer Erhdhung des intrazellularen cGMP-Spiegels.
Die Derivate UroAla5 und UroAla6 waren vollig inaktiv. Sie weisen substituierte L-
Alaninreste an identischen Sequenzpositionen wie die inaktiven Derivate der entsprechenden
Guanylinserie (GuaAla3 und GuaAlad) auf. Bei alen Derivaten war die cGM P-Produktion
der B-Formen nur bei einer Peptidkonzentration von 10° M erhoht. Geringere

Konzentrationen fuhrten in keinem Fall zu einem Anstieg des cGM P-Spiegels.
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A (1) UroAlall ADDCELCVNVACTGCL
(A) (2)  UroAlal0 NADCELCVNVACTGCL
(3)  UroAlad NDACELCVNVACTGCL
(4)  UroAlag NDDCALCVNVACTGCL
(5)  UroAla7 NDDCEACVNVACTGCL
(6)  UroAla6 NDDCELCANVACTGCL
(1) UroAlas NDDCELCVAVACTGCL
(8)  UroAla NDDCELCVNAACTGCL
©9)  UroAla3 NDDCELCVNVACAGCL
(10) UroAla2 NDDCELCVNVACTACL
(11) UroAlal NDDCELCVNVACTGCA
(12)  Uroguanylin-(97-112) NDDCELCVNVACTGCL
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Abbildung 16: cGMP-Bildung in T84-Zdlen und Rezeptorbindung durch L-Alaninscan-Peptide von
Uroguanylin. (A) Aminosauresequenzen der getesteten Peptide. (B) cGMP-Bildung in T84-Zellen im
K onzentrationsbereich von 108-10° M (gemessen durch ELISA). (C) Bindung an Membranpraparationen von
GC-C-iiberexprimierenden 293T-Zelen bei einer Peptidkonzentration von 10° M. (A) = A-Isoform; (B) = B-

Isoform.
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Im Bindungsassay an Membranen von 293T-Zellen wurden analoge Ergebnisse erhalten
(Abbildung 16 C). Alle B-Formen zeigten eine geringe bzw. gar keine Bindung an GC-C. Die
A-Isomeren von UroAla5 und UroAla7 waren ebenfalls nicht in der Lage, STp zu verdrangen.
UroAla2 zeigte ebenfalls eine verringerte Bindung an die GC-C. Alle anderen Derivate
zeigten eine mittlere Bindungsaffinitét, verglichen mit derjenigen des STp.

Der Austausch der Aminosauren Gly™'°, Asn'® sowie Leu' gegen Alanin hat also einen
Verlust der Bioaktivitdt des Uroguanylins im Sinne der Aktivierung der katalytischen
Doméne und der Bindung an die extrazelluldre Ligandenbindungsdoméane von GC-C zur

Folge.

5.3.4 Biologische Aktivitat chimerer Peptide von Guanylin, Uroguanylin und STa

Um weitere Aussagen Uber die Struktur-Aktivitéts-Relation von GC-C-Liganden zu
ermadglichen, wurden synthetische Chimere entsprechend der Ala-substituierten Mutanten von
Guanylin und Uroguanylin untersucht. Als Chimere sind diese Peptide zu bezeichnen, da sie
im Bereich zwischen den inneren Cysteinen jeweils Segmente der beiden anderen Aktivatoren
enthalten.

Die synthetischen Peptide wurden beztiglich cGM P-Bildung und Rezeptorbindung untersucht.
Topologische Isomere wurden separat charakterisiert. Als Referenzpeptide wurden
Uroguanylin-(97-112), Guanylin-(101-115) und STa eingesetzt. Die getesteten B-Formen der
Peptide zeigten wie erwartet eine deutlich geringere Aktivitét als die korrespondierenden A-
Formen. Das Gua-Uro-Chimer zeigte die geringste Aktivitdt, verglichen mit den anderen
Chimeren. Gua-STa, Uro-STa (A-Form) und Uro-Gua (A-Form) besitzen eine vergleichbare
Potenz wie die Referenzpeptide. Die Aktivitdt von STa bei 10° M ist in diesem Assay
unerwartet niedrig ausgefallen, was auf eine nicht gleichméallige Zelldichte zurtickzuftihren
sein konnte, Bei 107 M zeigt es jedoch eine deutlich groRere Aktivitéat as ale anderen
getesteten Peptide. Normalerweise ist die Aktivitét von STa im T84-Assay wesentlich héher
(siehe Abbildung 18 B). Das zusdtzlich getestete Proguanylin zeigte, wie schon bekannt,
keine biologische Aktivitét.
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(A)

(B)

(1)  Proguanylin

(2)  Uro-STa(B-Form)
3) Uro-STa (A-Form)
4) Uro-Gua (B-Form)
5) Uro-Gua (A-Form)

(6) Gua-STa
(7) Gua-Uro
(3) STa

9) Uroguanylin-(97-112) (B-Form)

VTV.....EDPGTCEICAYAACTGC
NDDCELCVNPACTGCL

NDDCELCAYAACTGCL

PGTCEICANPACTGC
PGTCEICVNVACTGC
NTFYCCELCCNPACAGCY
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(11)  Guanylin-(101-115)
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Abbildung 17: cGMP-Bildung in T84-Zdlen und Rezeptorbindung durch chimere Peptide von Guanylin,
Uroguanylin und STa. (A) Aminosauresequenzen der getesteten Peptide. (B) cGMP-Bildung in T84-Zellen im
K onzentrationsbereich von 10°-10° M (gemessen durch ELISA). (C) Bindung an Membranpraparationen von

GC-C-iiberexprimierenden 293T-Zd len bei einer Peptidkonzentration von 10° M. Die Bindung von STp an die

GC-C wurde a's 100% gesetzt, und die anderen Peptide wurden darauf bezogen.
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Bei den Untersuchungen der Membranbindung (Abbildung 17 C) wurden die Referenzpeptide
nicht mitgemessen, so dal3 nur eine relative Bindung der Peptide, verglichen mit der Bindung
von STp, angegeben werden konnte. Dies ist jedoch fir eine qualitative Betrachtung der

Bedeutung interner Sequenzsegmente der Liganden ausreichend.

Zusétzlich zu den oben beschriebenen chimeren Peptiden wurden die durch oxidative Faltung
von einem Guanylin-STa-Chimeren mit drei Disulfidbriicken erhaltenen Peptide auf ihre

biologische Aktivitét getestet.

(A) (1) Gua-STa-Hybrid, Produkt 1 CCEICCYAACTGC
(2)  Gua-STa-Hybrid, Produkt 2 CCEICCYAACTGC
(3)  Gua-STa-Hybrid, (Dimer) (CCEICCYAACTGC),
(4)  Uroguanylin-(97-112) (B-Form)
(5)  Uroguanylin-(97-112) (A-Form) NDDCELCVNVACTGCL
(6)  Guanylin-(101-115) PGTCEICAYAACTGC
(1) STa NTFYCCELCCNPACAGCY
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Abbildung 18: cGMP-Bildung in T84-Zdlen und Rezeptorbindung durch chimere Guanylin-STa-Peptide mit
dre Disulfidbriicken. (A) Aminosduresequenzen der getesteten Peptide. (Das Dimer ist Gber Disulfidbriicken
verknipft; Uber das Disulfidmuster der Produkte ist nichts bekannt). (B) cGMP-Bildung in T84-Zellen im
K onzentrationsbereich von 10°-10° M (gemessen durch ELISA).
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Keines der so erhatenen Peptide war in der Lage, eine intrazelluldre cGM P-Produktion
auszulésen. Als Erklarung hierfir kann herangezogen werden, dal3 entweder nicht die richtige
Disulfidverbriickung erhalten wurde oder das Guanylin-Peptid mit drei Disulfidbriicken durch
eine zu starre Struktur nicht mehr an den Rezeptor binden kann. Das Verbriickungsmuster der
Produkte ist aufgrund ihres Cysteinreichtums nicht durch die Ublichen proteinchemischen
Verfahren zu bestimmen. Als Referenzpeptide in diesem Assay wurden Guanylin-(101-115),
Uroguanylin-(97-112) und STa getestet. STa besal3 auch hier wieder die grofdte Aktivitét. Die
Ergebnisse dieses T84-Bioassays sind in Abbildung 21 dargestellt.

5.4 Unter suchungen zur Funktion der Prosequenz von Guanylin

5.4.1 Stabilitat von Proguanylin

Proguanylin enthélt eine potentielle saurelabile Spaltstelle zwischen den Sequenzpositionen
100-101 (Asp-Pro), die das Propeptid vom bioaktiven Guanylin-(101-115) trennt [83, 84]. Die
chemische Stabilitét dieser Peptidbindung wurde unter verschiedenen Bedingungen
untersucht. In 1 M HOAc bei 95°C wird das Propeptid quantitativ vom bioaktiven Guanylin-
(101-115) getrennt. In Abbildung 22 A ist die HPLC-Analytik dieser Reaktion gezeigt. Das
entstandene Guanylin-(101-115) ist in der HPLC deutlich an dem aufgespaltenen Peak zu
erkennen (s. 5.2). Guanylin-(22-100) und Proguanylin eluierten zeitgleich wéahrend der
HPLC, was durch ES/MS-Analyse nachgewiesen wurde. Durch Gelelektrophorese konnte
alerdings gezeigt werden, dal3 es sich um Proguanylin und Guanylin-(22-100) handelt, da
keine niedermolekularen Spaltprodukte auftraten (Abbildung 22 B).
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Abbildung 19: Stabilitdt von Proguanylin. A) HPLC-Analytik der Essigsaurespaltung von Proguanylin.
Gradient: 20-80% B in 30 min. 1: Guanylin-(101-115) A- und B-lsomer; 2: Guanylin-(22-100) koduierend mit
Proguanylin; B) SDS-Gedektrophorese von HOAc-behandeltem Proguanylin (TRICIN-PAGE, Coomassie-

Brilliant-Blue-Farbung).

Das gebildete Guanylin-(101-115) konnte durch ES-MS und MALDI-MS-Analytik
nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde die Kinetik der Essigsaurespaltung auch mittels des
cGMP-Assays an T84-Zellen untersucht. In Abbildung 23 wird deutlich, dal3 die cGMP-
Produktion durch HOA c-behandeltes Guanylin ansteigt und nach ca. 40 min ein Maximum
erreicht. Die Halbwertszeit von Proguanylin in kochender 1 M Essigsaure liegt ausgehend
vom T84-Bioassay bei etwabei 15-20 min.
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Abbildung 20: cGMP-Produktion in T84-Zdlen durch natives Proguanylin, Guanylin-(53-115), Guanylin-(101-
115) und essigsaurebehandeltes Proguanylin im Konzentrationsbereich von 10% bis 10° M. Die
Gesamtpeptidkonzentration des essigsaurebehandeten Proguanylins betrug 107 M.

Proguanylin war in 1 M Essigsaure bei Raumtemperatur Gber Tage hinweg stabil. In Wasser
bei 95°C generierte es dlerdings auch die beiden Fragmente Guanylin-(22-100) und
Guanylin-(101-115), jedoch war die Kinetik dieser Spaltung deutlich verlangsamt. Es 18}
sich also feststellen, dal3 bel einer zehnminitigen Behandlung von Proguanylin mit Essigsaure
schon ein signifikanter Anteil von Guanylin-(101-115) entsteht, der leicht mit einem cGMP-
Assay detektiert werden kann. Mit deutlicher Verzogerung gilt dies auch fur Wasser.
Bezlglich der Isolierungen von Guanylin, wobei Kochschritte unter den hier verglichenen
Bedingungen durchgefiihrt wurden, kann also festgehalten werden, dal3 Guanylin-(101-115)
chemisch induziert wird, wobei eine Abhangigkeit vom pH-Wert und der Temperatur besteht
[39, 85]. Guanylin-(22-100) alleine war nicht in der Lage, cGMP in T84-Zellen zu generieren.
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5.4.2 Oxidative Faltung von Guanylin
Guanylin-(101-115)

Es ist schon lange bekannt, dal3 die Luftoxidation von reduziertem Guanylin-(101-115) zu
einem Produkt mit sehr geringer Bioaktivitat fuhrt [86]. Abbildung 24 A zeigt, dal’ dabei alle
drei mdglichen Disulfidisomeren gebildet werden. Das native Produkt mit relativer 1-3/2-4-
Verbriickung der Cysteine, das durch den spezifischen Doppelpeak identifiziert wurde, wird
jedoch nur in &uf¥erst geringem Ausmald gebildet. Peaks 2 und 3 wurden durch
chymotryptische Spaltung als die korrespondierenden 1-4/2-3-(Peak 2) bzw. 1-2/3-4-(Peak 3)
Disulfidisomeren identifiziert. Es wurden verschiedene Faltungsbedingungen getestet, wobei
sich aber der Anteil des korrekt verbriickten Guanylins nicht verénderte. Guanylin mit der
nativen Disulfidverbrickung wurde etwa zu 5-10% gebildet, die beiden anderen Isomeren
waren jeweils die Hauptprodukte der Oxidationsreaktionen. Das Isomerenverhdtnis konnte
auch durch die Verwendung von Faltungszusétzen, wie etwa GnHCI, nicht in Richtung des

nativen | someren verschoben werden.

Proguanylin und Guanylin-(53-115)

Die oxidative Faltung von Proguanylin wurde mit DTT-reduziertem Proguanylin untersucht
und unter verschiedenen Bedingungen durchgefihrt. Wéahrend der HPLC-Analyse der
Faltungsmischungen eluierte Proguanylin nur als ein relativ breiter Peak von der HPLC, so
daf3 die entstandenen Disulfidisomeren nicht direkt detektiert werden konnten. Deshalb wurde
die Essigsaureinstabilitét von Proguanylin ausgenutzt, um das Propeptid von Guanylin-(101-
115) abzutrennen. Reduziertes Proguanylin wurde demnach luftoxidiert und der fraktionierte
HPL C-Peak anschlieffend getrocknet und mit 1 M Essigsaure bei 95°C fur 60 min behandelt.
Die so entstandenen und leicht detektierbaren Disulfidisomeren von Guanylin-(101-115)
konnten mittels HPLC eindeutig identifiziert werden (Abbildung 24 C und D). Bei der
Luftoxidation von Proguanylin entstanden ebenfalls hauptsachlich die nicht nativen

Disulfidisomeren.
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Abbildung 21: HPLC-Prdfile der oxidativen Faltungen von Guanylin-(101-115), Proguanylin und Guanylin-
(53-115) mit verschiedenen Faltungszusatzen (100 mM NH4HCOs, 2 mM EDTA, pH 8.3). (A) Luftoxidation
von Guanylin-(101-115); (B) Oxidation von Guanylin-(101-115) in Anwesenheit von Cys)/Cys; (C)
Luftoxidation von Proguanylin; (D) Luftoxidation von Proguanylin; (E) Oxidation von Proguanylin in
Anwesenheit von Cys,/Cys; (F) Oxidation von Guanylin-(53-115) in Anwesenheit von Cys)/Cys. Peak 1.
Topologische Isomeren von bioaktivem Guanylin-(101-115); Peak 2: 1-4/2-3-Disulfidisomer; Pesk 3: 1-2/3-4-
Disulfidisomer; Peak 4: Guanylin-(22-100); Peak 5: Guanylin-(53-100). Standard HPL C-Bedingungen, Gradient

30-80% B in 30 min, Saulentemperatur 11°C; (D)-(F): die Anaytik wurde nach HOAc-Behandlung
durchgefiihrt.
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Durch die Verwendung von Redox-Puffern, wie etwa GSSG/GSH oder Cys,/Cys, konnte
jedoch das Verhdtnis der entstandenen Disulfidisomeren zugunsten des nativen Isomers
verschoben werden. Das beste Ergebnis wurde durch die Verwendung eines Cys,/Cys-
Redoxsystemes in Abwesenheit von GnHCI erzielt. Hierbei wurde fast ausschliefdlich die
native Disulfidverbriickung wiederhergestellt (Abbildung 24E). Um die Bedeutung des N-
terminaen Tells der Prosequenz von Proguanylin zu ermitteln, wurde ein durch Lys-C-
Spaltung entstandenes Guanylin-(53-115) reduziert und ebenfalls unter den fir Proguanylin
geeigneten Faltungsbedingungen oxidiert. Guanylin-(53-115) war nicht in der Lage, die
native Disulfidverbriickung wieder auszubilden. Es wurden hauptsachlich die beiden nicht
nativen Disulfidisomeren gebildet. Deshalb kann angenommen werden, dal? das N-terminale
Segment (22-52) von Proguanylin molekulare Informationen enthdlt, die in vitro fur die
Ausbildung der nativen Disulfidverbriickung essentiell sind. Wéahrend der Untersuchungen
wurden keine Beobachtungen gemacht, die darauf hindeuten, dal3 die dritte Disulfidbricke im
Proguanylin in die Ausbildung der nativen Disulfidverbriickung involviert ist. Gemischte
Disulfide nach der Rickfaltung traten nicht auf. In Tabelle 13 sind die verschiedenen
Faltungsbedingungen aller Oxidationen mit ihren Ergebnissen dargestellt.

Tabelle 8: Faltungsbedingungen und erhaltene Disulfidisomere der verschiedenen durchgefiihrten oxidativen
Faltungen von Guanylin.

Peptid Faltungsbedingungen I somer enver haltnis (%)
(nativ:1-4/2-3:1-2/3-4)

hGuanylin-(101-115) L utoxidetion, RT 5:45:50
1mM GSH : 0,1 mM GSSG, RT, 4 M GnHCI 10:60: 30
1 mM Cystein: 0,05 mM Cystin, 5°C, No-Atmosphére 7:50:43
hGuanylin-(53-115) 1 mM Cystein : 0,05 mM Cystin, 5°C, N2-Atmosphére 3:50:47
hGuanylin-(22-115), Proguanylin  Luftoxidation, RT, 4 M GnHCI 7:50:43
L uftoxidation, 5°C 3:47:50
1mM GSH : 0,1 mM GSSG, RT, 4 M GnHCI 30:40:30
1 mM GSH : 0,1 mM GSSG, 5°C, 4 M GnHCI 50:27:23
1 mM Cystein: 0,05 mM Cystin, 5°C, 4 M GnHCI 40:35:25
1 mM DTT(red.):0,05 mM DTT(0x.), 5°C, 4 M GnHCI 30:37:33
1 mM GSH : 0,1 mM GSSG, 5°C, 70:17:13
1 mM Cystein: 0,05 mM Cystin, 5°C 80:12:8

1 mM Cystein: 0,05 mM Cystin, 5°C, No-Atmosphére 95:3:2
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5.4.3 Strukturelle Untersuchungen von Proguanylin

CD-Spektroskopie

Das Profil des CD-Spektrums von Proguanylin gibt klare Hinweise auf eine Anwesenheit von
o-helikalen Strukturelementen [87, 88].
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Abbildung 22: A) CD-Spektrum von nativem Proguanylin. B) Sekundarstruktur-V orhersagen von Proguanylin
nach verschiedenen Methoden. PHD: Rost & Sander [89, 90]; Gibrat: Gibrat [91]; Levin: Levin & Garnier [92];
DPM: Ddeage & Roux [93]; SOPMA: Geourjon & Deleage [94]. C, cail; E, extended; H, heix; T, turn; S, bend.
In den Vorhersagen werden die Disulfide im C-terminalen Bereich nicht berlicksichtigt, so dal3 hier

Abwei chungen zur tatsachlichen Struktur vorhanden sind.
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Ein Minimum bei 222 nm und ein Nulldurchgang bei 180-200 nm zeigen die Anwesenheit
von o-helikalen Bereichen an. Fur ein unstrukturiertes Protein wirde kein Nulldurchgang
gemessen werden. Die quantitative Auswertung der Sekundarstrukturelemente nach der
Methode von Sreerama ergab einen o-helikalen-Anteil von etwa 33% und einen B-Faltblatt-
Anteil von etwa 17% [95]. Dieses Ergebnis korreliert mit der Sekundarstruktur-Vorhersage
nach anderen Methoden (Abbildung 25 B).

NM R-Spektroskopie

Um weltere dtrukturelle Informationen Gber Proguanylin  zu erhalten, wurden
zweidimensionale homonukleare 'H-NOESY-, COSY- und TOCSY-Spektren bei 11 und
20°C aufgenommen. Die hohe Dispersion der chemischen Verschiebungen der
Amidprotonen, die hochfeldverschobenen Resonanzen einzelner Methylgruppen (nicht
gezeigt) sowie das Uberfillte NOESY -Spektrum deuten auf ein gut strukturiertes Protein hin.
Eine helikale Struktur spiegelt sich in einer hohen Anzahl von cross peaks in der Rickgrat-
Amid-Region und in den hochfeldverschobenen Co-Protonenresonanzen des NOESY -
Spektrums wieder [96]. Tieffeldverschobene Co-Protonenresonanzen deuten auf Spin-
Systeme, die entweder in 3-Faltblatt-Strukturen involviert sind oder auf ein Prolin folgen, hin
[96]. Fehlende Resonanzen in den Korrelationsspektren (TOCSY, COSY) machten zwar die
volle Zuordnung der 94 Spin-Systeme unméglich, es konnten jedoch der N-Terminus, eine
kleine Sequenzregion im mittleren Tell und der C-Terminus aufgrund ihrer typischen Spin-
Systeme und ihren Sequenzpositionen eindeutig zugeordnet werden.

Eindeutige Long-range-Interaktionen wurden zwischen dem Ca-Proton von Cys™ und den
Amid-Protonen von Thr®® und GIn® sowie zwischen den Amid-Protonen von Thr'** und Thr®
nachgewiesen (Abbildung 26). Die hierbei detektierten NOESY's bedeuten eine raumliche
N&he von mindestens 5 A.
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Abbildung 23: Ausschnitt der Rickgrat-Amid-Region aus dem NOESY -Spektrum von Proguanylin bei 20°C.
Es sind cross peaks zwischen Amid- und Co-Protonen sowie einigen Seitenketten-Protonen abgebildet. Die
Beschriftungen beziehen sich auf die Numerierung im Pr8prohormon. Long-range-Interaktionen sind als
K&stchen eingezeichnet.

Dies deutet darauf hin, dal3 Proguanylin in Lésung eine Struktur mit einer direkten raumlichen
Nachbarschaft von C- und N-Terminus einnimmt. In Ubereinstimmung mit den
Sekundarstruktur-Vorhersagen deuten das NOESY-Muster und die chemischen
Verschiebungen auf eine B-hairpin-Struktur fir den N-Terminus, gefolgt von einer a-Helix,
hin. Da die GroéRenausschlul3chromatographie bei pH 5 und 7,4 en ungeféhres
Molekulargewicht von 18,6 kDa ergab, bildet das Protein in Lésung mdglicherweise ein
Dimer. Deshalb &3t sich zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig sagen, ob die Nachbarschaft des
C- und des N-Terminus auf intra- oder intermolekularen Wechselwirkungen der Termini
beruht.
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Eindimensionale NMR-Spektren von Proguanylin waren tber einen Konzentrationsbereich
von 0,032 bis 2,4 mM identisch, was darauf hindeutet, dal3 sich der Oligomerisierungszustand
von Proguanylin innerhalb dieses K onzentrationsbereiches nicht andert. Fir den C-terminalen
Teil des Proteins, der das 15 Aminosauren lange, bioaktive Guanylin-(101-115) enthdlt,
welches zwei topologische Isomeren bildet, wurde nur eine Serie von Spin-Systemen
detektiert und zugeordnet. Diese &hnelt eher der Serie des A-Isomeren von Guanylin-(101-
115), das das biologisch aktive Isomer ist [62, 63]. Deshalb kann spekuliert werden, dal3 im
nativen Proguanylin moglicherweise nur die Guanylin-A-Form oder eine ihr &dhnliche
Konformation vorliegt. Eine vollstandige Zuordnung aller Spin-Systeme war bisher jedoch

nicht moglich.
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6. Diskussion

|st Guanylin-(101-115) ein natUrliches, zir kulier endes Peptid?

Die genaue Kenntnis der Struktur endogener Peptide ist von htchster Bedeutung, da schon
relativ geringfiigige Anderungen ihrer Aminosiauresequenz zu drastischen Veranderungen
beziiglich ihrer Rezeptorwechselwirkung fihren konnen. So fihren z.B. N-terminade
Verkirzungen bei Chemokinen zu einem Verlust der Rezeptoraffinitét oder sogar zu einer
antagonistischen Aktivitdt [97]. Eine eindeutige Charakterisierung der Primarstruktur
zirkulierender, bioaktiver Peptide ist ebenso im Rahmen ihrer Prozessierung ausgehend vom
Gen und fur die korrekte Einordnung in physiologische Regelkreise von hdchster Bedeutung.

Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Resultate zur chemischen Stabilitét zeigen
eindeutig, dal3 Proguanylin unter den Bedingungen der Isolierung von Guanylin-(101-115)
aus intestinalem Gewebe an der Amidbindung zwischen Asp™ und Pro™™
Dabei generiert es die Fragmente Guanylin-(101-115) und Guanylin-(22-100) [39, 55, 82,

85]. Die Kinetik dieser Spaltung scheint ausreichend zu sein, um eine ausreichend grof3e

gespalten wird.

Menge an bioaktivem Guanylin-(101-115) zu produzieren, das durch einen sensitiven cGMP-
Bioassay detektierbar ist. Diese Instabilitét ist nicht nur auf das komplette Proguanylin
beschrankt, sondern auch auf jedes andere Guanylinmolekil, das diese Asp-Pro-Bindung
enthdlt. Deshalb kann festgehalten werden, dal3 Guanylin-(101-115) ein chemisches Produkt
ist. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dal’ dieses Molekll auch ein natirliches
Guanylin darstellt. Jedoch muf3 dann festgehalten werden, dal? der Kochschritt in Essigsaure
bzw. Wasser, der Proteasen inaktivieren soll, nicht geeignet ist zur Isolierung der nativen
Peptide. Es stellt sich deshalb weiterhin die Frage, welches die native Form von Guanylin ist,
die GC-C aktiviert, da Proguanylin nur ein vermindertes Potential zur Rezeptoraktivierung
besitzt [42]. Die ldentifizierung eines solchen Liganden wéare von grofdter Wichtigkeit, da
spekuliert wird, dal? es weitere Rezeptoren fir Guanylin geben kénnte [28, 31]. Die Isolierung
von Guanylin-(100-115) aus Rattengewebe, welches eine intakte Asp-Pro-Spaltstelle besitzt,
as auch eines kirzeren Guanylins aus 14 Aminosauren zeigen, dal3 andere Guanylinformen
existieren [82, 98]. In der Sequenz von Proguanylin befinden sich zwei potentielle
Spaltstellen fiir Enzyme (Lys™ und Arg®™). Da Guanylin-(84-115) biologisch inaktiv ist und
somit keinen GC-C-Liganden reprasentiert, ist Guanylin-(94-115) ein plausibler Kandidat fur

die native Form von Guanylin [44].



6. Diskussion 66

Bedeutung der Prosequenz von Guanylin fur diein vitro-Faltung

Synthetische Arbeiten zur Darstellung von Guanylin-(101-115) zeigten schon vor langerer
Zeit, dal3 ausgehend von einem Tetrathiolvorléufer praktisch kein bioaktives Produkt durch
eine Oxidation zum zweifach verbriickten Disulfid gebildet wird [86]. Unter alen in dieser
Arbeit fir die oxidative Faltung getesteten Bedingungen war reduziertes Guanylin-(101-115)
nicht in der Lage, als Hauptprodukt dagenige mit der nativen Disulfidverbriickung
auszubilden. Dieses Ergebnis steht in Gegensatz zu Oxidationen anderer Kkleiner,
cysteinhaltiger Peptide, wie etwa Endothelin oder Conotoxin [99, 100]. Diese Peptide bilden
bei der oxidativen Faltung Uberwiegend Produkte mit den nativen Disulfidverbrickungen aus.
Da dieses fur Guanylin-(101-115) nicht der Fall ist, kann man daraus schlief3en, dal3 das
Peptid thermodynamisch unglnstig vorliegt. Neben der kurzen, C-terminalen
Aminosduresequenz scheint also noch ein weiterer Faktor fir die Bildung der korrekten
Disulfidbricken in vivo notwendig zu sein. Dies kann a's nicht-Anfinsen-typisches Verhaten,
wonach alle notwendigen Informationen innerhalb der Aminosduresequenz eines Peptides zu
dessen Faltung vorliegen sollen, interpretiert werden [101]. Dies ist auch der Grund fur die
zwangslaufig selektive Einfuhrung der Disulfidbricken wahrend der Guanylin- und
Uroguanylinsynthesen.

Entsprechende RUckfaltungsexperimente mit Proguanylin in Gegenwart von Redox-
Systemen, wie etwa GSH/GSSG oder Cystein/Cystin, fihrten jedoch zu einem Produkt mit
der nativen Disulfidverbrickung. Daraus 183 sich schlief3en, dal3 zumindest ein Tell der
Prosequenz von Guanylin wie ein intramolekulares Chaperon wahrend der intrazellularen
Ausbildung der Disulfidverbriickung wirkt. Da in Anwesenheit des Denaturierungsmittels
GnHCI hauptséchlich die nicht nativen Disulfidisomere entstehen, sind keine kovalenten
Interaktionen zwischen dem Propeptid und dem C-Terminus von Proguanylin fir die Faltung
verantwortlich. Die Ruckfaltung des N-termina um 31 Aminosduren verkirzten Guanylin-
(53-115) unter denselben Bedingungen, die fir Proguanylin zur Ausbildung der nativen
Disulfidverbrickung fuhrten, resultierte hauptsachlich in nicht nativen Isomeren. Deshalb
kann abschlieffend gesagt werden, dal3 das fehlende N-terminde Segment aus 31
Aminosauren essentiell fur die Ausbildung der nativen Disulfidverbriickung ist.

Diese Ergebnisse stimmen mit Studien Uber die verwandten Peptide Uroguanylin und
Prouroguanylin Uberein [102]. Fur diese wurde herausgefunden, dal3 die Ruckfaltung von
reduziertem Prouroguanylin ausschliefdlich in der nativen 1-3/2-4-Verbriickung des C-

terminalen Segments resultierte. Zirkulierendes Uroguanylin aus 24 Aminosauren [52] war
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dagegen nicht in der Lage, die native Disulfidverbriickung wieder aufzubauen.
Mutagenesestudien mit N-terminal verktrzten Prouroguanylinderivaten legen sogar nahe, dal3
etwa die ersten finf Aminosaurereste in vitro absolut notwendig fur die Bildung des
bioaktiven Disulfidmusters sind [103]. Also scheint auch bei Uroguanylin die Prosequenz als
ein intramolekulares Chaperon zu funktionieren. Fir einige andere Proteine, wie z.B. das
Subtilisin, ist schon langer bekannt, dal3 die Prosequenz als ein intramolekulares Chaperon
fungiert [104]. Diese Proteine unterscheiden sich allerdings dadurch, dal3 ihre Prosequenz
verglichen mit dem funktionellen Peptid wesentlich kleiner ist. Mit diesem Ergebnis kann
festgehalten werden, dald - zumindest in vitro - erstmals eine Funktion fir die Prosequenz
eines Peptidhormones gefunden wurde, die Uber die Aufgabe as Signalpeptid im
intrazellul&ren Transport (trafficking) hinausgeht.

Strukturelle Char akteristika von Proguanylin

Im Gegensatz zu einer friheren Studie Uber Proguanylin, in der rekombinantes Protein aus
Escherichia coli untersucht wurde das hauptséchlich B-Faltblatt und B-turns, aber fast keinen
o-Helix-Anteil enthielt, konnte im Rahmen dieser Arbeit festgestellt werden, dal3 in nativem
Proguanylin ein definierter Anteill an o-Helix vorhanden ist. Das aus E. coli gewonnene
Protein war alerdings N-terminal um funf Aminosduren verléngert [47], so dal’ diese
Verlangerung offensichtlich die Sekundérstruktur von Proguanylin entscheidend beeinflufit.
Fir natives Proguanylin konnte eine rdumliche Nahe von N- und C-Terminus eindeutig durch
NMR-gspektroskopische Experimente nachgewiesen werden. Somit unterstitzen die
strukturellen Ergebnisse die Resultate der Faltungsexperimente und liefern auch eine
mogliche Erklarung fir die abweichende Sekundéarstruktur des rekombinanten Proguanylins.
Eine stabilisierende Wirkung durch Assoziation der Termini wahrend der disulfidgekoppelten
Faltung wirde erklaren, warum Guanylin-(53-115), dem dieser Teil der Prosequenz fehlt,
nicht zu einem Produkt mit der nativen Disulfidverbriickung zurtickfaltet. Die Interaktionen
des C- und N-Terminus liefern eine naheliegende Erklarung fur die sehr niedrige biologische
Aktivitét des Prohormones, die etwa um den Faktor 100 reduziert ist, verglichen mit
Guanylin-(101-115). Eine stabile Fixierung des N-Terminus an das aktive C-terminale
Segment konnte den Liganden vom Rezeptor effektiv abschirmen und somit die vollsténdige
Aktivierung der GC-C verhindern.

Das Phénomen der Bildung von zwei topologischen Stereoisomeren bei Guanylin-(101-115)

betreffend, konnte nur ein Satz von Spinsystemen fur den C-terminalen Bereich von
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Proguanylin identifiziert werden [40, 62]. Well die chemischen Verschiebungen der
zugeordneten C-terminalen Aminosauren von Proguanylin eher denen der A-Isoform dhneln,
folgern wir, dal3 das C-terminale Fragment im Proguanylin eine @hnliche Struktur wie im
Topoisomer A von Guanylin-(101-115) ausbildet. Da das A-Isomer das GC-C-aktivierende
Isomer darstellt, wird spekuliert, dal3 die B-Form mdglicherweise keine physiologische
Relevanz hat [63]. Diese Hypothese wird stark dadurch gestiitzt, dal3 das verwandte
Prouroguanylin ausschliefdlich zum bioaktiven A-lsomer zurtickfaltet [102]. Allerdings muf3
die Mutmal3ung, dal3 Proguanylin eine einzige definierte Struktur fir den C-Terminus
einnimmt, noch durch eine vollstéandige Strukturbestimmung belegt werden. Es besteht jedoch
in vivo die plausible Mdglichkeit, dal3 durch proteolytische Abspaltung eines C-terminalen
Fragments aus dem stereochemisch homogenen Proguanylin ein bioaktives Peptid gebildet

wird, dal3 durch die topologische Stereoisomerisierung inaktiviert wird.

Synthesen von Guanylin- und Ur oguanylin-Derivaten

Zur Untersuchung der Struktur-Aktivitdtsrelation von Guanylin und Uroguanylin ist eine
Synthese aufbauend auf der Festphasentechnik unumganglich. Die Synthesen von Guanylin-
und Uroguanylin-Peptiden sind jedoch bedingt durch die eher hydrophoben Sequenzen der
beiden Peptide erschwert. Offensichtlich infolge von Aggregationen verlaufen die
Acylierungen von Aminogruppen ab etwa der flinften Aminosaure kinetisch ungtnstig, d.h.

e'® bei Guanylin oder Asp™ bei Uroguanylin

unvollstandig. Fehlsequenzen wie Thr'® und I
lassen sich nur durch hohe Kopplungszeiten und Doppeltkopplungen zurtickdréngen. Als
Folge des Auftretens von Fehlsequenzen in den Rohprodukten mufdten die monozyklischen
Zwischenprodukte teilweise mehrfach chromatographisch gereinigt werden, was letztendlich
die Gesamtausbeuten drastisch herabsetzte. Durch den Einsatz von 2Cl-Trt-Harzen, bel denen
die sterisch aufwendige Tritylgruppe als Linker zwischen dem Harz und der ersten
Aminosdure verwendet wird, konnten bessere Ausbeuten erzielt werden. Diese gehinderte
Gruppe scheint die Aggregation der wachsenden Peptidketten zu unterdriicken und so die
Syntheseausbeuten entscheidend zu verbessern. TentaGele, die zu mehr as 70% aus
Polyethylenglykolketten bestehen, scheinen fr die Synthesen von Guanylin und Uroguanylin
nicht geeignet zu sein.

Die beiden Zykliserungsschritte zur EinfUhrung der nativen Disulfidverbriickung laufen
unproblematisch ab. Um die Zuganglichkeit von Derivaten des Guanylin/Uroguanylin-Typs

weliter zu erleichtern, wéren vor allem Optimierungen am Aufbau der Peptidkette notwendig.
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Ansatzpunkte hierfir konnten moglicherweise die Kondensation von geschitzten
Peptidfragmenten oder die native chemical ligation von ungeschitzten Peptidfragmenten sein
[105]. Es kénnte auch versucht werden, die beiden Zyklisierungsschritte zu umgehen. Dies
konnte unter Zuhilfenahme des Redoxpotentials von Selenocystein geschehen. Fur
Endothelin-1 konnte gezeigt werden, dal3 die Einfihrung von Selenocystein in das Peptid zu
einer favorisierten Bildung des Selenocystins fuhrte, ohne eine Beeinflussung der
Rezeptorerkennung [106]. Somit kdnnte es moglich sein, durch oxidative Faltung von z.B.
[Sec™, Sec'”]-Guanylin-(101-115) bioaktive Guanylinderivate zu synthetisieren. Diese
Syntheseoptimierung ist insbesondere fur die Darstellung von Substanzbibliotheken, die
moglicherweise in Zukunft notwendig werden, unerlddlich. Um ein high-throughput-
screening mit  Guanylin/Uroguanylin-Derivaten durchzufihren, wobei nach Rezeptor-
Antagonisten gesucht wird, muissen die Derivate in hoher Zahl, Reinheit und schnell

darstellbar sain.

Topologische Stereoisomerie von Guanylin- und Ur oguanylin-Peptiden

Guanylin und Uroguanylin sind die bislang einzigen Saugerpeptide, bel denen die Existenz
topologischer Stereoisomere nachgewiesen wurde. Aul3er ihnen ist lediglich Uber ein Mitglied
der Familie der Conotoxine - kanalinhibierende Peptidtoxine tropischer Schnecken der
Gattung Conus - eine wahrscheinlich dhnliche Charakteristik bekannt [107, 108]. Dort
wurden die beiden Isoformen der betreffenden o-Conotoxine mit zum Guanylin
vergleichbarem Disulfidmuster durch NMR-Spektroskopie untersucht, wobei Uber den
Mechanismus ihrer Interkonversion allerdings nichts bekannt ist. Es ist durchaus vorstellbar,
dal3 die topologische Stereoi somerie auch bei anderen vorkommenden Peptiden auftritt. Daher
besteht beziiglich des Mechanismus der isomeren Interkonversion ein grundsétzliches
Interesse.

Die Topoisomeren des Guanylins stehen in einem dynamischen Gleichgewicht, das einer
schnellen Kinetik unterliegt [40]. Auf Dauer sind die beiden Isoformen nicht voneinander
trennbar, sondern lediglich bei tiefen Temperaturen chromatographisch detektierbar.
Uroguanylin verhélt sich abweichend, indem es bei der chemischen Synthese zwel dauerhaft
trennbare Isoformen bildet [65, 66]. Auch diese interkonvertieren, wobel die Geschwindigkeit
der Umwandlung von der Temperatur und dem pH-Wert des L ésungsmittels abhangig, aber
konzentrationsunabhangig ist [65]. Die erhdhte Stabilitét der Uroguanylinisoformen wird
mal3geblich durch die nattrliche C-terminale Verlangerung des Peptides durch ein Leucin
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hervorgerufen. Dieses konnte durch die Synthese von C-terminal verlangerten
Guanylinderivaten bestétigt werden, die ebenfals stabiliserte Isoformen bildeten [63].
Weiterhin zeigte ein exocyclisch um Leu™ verkiirztes Uroguanylin-Derivat eine
guanylindhnliche Charakteristik [66]. N-terminal verlangerte Guanylinderivate, wie
Guanylin-(99-115) und Guanylin-(94-115), zeigten keinerlel Stabilisierung der Isoformen, so
dal3 gefolgert werden kann, dal3 die Lénge des N-Terminus keinen sterischen Einflul3 auf die
Kinetik der Isomeriserung hat [62]. Die Disulfidoricken werden wéhrend der
Interkonversion nicht gedffnet, wie in friheren Studien bereits gezeigt wurde [65]. Die
Topoisomerisierung ist also ein rein konformativer Prozef3.

Die Untersuchungen dieser Arbeit konnen ein stark verfeinertes Modell des
Umwandlungsmechanismus zwischen den topologischen Isoformen liefern. Von den
synthetisch dargestellten Guanylinderivaten bewirkte nur die Glyl14Ala-Substitution eine
Stabiliserung der Isoformen. Alle anderen Aminosdureaustausche hatten entweder eine
Erh6hung der Interkonversionsgeschwindigkeit zur Folge, oder die Isoformen waren unter
Standard-HPL C-Bedingungen nicht mehr detektierbar. Durch die Verwendung eines
Laufmittelsystems bei einem basischeren pH-Wert von 5,7, wodurch mégliche
strukturstabilisierende Wasserstoffbriicken unterbunden werden sollten, zeigte sich folgendes:
Die llel06Ala- und die Glul05Ala-Mutanten eluierten bel der HPLC-Analytik bel 30°C mit
einem Peak mit einer grolen Schulter. Hierbel handelt es sich mdglicherweise um
konformativ unterschiedliche Zwischenstufen, die wegen der fehlenden Seitenketten von lle
und Glu detektierbar geworden sind. Das Thr103Ala-Derivat zeigte bel dieser Analytik bei
hoher und tiefer Temperatur nur einen Peak. Fur das originde Guanylin sind

a® sowie zwischen Thr'® und GIu'®

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Thr'® und Al
in der A-Form moglich, so dal3 ein Thrl03Ala-Austausch moglicherweise ebenfalls eine
Destabiliserung der Isoformen bewirkt. Wasserstoffbricken scheinen also bei der
Umwandlung der Stereoisomeren fiir diese eine stabilisierende Rolle zu spielen. Ein chimeres
Peptid aus Guanylin und STa mit dem doppelten Austausch Tyr109Val und Alall0Pro zeigte
ein guanylindhnliches Isomerenmuster, jedoch war das Isomerenverhdltnis zugunsten der
spater eluierenden Isoform verschoben. Dies zeigt, dal3 eine Vergrolerung der sterischen
Hinderung im Loop des Peptides nichts wesentliches an der Umwandlungscharakteristik
andert. Frihere Arbeiten, bei denen in den zentraen Loop des Guanylins das sterisch
anspruchsvollere 2,5-Diiodotyrosin statt Tyrosin eingebaut wurde, bestétigen diesen Befund

[63].
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Die Untersuchungen zur Umwandlungskinetik beim Uroguanylin zeigen deutlich, dal3 das
exocyclische Leucin den grofdten EinfluR auf die Konversion der Stereoisomeren ausiibt.
Durch den Leull2Ala-Austausch wurde die Kinetik der Umwandlung um den Faktor 4-5
heraufgesetzt. Dies zeigt eindeutig den sterischen Beitrag einer verzweigten Seitenkette am C-
Terminus fir die Stabilitét der Isoformen. Hierfir spricht aulerdem, dald die Glyl10Ala-
Substitution die Umwandlungsgeschwindigkeit etwa halbiert, die Isomerisierung aso
zusdtzlich blockiert. Der Einfluf der Substitutionen auf die Umwandlung wird um so kleiner,
je weiter der Austausch vom C-Terminus entfernt vorgenommen wird. Es &3t sich,
ausgehend von den berechneten Geschwindigkeitskonstanten der |somerisierungsreaktionen,
folgende Abstufung in der Erhdéhung der Umwandlungsgeschwindigkeit durch L-Alanin-
Austausche vornehmen: Leull2 (4-fach), Asn105 (3-fach), Val104 (2-fach) und Asp98 (1,5-
fach). Dies gilt jedoch nur fir die Umwandlung der A- in die B-Form. Fir die Interkonversion
in umgekehrter Richtung zeigten die Austausche Leull2Ala (5-fach) und Asnl05Ala (1,5-
fach) eine Geschwindigkeitserhthung. Dies bestétigt, dal3 der Mechanismus der Konversion

nicht fir beide Formen gleich ist.

Die Interkonversion der Guanylin/Uroguanylin-Sterecisomeren ist also ein dynamischer
Prozel3, der von mehreren Faktoren beeinflufd wird. Neben der exocyclischen, verzweigten
Aminosdure spielen auch die Seitenketten der Aminosduren aul3erhalb des zentralen Loops
eine entscheidende Rolle. Aufgrund der gemachten Beobachtungen &3t sich folgender
Mechanismus fur die Umwandlung postulieren (Abbildung 24). Der C-Terminus bewegt sich
durch den von vier Aminosauren aufgespannten Loop in Richtung N-Terminus. Gleichzeitig
schlagt der Loop einen Bogen um den C-terminalen Bereich der durch die Disulfidbriicken

aufgespannten Mol ektilebene.
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Abbildung 24: Moddl des Umwandlungsmechanismus fiir Guanylin. Der Loop der A-Form klappt Uber den C-
Terminus hinweg, der sich gleichzeitig durch die Molekiilebene hindurch auf den N-Terminus zu bewegt,
wodurch die korrespondi erende B-Form entsteht. Disulfidbriicken sind orange eingezeichnet, gestrichelte Linien
zeigen potentidle Wasserstoffbriicken.

Beim Guanylin-(101-115) vollzieht sich dieser Prozel3 sehr schnell (innerhalb weniger
Minuten), da der C-Terminus keine exocyclische, hindernde Aminosaure aufweist. Wird
alerdings durch die Mutation Glyl14Ala eine zusétzliche Methylgruppe am C-Terminus
eingebaut, verlangsamt sich die Umwandlung, da entweder das Umklappen des Loops oder
die Bewegung des C-Terminus in Richtung N-Terminus erschwert ist. Demnach mif3ten sich
die Guanylintopoisomeren weiter stabilisieren lassen, indem statt Gly*** nicht Ala, sondern
eine noch weitaus effektiver sterisch hindernde Aminoséure, wie z.B. Val, lle oder tert-
Butylglycin, eingebaut wird. Uroguanylin vollzieht die Interkonversion nur unter zusatzlicher
Energiezufuhr, hier ist also die C-Terminale Verlangerung ausschlaggebend. Wird diese
jedoch wie in der Mutante Leul12Ala gegen eine unverzweigte Aminosaure ausgetauscht, ist
die Umwandlungsbarriere herabgesetzt und die Interkonversion lauft schneller ab. Die Lage
der Seitenketten in den Peptiden ist nicht, wie das Peptidriickgrat, starr festgelegt, sondern sie
sind flexibel und kénnen nach aullen, a'so vom Molekll abgewandt, oder nach innen gewandt
sein. Deshalb |&3t sich nicht genau sagen, ob sie das Umklappen des Loops oder die
Wanderung des C-Terminus beeinflussen. Da eine Verlangerung des N-Terminus
bekanntermal3en zu keiner Stabilisierung der Topoisomeren fuhrt, mul3 der C-Terminus der
Bereich des Peptides sein, der sich durch die Ebene hindurchbewegen kann. Méglicherweise
ist der N-Terminus in der A-Form durch Wasserstoffbriickenbindungen derart fixiert, dal3 er

relativ starr vorliegt und sich nicht durch die Ebene hindurchbewegen kann. Hierfur sprechen
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die réumlichen N&hen zwischen den Amidwasserstoffatomen von Ala'® und Glu™ mit dem

Carbonyl-K ohlenstoff des Thr'®,

Ein derartiges Verhaten der Interkonversion zwischen zwei Isoformen, die Uber den C-

Terminus gesteuert wird, konnte bislang bei keinem anderen Peptid gezeigt werden. Die

biologische Funktion der B-Formen von Guanylin und Uroguanylin in vitro ist bisher vollig

unklar. Es werden allerdings mehrere Spekulationen angestel|t:

e Die B-Form konnte ein Reservoir fur die A-Form darstellen, die in die korrespondierende
biologisch aktive Komponente tberfhrt wird.

e DieB-Formwirkt an einem anderen Rezeptor.

e DieB-Form ensteht nur aus strukturellen Grinden.

Es bleibt aber beziiglich der biologischen Bedeutung festzuhalten, dal3 kurze

Guanylinmolekiile, gleich ob 14, 15 oder 16 Aminosauren, grundsdizlich als zwei

topologische Stereocisomere in einem Verhdltnis von etwa 1:1 vorkommen. Im Gegensatz

dazu ist fur die verschieden groféen Varianten von Uroguanylin aufgrund ihrer signifikant

erhohten Stabilitét unklar, ob die GC-C-inaktive B-lsoform Gberhaupt nattrlich vorkommt.

Struktur-Aktivitats-Relation von GC-C-aktivier enden Peptiden

Uber die Struktur-Aktivitats-Relation von endogenen Liganden der Guanylatzyklase-C sind
bereits einige wichtige Informationen bekannt. Es wurde gezeigt, dal3 von den beiden
vorkommenden |soformen der natirlichen Liganden nur das A-lsomer die GC-C aktiviert [63,
65]. Dies gilt sowohl fir Uroguanylin, bei dem diese Isoformen stabilisiert sind, a's auch fur
Guanylin, das zur Stabiliserung eine C-terminale Elongation bendtigt [63, 65]. Die A-
Isoformen dhneln in ihrer raumlichen Struktur derjenigen der toxischen Doméne des
hitzestabilen Enterotoxins STa, das zu einer effektiveren Aktivierung von GC-C in der Lage
ist [62]. Beide Disulfidbriicken in einer 1-3/2-4-Anordnung sind essentiell fir die Aktivierung
der Guanylatzyklase-C. Lineare und monozyklische Derivate von Guanylin und Uroguanylin
sind nicht aktiv [40, 86]. Die Bedeutung einiger Aminosauren fur die Aktivitét der Peptide ist
aus fritheren Arbeiten bekannt. So sind die Aminosauren Thr'® im Guanylin und Asp® im
Uroguanylin von essentieller Notwendigkeit fir die Rezeptoraktivierung [40]. Ein Austausch
von Y A gegen GG im Guanylin resultierte ebenfalls im Verlust der Aktivitét des Peptides, so
dal? diesem Segment eine entscheidende Rolle bel der Interaktion mit der GC-C beigemessen
wird [40]. In der Literatur wurde Guanylin-(100-115) der Ratte aus 16 Aminosduren als nicht

aktiv im T84-Assay beschrieben [82]. Dieser Befund konnte nicht bestétigt werden.
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Synthetisches Guanylin-(100-115) der Ratte war im Bioassay ebenso aktiv wie das kirzere
Rattenguanylin-(101-115). Dieses Ergebnis scheint auch plausibel, da es bel menschlichem
Guanylin keinen Unterschied zwischen Guanylin-(99-115) und Guanylin-(101-115) in der
Aktivitéat gibt [40]. Der von der oben erwéahnten Arbeitsgruppe durchgefiihrte T84-Bioassay
war demnach mit Fehlern behaftet.

Um die Bedeutung einzelner Seitenketten Guanylins und Uroguanylins fur die Aktivierung
von GC-C zu ermitteln, wurde von beiden Peptiden ein systematischer L-Alaninscan
durchgefiihrt. Anschlief?end wurde die biologische Aktivitét der synthetisch dargestellten
Peptide im T84/cGMP-Bioassay und zusdtzlich in Rezeptorbindungsstudien an
Membranpraparationen von 293T-Zellen Uberprift. Dabei zeigte sich, dal3 beim Guanylin die

Aminosiuren Gly™*, 1'% 109

und Tyr—" essentiell fur die Rezeptoraktivierung und -bindung
sind. Der Austausch dieser Aminosauren gegen L-Alanin resultierte in einem vollstandigen
Verlust des biologischen Potentials bezlglich der Erhéhung des intrazelluléren cGMP-
Spiegels. Beim Uroguanylin fuhrten die Substitutionen Gly110Ala, Leull?Ala sowie
Asnl05Ala zum Verlust der Bioaktivitét. Die B-Formen aller getesteten Uroguanylinderivate
besal3en, wie erwartet, nur ein sehr stark vermindertes Potential zur GC-C-Aktivierung. Die
so identifizierten essentiellen Aminosauren fir die Rezeptoraktivierung und -bindung
befinden sich an identischen Sequenzpositionen innerhalb der aktiven Doméanen beider
Peptide, so dal3 angenommen werden kann, dal3 sie gleichsinnig an den Rezeptor andocken.
Durch Substitutionsversuche an STa wurden die hier identifizierten Aminosaurenseitenketten
ebenfalls als essentiell fur die Potenz des STa verantwortlich gemacht [16]. Weitergehend
wurde die Toleranz des zentralen Asn gegeniiber Asp, His, GIn und Tyr untersucht. Diese
Substitutionen wurden allesamt toleriert, was sich in einer ghnlichen Toxizitét dieser ST-
Mutanten, verglichen mit Wildtyp-STa, zeigte [109]. Substitutionen, die die rdumliche
Orientierung des Peptidrickgrates verandern, z.B. D-Aminosaure-Austausche, hatten einen
groleren senkenden Einfluld auf die Toxizitét des STa [16]. Der Verlust der Aktivitét der
Tyrl09AlaMutante des Guanylins kann mit der herabgesetzten Aktivitét eines 3,5-
Diiodotyrosin-Guanylins korreliert werden [63]. Ebenso wiirde ein am Tyrosin *#I-markiertes
Guanylin mit einem verminderten Potential an den Rezeptor binden. Deshab kdnnen
Bindungskinetiken, die mit in dieser Weise markiertem Guanylin durchgefihrt wirden, streng
genommen nicht als exaktes Experiment akzeptiert werden. Fiir den Austausch von Gly™ bei
Guanylin sowie Gly*'® bei Uroguanylin gegen Ala kann spekuliert werden, daR der Einbau
einer zusatzlichen Methylgruppe am C-Terminus der Liganden dazu fihrt, dal3 diese nicht

mehr ausreichend mit dem Rezeptor wechselwirken koénnen und somit die
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Bindung/Aktivierung schwécher wird. Die kleine Aminosdure Gly konnte also eine
dirigierende Wirkung in Richtung einer Bindetasche des Rezeptors haben. Die Mutation der
[1e106-Seitenkette beim Guanylin und der Leul02-Seitenkette beim Uroguanylin gegen L-
Alanin fihren zu einem vollsténdigen Verlust der Bioaktivitdt. Deren hydrophobe
Seitenketten sind chemisch sehr @hnlich. Es kann daher angenommen werden, dal3 sie eine
gleichsinnige hydrophobe Wechselwirkung mit dem Rezeptor eingehen. Die chemische Natur
der dritten essentiellen Aminosaure fr die Interaktion mit GC-C scheint sehr unterschiedlich
zu sein. Beim Guanylin ist die Anwesenheit einer aromatischen Seitenkette notwendig, beim
Uroguanylin dagegen das Vorhandensein eines Carbonsaureamides. Beide Gruppen verfiigen
alerdings Uber n-Systeme, die in der Lage sind, mit dem Rezeptor zu interagieren. STa
verfigt ebenfalls Uber diese essentiellen Strukturmerkmale. Die Identifizierung der
Ligandenbindungsregion der GC-C wurde mittels eines [Pap™]STa-(4-17)-Derivates erreicht
[79]. In diesem Derivat wurde Asnll von STa gegen p-Azido-phenylalanin ausgetauscht.
Dementsprechend bewirkt die Substitution von Asn gegen eine aromatische Seitenkette keine
grundsétzliche Veranderung des Bindungsverhaltens von STa. Die hthere Potenz von STa
beziglich der GC-C-Aktivierung muf3 also in der zusédtzlich vorhandenen dritten
Disulfidbricke gesucht werden, die das Molekll sehr starr macht. Die Toleranz des zentralen
Asn gegentber Aminosauren, die ein m-System beinhalten, zeigt an, dal3 fur die Aktivierung
der GC-C wahrscheinlich diese Doppelbindungen (Wasserstoff-Akzeptoren) notwendig sind
[109]. Allerdings scheint ein weiterer Faktor, wie etwa die Lange der Seitenkette, ebenfalls
einen Einfluld zu haben. Die chimeren Peptide aus Guanylin, Uroguanylin und STa zeigen
dle, bis auf das GuaUro-Hybrid, eine &hnliche GC-C-Aktivierung wie die
korrespondierenden Wildtyp-Peptide. Der Grund, warum das Hybrid aus Guanylin und
Uroguanylin nicht vollstandig potent ist, kénnte in der dirigierenden Wirkung der Isopropyl-
Seitenketten des Valins im Zusammenspiel mit der Leu-Seitenkette im originalen
Uroguanylin gesucht werden. Eine kooperative Wirkung mehrerer Seitenketten scheint
zwingend notwendig, damit ein Ligand an GC-C andocken kann. Zur weiteren Klarung dieser
Frage konnten chimere Peptide mit folgenden Aminosduresequenzen nitzlich sein:
NDDCEICAYAACTGCL und PGTCELCVNVACTGC. Auch die Punktmutationen
Tyr109Asn im Guanylin oder Asn105Tyr im Uroguanylin kdnnten weiteres Licht beziiglich

der Wechselwirkung zwischen Ligand und Rezeptor bringen.

Durch die Identifizierung der Bindestelle der GC-C fiur STa, die kirzlich von Hasegawa et al.

publiziert wurde [36], werden neue Méoglichkeiten geschaffen, um das System
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Guanylatzyklase-C/STa/Guanylin/Uroguanylin -~ weliter Zu charakterisieren. Die
Ligandenbindungsstelle ist Uber viele Spezies extrem stark konserviert. Durch die strukturelle
Aufkldrung der extrazelluldren Domane in Anwesenheit des Liganden konnte es somit
zukunftig moglich werden, durch molekulares Modellieren GC-C-Antagonisten zu entwerfen

und ihr klinisches Potential zu untersuchen.

(A) (B)

Abbildung 25: Strukturmodel des Pharmakophors von Guanylin und Uroguanylin mit den identifizierten
Merkmalen. (A) Molscript-Darstdlung der A-Form von Guanylin (Brookhaven Protein Data Bank, 1GNA); (B)
Molscript-Darstellung der A-Form von Uroguanylin (1UY A). Die essentidlen Seitenketten sowie die Cysteine
sind eingezeichnet. Die Lage der gezeigten Seitenketten ist nur durch eine mogliche Orientierung reprasentiert.
Gelb = Schwefelatom, rot = Sauerstoffatom, schwarz = K ohlenstoffatom, blau = Glycin-Co.

Hilfreich wéren in diesem Zusammenhang auch die Durchfiihrungen von QSAR-Studien
(Quantitative-Struktur-Aktivitéts-Relationen), die ausgehend von den in Abbildung 25
dargestellten Pharmakophoren ein quantitatives Bild der Ligand-Rezeptor-Interaktion liefern
konnten. Ebenfalls sollten detailliertere Bindungsstudien mit allen Liganden unter
Verwendung eines exozyklischen *I-Tyr-Tyrl09Phe-Guanylinderivates durchgefiihrt

109 %_Uroguanylin oder &hnlichen

werden. Cross-linking-Studien mit Pap™-Guanylin, Pap
photosensitiven Derivaten wéren eine sinnvolle Erganzung zur Identifizierung der
Bindungsstelle der humanen Liganden mit ihrem Rezeptor.

Basierend auf den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen, insbesondere der erstmaligen
Definition eines GC-C-Pharmakophors, kénnen zukinftige experimentelle Arbeiten unter
umfassenden Strukturvariationen von Guanylin und Uroguanylin - Einbau verschiedener

aromatischer Derivate, die Verkirzung des Abstandes zwischen den Cysteinresten oder
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Einbau unnatirlicher Aminosaurederivate - wesentlich gezielter durchgeftihrt werden. Auf
diesem Wege konnte eine Blockade von GC-C und damit ein Antagonist bakterieller,
enterotoxinvermittelter sekretorischer DiarrhGen entwickelt werden.

Die hier vorgestellten Arbeiten sind aber auch geeignet, um das grundsétzliche Verstandnis
der Funktion membranstandiger Rezeptorguanylatzyklasen mit ihren Liganden, darunter
medizinisch so relevante wie die natriuretischen Peptide, zu verbessern. Eine héchst aktuelle
Relevanz erhalten die Arbeiten dadurch, dald3 kirzlich ein inhibitorischer Effekt von
Uroguanylin auf die Bildung intestinaler Polypen, vermutlich durch Induktion apoptotischer

M echanismen, berichtet wurde [110].
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7. Zusammenfassung

Der Rezeptor Guanylatzyklase-C (GC-C) ist mit seinen endogenen Liganden, den
Peptidhormonen Guanylin und Uroguanylin, an der Regulation des intestinalen Elektrolyt-
und Wasserhaushaltes wesentlich beteiligt. Durch Enterotoxine pathogener Bakterienstamme
wird GC-C ebenfalls stimuliert, so dal3 schwere sekretorische DiarrhGen verursacht werden
konnen, was den Rezeptor zu einem pharmakologisch wichtigen Zielprotein fir eine
antagonistische Blockierung macht.

Ein Hauptziel dieser Arbeit war daher, durch eine differentielle Struktur-Aktivitdts-Relation
essentielle Aminosauren in den Peptidgertisten von Guanylin und Uroguanylin fir die
Rezeptoraktivierung und -bindung zu identifizieren. Die hierfir benétigten Peptide wurden
durch Festphasensynthese unter Anwendung der Fmoc-Schutzgruppentechnik dargestellt. Die
Einfuhrung der fUr die biologische Aktivitét der Peptide absolut notwendigen Disulfidbriicken
in einer relativen 1-3/2-4-Verbriickung erfolgte selektiv unter Verwendung des orthogonalen
Cystein-Schutzgruppenpaares Trt/Acm. Durch positionales L-Alaninscanning beider Peptide,
bei dem systematisch ale variablen Aminosauren der Peptide gegen L-Alanin ausgetauscht
wurden, konnten jewells drei Aminosauren identifiziert werden, die fir die Bindung an den
Rezeptor GC-C essentiell sind. Beim Uroguanylin sind dies Gly™°, Asn'® und Leu'®, beim
Guanylin Gly™, Tyr'® sowie 11e'®. Die synthetischen Peptide, bei denen eine dieser
Aminosduren gegen L-Alanin substituiert wurde, waren nicht mehr in der Lage, die
katal ytische Doméne von GC-C in T84-Zellen zu aktivieren und radiaktiv markiertes STa von
der extrazelluldren Doméne der GC-C zu verdréngen. Die identifizierten essentiellen
Aminosauren beider Peptide befinden sich an identischen Sequenzpositionen bezogen auf das
von den vier Cysteinen gebildete Peptidgertist, so dal3 davon ausgegangen werden kann, dal3
beide Peptide gleichsinnig mit der GC-C wechselwirken. Chimere Peptide aus Guanylin,
Uroguanylin und STa, bei denen jeweils der mittlere Bereich des Peptides durch den eines der
anderen Peptide substituiert wurde, waren ebenfalls in der Lage, cGMP in T84-Zellen zu
generieren. Allerdings war die Aktivitat des Gua-Uro-Chimeren um etwa 50% herabgesetzt.
Damit ist zusammen mit der bereits bekannten raumlichen Struktur ein GC-C-bindendes
Pharmakophor definiert, dessen nicht essentielle Sequenzpositionen durch molekulare
Variationen fir die Entwicklung peptidischer Guanylinmimetika zur Verfiigung stehen.
Guanylin und Uroguanylin bilden jeweils zwei in einem dynamischen Gleichgewicht
miteinander korrespondierende, topologische Stereocisomere. Beim Uroguanylin sind diese

Isomeren durch die natirliche C-terminale Elongation derart stabil, dal} eine separate
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Charakterisierung moglich ist. Guanylin fehlt diese C-terminale Verlangerung, weshalb seine
Isomeren sehr schnell interkonvertieren und nur als Mischung analysierbar sind. Die in dieser
Arbeit synthetisch dargestellten Peptide wurden beziglich des Einflusses der
Sequenzvarianten auf das Phanomen der topologischen Isomerie untersucht. Dadurch konnte
ein  modellhafter Mechanismus der Interkonversion aufgestellt werden, dessen
Geschwindigkeit hauptsachlich durch den sterischen Einfluf der exocyclischen Aminosaure
gesteuert wird. Intramolekulare Wasserstoffbriicken spielen mit grof3er Sicherheit eine
stabilisierende Rolle bei der Umwandlung der Guanylinisoformen. Das aufgestellte Modell
des rein konformativen Umwandlungsmechanismus beruht auf einer Wanderung des C-
Terminus durch die Molekilebene hindurch in Richtung N-Terminus, wobei der zentrale
Loop simultan Uber den C-Terminus hinwegklappt.

Im Gegensatz zu den meisten Peptidhormonen wird Guanylin hauptsdchlich als Prohormon
aus 94 Aminosauren sekretiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 das urspringlich
aus intestinalem Gewebe isolierte Guanylin aus 15 Aminosauren durch chemische Spaltung
der Asp-Pro-Amidbindung in Proguanylin gebildet werden kann, wobel ein sinkender pH-
Wert und steigende Temperatur die Spaltung begiinstigen. Es ist daher nicht gerechtfertigt,
Guanylin-(101-115) a's natlrliches Peptid zu bezeichnen.

Guanylin enthélt zwei Disulfidbricken, die fir die Rezeptoraktivierung absolut notwendig
sind. Reduziertes Guanylin aus 15 Aminosauren war nicht in der Lage, wahrend einer
oxidativen Faltung die native Disulfidverbriickung wiederherzustellen. Im Gegensatz dazu
bildete reduziertes Proguanylin bel der disulfidgekoppelten Faltung fast ausschliefdich das
Isomer mit der nativen Disulfidverbriickung wieder aus. Guanylin-(63-115), dem die ersten
31 Aminosauren der Prosequenz fehlen, war dazu nicht féhig, es entstanden fast
ausschliefdlich die beiden nicht nativen Isomere. Es mul3 in funktioneller Hinsicht gefolgert
werden, dal3 die N-terminale Region von Proguanylin signifikant dazu beitrégt, die native
Disulfidverbrickung auszubilden. Durch NMR-spektroskopische Strukturanalysen wurde
eine direkte Nachbarschaft von N- und C-Terminus in Proguanylin eindeutig nachgewiesen.
Es erscheint, dal} diese Interaktionen eine wichtige Rolle fur das Ausbilden der korrekten
Disulfidverbrickung haben. Diese raumliche Nahe erklart ebenso, dal3 in Proguanylin der N-
Terminus den C-Terminus abschirmen konnte, um so GC-C vor einer Aktivierung durch

Proguanylin zu schitzen.

Stichworter:  Guanylatzyklase C, Peptide, Struktur-Aktivitats-Beziehung
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