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Zusammenfassung

Der universelle intrazellulare  second  messenger, cyclisches 365 50

Adenosinmonophosphat (cAMP), wird durch die Enzymgruppe der Adenylatcyclasen
(ACn) gebildet. In Mammalia liegen neun von zehn Adenylatcyclase (AC) Isoformen
als membrangebundene Proteine vor. Die Regulation dieser Enzyme aufgrund
extrazellularer Signale erfolgt indirekt Gber eigenstandige Transmembranrezeptoren,
I.d.R. G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRS). In der Vergangenheit wurde fir den
Membrananker der ACn, der bis zu 40 % des Proteins umfasst, trotz einer
evolutionaren Konservierung von mehr als 400 Millionen Jahren, bisher keine
eindeutige physiologische Funktion identifiziert. Des Weiteren zeigen die
hexahelikalen Membrandomanen der ACn eine strukturelle Ahnlichkeit zu
hexahelikalen Rezeptordomanen bakterieller Quorum sensing (QS) Systeme. Dies
deutet auf eine bisher unbekannte physiologische Funktion des Membranankers der
ACn hin. Der Austausch eines bakteriellen AC-Membranankers durch die
Rezeptordomane des QS Systems zeigte eine Stimulierung der Aktivitat der
entstandenen Chimare durch den Liganden und bestatigt die Ubertragung eines
extrazellularen Signals auf die intrazellulare katalytische Domane. Ein zusatzlicher
stark konservierter Sequenzabschnitt der ACn, das Cyclase-Transducer-Element
(CTE), ist fur die erfolgreiche Signalibermittlung essenziell. Dies lasst eine
Rezeptorfunktion fur bisher unbekannte Liganden vermuten. Der Austausch beider
hexahelikaler Membrananker der humanen AC (hAC) Isoform 2 ergab eine Regulation

der Gs tinduzierten Stimulation durch den QS-Liganden.

Hier zeige ich, dass sowohl Humanes Serum (HS) als auch Fétales Rinderserum
(FBS) die Gs sstimulierte Mammalia AC-Aktivitat konzentrationsabhangig hemmt. Dies
bestatigt i) die erfolgreiche Signaltransduktion und ii) suggeriert die Existenz bisher
unbekannter AC-Liganden im Serum. Fur die Charakterisierung der Liganden wurde
das Serum auf unterschiedliche Stoffklassen untersucht. Verschieden aufgearbeitetes
Rinderserum zeigte, dass Bestandteile des Immunsystems als mdgliche Liganden
nicht in Frage kommen. Eine chromatographische Auftrennung der Serumproteine und
die anschlieRende Proteomanalyse deutete einige Proteine als potenzielle Liganden
an. Eine Regulierung der AC-Aktivitat durch diese Proteine blieb auch in Gegenwart

von Gs vaus und zeigte, dass die Liganden keine Proteine sind. Die Extraktion des
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Serums mit polaren Lésungsmitteln bei saurem pH Uberfihrte die hemmenden
Komponenten in die organische Phase. Dies favorisiert stark saure Lipide als

Liganden.

Die zukunftige Identifizierung von Lipiden als extrazellulare Liganden der ACn wirde
eine Rezeptorfunktion der hAC Membrananker bestétigen. Damit ertffnet sich eine
neue Dimension der Regulation von ACn und der Bildung des universellen second

messengers CAMP, sowie der damit verbundenen Stoffwechselwege.
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Summary

The universal intracellular second messenger 3 0 -cy&li@ adenosine monophosphate
(cAMP) is produced by the enzyme group termed adenylate cyclases (ACs). In
mammals nine out of ten adenylate cyclase (AC) isoforms are membrane-bound.
Regulation of these enzymes upon extracellular signals is indirect via independent
transmembrane receptors generally G-protein coupled receptors (GPCRS). In the past
no distinct physiological function has been identified for the AC membrane anchor
which comprises up to 40 % of the protein despite an evolutionary conservation of
more than 400 million years. Furthermore, the hexahelical AC membrane domains
show structural similarity to hexahelical receptor domains of bacterial quorum sensing
(QS) systems. This indicates a to date unknown physiological function of the AC
membrane anchors. Replacement of the AC membrane anchor by the receptor domain
of a QS system showed stimulation of the activity of the generated chimera upon the
ligand and confirms the transfer of an extracellular signal to the intracellular catalytic
domain. Additionally, a highly conserved sequence stretch termed cyclase transducer
element (CTE) is essential for effective signal transmission. This supposes a receptor
function for so far unknown ligands. Replacement of both hexahelical membrane
anchors of the human AC (hAC) isoform 2 yielded regulation of the Gs sinduced
stimulation by the QS-Ligand.

Here | show that human serum (HS) as well as fetal bovine serum (FBS) impede Gs 0
stimulated mammalian AC activity in a concentration dependent manner. This confirms
i) the successful signal transmission and ii) suggests the existence of so far unknown
AC-ligands in serum. Serum was tested for specific substance classes to characterize
these ligands. Differently processed bovine sera revealed that components of the
immune system are out of the question as potential ligands. Chromatographic
purification of serum proteins and the following proteomics indicated some proteins as
potential ligands. Regulation of AC-activity by these proteins failed to appear also in
presence of Gs tand showed that the ligands are not proteins. Extraction of serum with
polar solvents at acidic pH transferred the inhibitory components to the organic phase.

This favors strongly acidic lipids as ligands.

VI



Identification of lipids as extracellular ligands for ACs in the future would confirm a
receptor function of the hAC membrane anchors. Thereby opening a new dimension

of regulation of ACs and the production of the universal second messenger cCAMP as

well as associated metabolic pathways.
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1. Einleitung

Das Uberleben, gutes Wachstum sowie die Funktionalitat einer Zelle oder eines
Organs bedarf der aktiven Interaktion mit der Umgebung. Eine auf aul3ere Einflusse
adaquat angepasste Zellreaktion setzt die Fahigkeit zur Wahrnehmung der
extrazellularen Signale, deren Weiterleitung sowie daraus resultierende intrazellulare
Folgereaktionen voraus [1, 2]. Die Zellmembran bildet dabei eine semipermeable
Barriere zwischen Extrazellularraum und Zytosol, die nur von wenigen Stoffen passiert
werden kann [2, 3]. Um eine Reaktion auf nicht membrangéngige Signale, auch first
messenger genannt (unter anderem Neurotransmitter und Hormone), zu erméglichen,
nutzen viele regulatorische Systeme sogenannte second messenger. Die Zelle besitzt
membrangebundene Rezeptoren zur Bindung des extrazellularen first messengers.
Das Signal wird Uber die Zellmembran ins Zytosol tUbermittelt und die Bildung des
intrazellularen second messengers ausgelost. Eine entsprechende Zellreaktion wird
durch den gebildeten second messenger erreicht [2]. Ein Hauptvertreter der second
messenger ist CAMP [4], welches an vielen Prozessen wie z.B. der Proliferation,
Reaktionen auf den Né&hrstoffgradient der Umgebung oder der Zelldifferenzierung
beteiligt ist [5, 6]. Die Bildung von cAMP erfolgt durch eine Zyklisierungsreaktion aus
dem universellen Energietrager ATP [7] unter Abspaltung von Pyrophosphat (PPi).
Dieser Prozess wird durch ACn katalysiert, welche sich in den meisten sogenannten
Aranches of lifefi wiederfinden [8]. ACn werden derzeit anhand ihrer Sequenz und
Struktur in sechs verschiedene Klassen (I-VI) eingeteilt. Fir die Klassen I, 1l und IV-VI
sind lediglich prokaryotische Proteine bekannt [6]. Neuste Hinweise auf vorhandene
Nukleotidcyclaseaktivitat in Pflanzen schlagt mindestens eine weitere, bisher nicht
bekannte Klasse der ACn vor [8]. Die zahlenm&Rig héaufigsten und am weitesten
verbreiteten ACn sind die der Klasse Ill. Sie sind sowohl in Prokaryoten als auch in
Eukaryoten zu finden [6, 7]. Eine weitere Unterteilung der Klasse Il ACn in die
Gruppen llla-llld basiert auf Gemeinsamkeiten der konservierten Aminosauren in den

katalytischen Doménen [6, 8].

Alle ACn der Klasse Il setzen fur die enzymatische Reaktion eine Dimerisierung der
katalytischen Doméne voraus, wobei beide Teile die notwendigen Komponenten fr
das aktive Zentrum beisteuern [9-15]. Im Vergleich zu den monomeren bakteriellen
Vertretern finden sich bei den Mammalia ACn beide katalytischen Domé&nen in einem
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einzigen Protein, daher werden diese als Pseudoheterodimere bezeichnet. Evolutionar

sind die Mammalia ACn vermutlich durch eine Genduplikation entstanden.

1.1. Mammalia Adenylatcyclasen

Im Laufe der Forschung wurden zehn Isoformen der Mammalia ACh genetisch
identifiziert. Neun dieser Isoformen besitzen einen Membrananker [16] und somit
moglicherweise eine zuséatzliche physiologische Funktion. Die in Mammalia
vorkommenden membrangebundenen ACn gehdren ausschlief3lich der Klasse llla an
[7, 17]. Alle neun (AC 17 9) weisen eine identische Organisation ihrer Doméanen auf.
N-Terminal beginnend im Zytosol, folgt einer hexahelikalen Transmembrandomane
(TM1), die erste katalytische Doméane (C1). Letztere besteht aus der katalytischen
Einheit Cla und dem Linker (C1b), welcher die Verbindung zur zweiten hexahelikalen
Transmembrandoméane (TM2) bildet. Auf TM2 folgt eine zweite katalytische Doméane
C2 die wie auch C1 aus einer katalytischen Einheit (C2a) sowie dem C-terminalen
Rest (C2b) variabler Lange besteht [9, 16] (Abb. 1-1A). Durch Bildung des
katalytischen Pseudoheterodimers aus Cla und C2a entstehen in der
Bertihrungsebene zwei Bindetaschen. ATP kann nur von einer dieser Taschen als
Substrat gebunden und zu cAMP zyklisiert werden. Dieses katalytische Zentrum
beinhaltet sechs konservierte, an der enzymatischen Reaktion beteiligte Aminosauren.
Darunter fallen zwei Aspartatreste in Cla [18, 19] fur die Bindung von zwei Me?* als
Cofaktoren, die den intramolekularen nukleophilen Angriff der 3’OH Gruppe der
Ri bose an der U HBds ATAs reonbgfichen.r Einp Lysin- und ein
Aspartatrest in C2a [19, 20] fur die Substratspezifitat (ATP gegeniber GTP) und ein
Arginin- sowie ein Asparaginrest [19, 21] fir die Stabilisierung des
Ubergangszustandes (Abb. 1-1B). Fir die zweite Bindetasche ist bisher kein

physiologischer Bindungspartner bekannt [6], sie ist enzymatisch inaktiv.



Abb. 1-1 Schematische Darstellung der Mammalia Adenylatcyclasen

A) Domanenorganisation in pseudoheterodimeren Mammalia Klasse llla ACn; N, N-
Terminus; TM1, Transmembrandoméne 1; Cla, erste katalytische Doméane; Clb, Linker;
TM2, Transmembrandomane 2; C2a, zweite katalytische Domane; C2b, C-terminaler
Rest; C, C-Terminus; 1-12, Transmembranhelices. B) VergréRerte Darstellung der
katalytischen Einheit aus Cla und C2a mit gebundenem Substrat; Ad, Adenosin; P,
Phosphatrest; Me, Metallion; die beteiligten Aminoséuren innerhalb Cla und C2a im

Einbuchstabencode: D, Aspartat; R, Arginin; N, Asparagin; K, Lysin. Adaptiert nach [6, 16]

1.2. Regulation

Allen bisher bekannten Regulationsmechanismen der Mammalia AC Isoformen ist
gemein, dass extrazellulare Signale ausschlief3lich indirekt tibertragen werden [17, 22].
Hierbei erfolgt die Wahrnehmung des Signals tber ein GPCR. Bei GPCRs handelt es
sich um heptahelikale Transmembranrezeptoren, die intrazellular ein G-Protein
gebunden haben [9]. Man unterscheidet zwischen stimulierendem (Gs) und
hemmendem (Gi) G-Protein. Im inaktiven Zustand liegt das G-Protein als Heterotrimer
d e r, -Ubn dUntereinheiten vor [23]. Bindung des Liganden vermindert die Affinitat

des an -Undtereinheit)gebundenen GDP, sodass der Austausch gegen GTP
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ermdglicht wird. Als Folge dieses Austausches, spaltet sich das G-Protein von der
Transmembrandoméane ab und dissoziiert in die aktiven Guo-GTP- und Gps sEinheiten
[23, 24]. Di e -Untéreinheiten unterscheiden sich in stimulierender (Gsy) und
hemmender (Giy) U-Untereinheit. Die gebildeten Gp sUntereinheiten sind identisch und
binden zum Teil am katalytischen Zentrum der ACn und bewirken isoformspezifisch

eine Aktivierung oder Hemmung der ACn (Abb. 1-2).

GTP GDP GDP GTP
* m
Gy =u=an, P Gy
G, - GDP + W + G,- GDP
G, GTP 4 G, * GTP
.
1
1
i 7
e
P, H,0 AC H,0 P,

Abb. 1-2 Regulation der Mammalia Adenylatcyclasen durch die G-Protein-Untereinheiten
Links ist der Zyklus des stimulierenden und rechts des hemmenden G-Proteins dargestellt.
Der Stern (*) markiert die Aktivierung des GPCR, durch die der Austausch von GDP gegen
GTP stattfindet. Dies fuhrt zur Aktivierung der Untereinheiten des G-Proteins. Alle neun
AC Isoformen werden durch Gs gaktiviert (grin, +). Die Hemmung (rot, -) durch G; dindet
isoformspezifisch statt. Gp 5 wirkt isoformspezifisch hemmend oder stimulierend. P;,
Phosphat. Adaptiert nach [23].

1.3. Intrazellulare Effektoren

Experimente zur Aufklarung der Regulation zeigten, dass fur die enzymatische

Reaktion die Membrandomanen nicht zwingend notwendig sind [16, 25]. In der



Vergangenheit befasste sich daher ein GrofR3teil der Forschung mit der Regulation des
isolierten katalytische Dimers.

Aufgrund leichter Sequenzunterschiede der katalytischen Doméanen und daraus
resultierenden Eigenschaften der intrazellularen Regulation, wurden die neun
Isoformen weiter in vier Untergruppen eingeteilt. Untergruppe A umfasst die durch
Calcium/Calmodulin aktivierbaren Isoformen AC 1, AC 3 und AC 8. Unter die
Untergruppe B fallen die Isoformen AC 2, AC 4 und AC 7, welche durch die Go 5
Untereinheit aktiviert werden. Isoformen AC 5 und AC 6 werden durch Calcium sowie
verschiedene Gi dsoformen gehemmt und bilden Untergruppe C. Die verbleibende
Isoform AC 9 steht als eigenstandiges Protein in Untergruppe D [26, 27].

Alle AC Isoformen (AC 17 9) werden einheitliche durch Gsu stimuliert [11]. Fur die
Isoformen AC 11 8 ist zudem die Stimulierung durch Forskolin eindeutig experimentell
nachgewiesen [28]. Forskolin ist ein pflanzliches Diterpen, welches mit der zweiten
Bindetasche interagiert, jedoch in Mammalia nicht vorkommt [11, 29]. Die meisten
Arbeiten beschreiben AC 9 als Forskolin unempfindlich [16, 19, 26]. Neuere
Erkenntnisse zeigen jedoch eine Stimulierung durch das Diterpen in Anwesenheit von
Gs pysowie eine indirekte Gi Hemmung der AC 9 durch Heterodimerisierung mit der
Isoform AC 5 oder AC 6 [30]. Ein mdglicher Einfluss der Membrandomane auf die

Regulation der AC wurde bisher nicht erforscht.

1.4. Membrandoméanen der Adenylatcyclasen

Hexahelikale Membrandomé&nen existieren in vielen Proteinen, meist besitzen sie
k ur z elikdle Membranbereiche und kurze Verbindungsschleifen [17]. Die
hexahelikalen Membrananker bakterieller ACn sind offenbar Strukturanaloga der
Mammalia Transmembranbereiche. Als wahrscheinlicher evolutionarer Vorlaufer gilt
die bakterielle AC Rv1625c, deren Doménen genau eine Halfte der Mammalia AC
darstellt und ebenso der Klasse llla angehort [17, 31]. Strukturelle Ahnlichkeit der
Membrandoméne der Rv1625c zum Membrananker des bakteriellen QS Rezeptors
von Vibrio sowie Legionella, die erstmals eine Rezeptorfunktion einer hexahelikalen
Membrandomane dieser Form mit bekanntem Liganden zeigten, lasst eine
Rezeptorfunktion fur alle Klasse llla ACn vermuten. Die zusatzliche Eigenschaft, dass

fur Funktionalitat eine Dimerisierung der bakteriellen Proteine notwendig ist [17], zeigt
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eine weitere Ahnlichkeit zu den pseudoheterodimeren Enzymen in Mammalia.
Chiméaren der Membranbereiche aus Vibrio sowie Legionella mit der katalytischen
Domaéne aus Rv1625c zeigten eine spezifische Aktivierung mittels der entsprechenden
Liganden und bestatigten damit eine intramolekulare Signalweiterleitung in Klasse Illa
ACn [17, 32]. Bei diesen Untersuchungen wurde ein fur die Signalweiterleitung
notwendiger Bereich der katalytischen Doméanen, das sogenannte CTE, identifiziert

und charakterisiert [32].

1.5. Das Cyclase-Transducer-Element - intramolekulare

Signalweiterleitung

Zwischen Ausgang aus der Membran und Start der katalytischen Doméne der AC
befindet sich ein fur eine korrekte Signalweiterleitung unverzichtbares Element mit
einer Lange von 19 Aminosauren. Dieses wird als CTE bezeichnet und stellt einen
universellen Signalibermittler in ACn der Klasse llla dar. Eine bioinformatische
Clusteranalyse von Klasse llla ACn zeigte bei Vertebraten eine klare Trennung der
CTE-Zugehorigkeit zur C1 oder C2 Domane, mit einer weiteren Unterteilung
entsprechend den neun membrangebundenen Isoformen. Diese Unterschiede in den
CTE Sequenzen besitzen wahrscheinlich eine bisher unbekannte funktionelle
Bedeutung bei der Signalliibertragung [32].

Die Struktur des CTE zeigt zwei Helices, die in einem Winkel von etwa 45° zueinander
stehen. Die Bildung eines aktiven AC Komplexes setzt die prazise Interaktion der
jeweiligen CTE aus den beiden katalytischen Domanen voraus. Im Dimer der
Mammalia AC Isoform 10 bilden die beiden N-terminalen Teilen aus CTE von C1 und
CTE von C2 eine kurze coiled-coil Struktur. Die C-terminalen Helices stehen dabei in
entgegengesetzte Richtungen. Die Ahnlichkeit des hydrophoben Registers der beiden
Helices eines CTEs weist auf die Mdglichkeit hin, dass eine gewinkelte oder gestreckte
Anordnung eingenommen werden kann. Somit kénnte die rAumliche Anordnung der
katalytischen Doménen zueinander beeinflusst werden [32]. Die Bindung eines

Liganden am Membrananker konnte diese Modifikation regulieren.



1.6. Liganden-Theorie

Anhand von Grof3e und Aufbau der Membrananker wurde schon 1989 mit der
erfolgreichen Sequenzierung der ersten Mammalia Adenylatcyclase eine weitere
physiologische Funktion vermutet. Die damals vorgeschlagene Transporter- oder
Kanalfunktion [33] konnte bis heute jedoch nicht bewiesen werden [17, 32, 34].
Bioinformatische Analysen zeigten eine hohe isoformspezifische Konservierung der
Mammalia Membrananker, die weit tGber 400 Millionen Jahre bis zuriick zum
Quastenflosser reicht [17, 32]. Dieser evolutiondre Erhalt zweier hexahelikaler
Membrandoméanen mit ausschliel3licher Ankerfunktion, bei einem Gesamtproteinanteil
von fast 40 % [17, 32], erscheint nicht plausibel und deutet auf eine zusatzliche
Funktion der Membrananker hin. Die strukturelle Ahnlichkeit der Mammalia
Membrananker zu den bekannten QS Rezeptoren liefert einen weiteren Hinweis fir
diese Hypothese und favorisiert eine Rezeptorfunktion [17, 32, 35]. Der
Sequenzunterschied der verschiedenen Isoformen innerhalb einer Spezies im
Vergleich zur Konservierung einer Isoform zwischen unterschiedlichen Spezies liefert

einen Hinweis fur die Existenz isoformspezifischer Liganden [8].

1.7. Bedeutung einer Rezeptorfunktion

Fur die Regulation der Mammalia ACn als Folge eines extrazellularen Signals ist
bisher nur der Weg Uber die Erkennung des Signals von einem GPCR bekannt [17,
22]. Der Nachweis einer Rezeptorfunktion zur direkten Wahrnehmung eines
extrazellularen Signals durch die ACn wirde eine neue Dimension der Regulation der
cAMP Biosynthese und den damit gekoppelten Stoffwechselprozessen ertffnen. Mit
der Identifikation isoformspezifischer Liganden koénnte die Existenz der neun
membrangebundenen ACn sowie deren charakteristische Verteilung im Organismus
erklart werden. Isoformspezifische Liganden wirden zudem die Madoglichkeit zur
Feinregulierung der AC-Aktivitdt ermdglichen. Anhand der Struktur identifizierter
Liganden konnten in der Pharmaforschung spezifische Analoga zur gezielten
Steuerung der Aktivitaten verschiedener AC Isoformen entwickelt werden. Diese
hatten eine grol3e Bedeutung bei der Therapie einer gestérten cAMP Produktion, die

im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten, wie z.B. bei der familidren
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Dyskinesie und fazialen Myokymie steht [36]. Untersuchungen dieser Krankheiten
lassen vermuten, dass unter anderem Mutationen einzelner AC-lsoformen eine
Entstehungsursache darstellen konnten. Als weiteres Beispiel werden bestimmte
Polymorphismen der Isoform 5 im Zusammenhang mit der Entstehung von Diabetes
Typ 2 gesehen [37].

Bisherige Pharmaka basieren auf der indirekten Steuerung der AC-Aktivitat Uber
beteiligte GPCRs [38]. Die Entwicklung neuer Medikamente mit einer direkten
Steuerung der ACn wirde somit die therapeutischen Moéglichkeiten deutlich erweitern.
Die im Zuge dieser Arbeit gewonnenen Daten kdnnten einen entscheidenden Einfluss

auf die zukunftige Entwicklung von Substanzen zur direkten AC-Regulierung nehmen.



2. Zielsetzung

Aufgrund der oben beschriebenen Ausgangslage soll in dieser Arbeit der Frage nach
einer moglichen Rezeptorfunktion der Membrananker von Mammalia ACn
nachgegangen werden.

Die bioinformatische Analyse belegte eine Konservierung der ACn tber mehr als 400
Millionen Jahre und deutet damit auf ebenfalls hochkonservierte Liganden hin.

Wird die Gewebeverteilung der verschiedenen AC-Isoformen betrachtet, lasst sich ein
systemisches Vorhandensein von Liganden vermuten.

Es soll untersucht werden, ob Serum als systemische FlUssigkeit einen Effekt
auf die AC-Aktivitat hat.

Durch verschiedene Aufreinigungs- und Abtrennungsverfahren soll in dieser
Arbeit versucht werden, mogliche Liganden zu charakterisieren und zu isolieren,

um so die Ligandentheorie weiter zu entwickeln.



3. Material und Methoden

Hier werden nur Materialien und Methoden beschrieben, die bei der Charakterisierung

und Aufreinigung des Serums zur Anwendung kamen und nicht in der integrierten

Publikation zu finden sind.

3.1. Gerate

Firma Gerat

GE Healthcare KTAEgo

KTAEFPLCE (Pump P¢

UPC 900)
MonoSE FPLCE
(Kationenaustauscher)
MonoQE FPLCE (5482¢
(Anionenaustauscher)

Thermo Fisher Scientific Slide-A-Lyzer E 2K MWCO

Dialysekassetten 5-15ml (#87719)

Heraeus Megafuge 1.0R

Eppendorf

concentrator 5301 (Vakuumzentrifuge)
Centrifuge 5810 R

Thermomixer 5436

Bender & Hobein

Vortex Genie 2 (Reagenzglasschiittler)
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3.2. Chemikalien und Ldsungen

Firma Material

Thermo Fisher Scientific Gibco® fotales Rinderserum (FBS)

Origin: South America

Gibco® Exosom-armes fotales
Rinderserum (FBSexo) A2720801

Gibco® fotales Rinderserum ultra-low
19G

Gibco® fotales Rinderserum dialysiert

Merck Diisopropylether

n-Butanol pro analysis

Acros Organics Methyl-tert-butylether

Sigma-Aldrich Met hanol HPLC gradi

Promega Wasser Nuklease frei (Nuclease-Free
Water)

Honeywell Speciality Chemicals Seelze | Schwefelsdure 96%

Nalgene 0,22 pm Filter

3.3. Anionenaustausch 1 Flissigchromatographie

Vorab wurde das exosomenarme Foétale Rinderserum (FBS-exo) durch Filtration von
Schwebstoffen befreit (0,22 um Filter; Nalgene), um das Risiko eine Trennséulen zu
verstopfen zu verringern. Um eine bessere Bindung der Proteine an das
Saulenmaterial zu erzielen, wurde die Salzkonzentration verringert. Die Probe wurde
mit demineralisiertem Wasser im Verhaltnis 5:1 verdiinnt. Fir die Chromatographie in
einer AKTA( K T A E F P LGE Bealthcare) iiber eine MonoQ (1 ml) wurde die Probe
in Portionen zu jeweils ca. 2,57 5 ml unterteilt. Als Laufmittel wurde ein 100 mM NaCl
Losung verwendet. Wahrend des Auftrags einer Portion auf die Sdule, wurde das
Durchlaufvolumen aufgefangen (MQ-1x). Elution fand mit 1 M NaCl statt. Zwischen

den Laufen wurde die Saule jeweils mit NaOH und Essigséure regeneriert. Das
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Durchlaufvolumen (MQ-1x) mehrerer Laufe wurde vereint und nochmals Uber die
MonoQ (1 ml) chromatographiert. Wahren des Probenauftrags wurde das
Durchlaufvolumen (MQ-2x) wieder aufgefangen und (dber Nacht gegen
demineralisiertes Wasser in Slide-A-Lyzern (15 ml) mit einer Ausschlussgrenze von 2
kDa bei 4°C dialysiert. Die Proben wurden entweder direkt im AC-Test verwendet oder
bei -20°C aufbewahrt.

3.4. Kationenaustausch 1 Flissigchromatographie

Dialysiertes MQ-2x wurde als Ausgangsmaterial eingesetzt und tber eine MonoS (1
ml) chromatographiert. Als Laufpuffer wurde 10 mM MOPS mit pH 8 verwendet. Elution
der Saule fand mit 250 mM NacCl statt. Die Probe wurde entweder direkt im AC-Test

verwendet oder bei -20°C aufbewahrt.

3.5. Lipidextraktion

3.5.1. Butanol i Diisopropylether i Methode

Fur die Lipidextraktion wurde das Probenvolumen mit der identischen Menge an
Lésungsmittel (n-Butanol/Diisopropylether [2:3, v/v]; nach [39]) versetzt. Um eine
Phasentrennung wahrend des Extraktionsvorgangs zu vermeiden, wurde auf einem
Reagenzglasschuttler (Vortex Genie 2) fur 30 min mit voller Leistung bei
Raumtemperatur extrahiert. Zur anschlieenden Phasentrennung wurde fiir 5 min bei
6000 x g (Heraeus Megafuge 1.0R) zentrifugiert. Die untere, wassrige Phase wurde
mit einer Pasteurpipette abgenommen und mit identischem Volumen an reinem
Diisopropylether versetzt (nach [40]). Erneut wurde fir 2 min auf dem
Reagenzglasschiittler (Vortex Genie 2) bei voller Leistung inkubiert. Dies diente der
weitgehenden Entfernung des verbleibende n-Butanol aus der wassrigen Phase. Fur
die Phasentrennung wurde 2 min bei 6000 x g (Heraeus Megafuge 1.0R) zentrifugiert.
Nach Entnahme der wassrigen Phase wurde aus dieser, durch kurzes Anlegen eines
Unterdrucks mit einer Wasserstrahlpumpe, der noch vorhandene Ldsungsmittelrest

verringert. Ein exaktes Volumen der wassrigen Phase wurde in einer
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Vakuumzentrifuge (concentrator 5301) bei 60°C bis zur Trockenen eingeengt, um
Losungsmittelreste zu beseitigen. Zur Losung des Ruckstands wurde MilliQ Wasser
im vorher eingesetzten Volumen verwendet. Die Probe wurde entweder direkt im AC-

Test verwendet oder bei -20°C aufbewahrt.

3.5.2. Methyl-tert-butylether i Methode

Die Methyl-tert-butylether (MTBE) Methode wurde bei pH 1 und pH 6 nach [41]
durchgefuhrt. Bei pH 6 wurde die dialysierte Probe der chromatographischen
Aufreinigung durch MonoQ (MQ-2x dial.) direkt verwendet. Fir die saure Extraktion
bei pH 1, wurde die Probe durch Zugabe von Schwefelsaure angesauert (Universal-
pH-Papier). Fur die Extraktion (pH 1 und pH 6) wurden 200 pl der Probe mit 1,5 ml
Methanol vermengt und mit einem Reagenzglasschittler (Vortex Genie 2) gemischt.
Dann wurden 5 ml MTBE zugesetzt und auf einem Schiuttler (Thermomixer 5436) bei
mafiger Stufe flr eine Stunde bei Raumtemperatur geschittelt. Die Phasentrennung
wurde durch Zugabe von 1,25 ml nukleasefreien Wassers und 10 min Inkubation ohne
Schutteln erreicht. Bei 1000 x g (Heraeus Megafuge 1.0R) wurde fur 10 min
zentrifugiert, um unlésliche Bestandteile abzutrennen. Die organische, obere Phase
wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und in ein Wasserbad mit einer
Temperatur von 60 7 70°C gestellt. Mit einer Wasserstrahlpumpe wurde ein
Unterdruck erzeugt, um die Ldsungsmittel zu entfernen. Um eine vollstdndige
Trocknung zu erreichen, wurden gegen Ende 200 pl Methanol zugegeben und
nochmals im Wasserbad bei Unterdruck getrocknet. Aus der wassrigen Phase wurden,
durch kurzes Anlegen eines Unterdrucks mit der Wasserstrahlpumpe, organische
Losungsmittelreste verringert. Das Wasser wurde in einer Vakuumzentrifuge
(concentrator 5301) bei 60°C entfernt. Die entstandenen Riickstande wurden in je 200
pl MilliQ Wasser gelost und entweder direkt im AC-Test verwendet oder bei -20°C

eingefroren.
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4.1. Eigenanteil

Cellular Signalling 68 (2020) 109538
doi:10.1016/j.cellsig.2020.109538

GsU stimulation of mammal

regulated by their hexahelical membrane anchors

Anubha Setha?, Manuel Finkbeiner®, Julia Grischin®, Joachim E. Schultz®

a Pharmazeutisches Institut der Universitat Tubingen, Tiabingen, Germany

b Max-Planck-Institut fiir Entwicklungsbiologie, Tuibingen, Germany

Fur diese Arbeit habe ich die von Genscript gekauften neun Gene der
membrangebundenen humanen Adenylatcyclasen in den pLIB Vektor umkloniert und
in E.coli XL1blue transformiert, um die DNA zu amplifizieren. Die DNA wurden von mir
isoliert und E.coli EMBacY Zellen damit transformiert. Daraus habe ich Bacmide
isoliert. Nach Transfektion der Bacmide in Sf9 Insektenzellen habe ich diese fir 72 h
wachsen lassen und die Insektenzellen durch Zentrifugation aus dem Medium entfernt.
Der erhaltene Uberstand beinhaltete die Viruskulturen, Vo genannt. Aus damit
infizierten (Titer 1:100) Sf9 Kulturen (etwa 10 ml) wurden nach 72 h die Viruskulturen
Vi1 nach gleicher Vorgehensweise hergestellt. Dieser Schritt wurde nochmals
wiederholt, um den Virusstock V2 zu erhalten. Fir die Expression der Proteine habe
ich eine groRe Kultur Sf9 Zellen (200 i 800 ml) mit V2 Viren infiziert (Titer 1:100).
Zellernte und Membranpraparation der Proteine in Sf9 wurden von mir durchgefihrt
und durch Westernblots und Aktivitatstests verifiziert. Die molekularbiologischen
Arbeiten mit der CqsS-AC2 Chimare wurden von A. Seth durchgefiihrt. Von ihr wurden
die Gs sDosis-Wirkungs-Kurven, der Effekt des fur CqsS bekannten Liganden CAI-1
und dessen Reversibilitat sowie der Effekt von FBS jeweils auf die Chimare, der Effekt
von CAI-1, Forskolin allein oder in Gegenwart von Gs ge auf die humane AC 2 sowie
HS auf eine Membranpraparation aus Rattenhirn getestet, ausgewertet und graphisch
dargestellt. Die Forskolinwirkung auf den Standard wurde ebenfalls von A. Seth
ermittelt. J. Grischin hat den Effekt von HS auf die AC 2, 3, 5 und 9 in Gegenwart von
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Gs igetestet, ausgewertet und graphisch dargestellt. Die Basalwerte fir den HS Effekt
auf die AC 2, 3, 5 und 9 wurden von mir getestet (Supplementary Figure 3),
ausgewertet und graphisch dargestellt. Auch die FBS und HSA Messungen mit und
ohne Gs vauf die AC 2 wurden von mir angefertigt (Figure 2A; Supplementary Figure
2). Gemeinschaftlich mit J. Grischin habe ich die Gs sDosis-Wirkungs-Kurven bei
Zugabe von HS (Supplementary Figure 1) sowie den Einfluss von HS auf die
Standardkurve (Supplementary Figure 5 links) getestet, ausgewertet und graphisch

dargestellt.

4.2. Publikation
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AR TICLE INEO ABSTRACT

Keywords: Mammalian adenylate cyclases (ACs) are pseudoheterodimers with dissimilar hexahelical membrane-anchors,
Adenylate cyclases isoform-specifically conserved for more than half a billion years. We exchanged both membrane anchors of the
Cyclic AMP AC isoform 2 by the quorum-sensing receptor from Vibrio harveyi, CqsS, which has a ligand, Cholera-Autoinducer-

Membrane anchor
Quorum-sensor
Receptor

1 (CAI-1). In the chimera, AC activity was stimulated by Gsa, CAI-1 had no effect. Surprisingly, CAI-1 inhibited
Gsa stimulation. We report that Gsa stimulation of human AC isoforms 2, 3, 5, and 9 expressed in Sf9 cells is
inhibited by serum as is AC activity in membranes isolated from rat brain cortex. AC2 activation by forskolin or
forskolin/Gsa was similarly inhibited. Obviously, serum contains as yet unidentified factors affecting AC ac-
tivity. The data establish a linkage in ACs, in which the membrane anchors, as receptors, transduce extracellular
signals to the cytosolic catalytic dimer. A mechanistic three state model of AC regulation is presented compatible
with all known regulatory inputs into mammalian ACs. The data allow designating the membrane anchors of

mammalian ACs as orphan receptors, and establish a new level of AC regulation.

1. Introduction

The first amino acid sequence of a mammalian adenylate cyclase
identified two similar catalytic domains (C1 and C2) and two dissimilar
hexahelical membrane anchors (TM1 and TM2) which were proposed
to possess a channel or transporter-like function, properties, which
were never confirmed [1]. Subsequently, nine genes for mAC isoforms
were identified, indicating substantial subfunctionalization during
evolution (mAC isoforms 1-9; [2,3]). Membrane-delimited ACs (mACs)
are the cellular effector proteins for many hormones that signal via G-
protein-coupled receptors and their regulation has received broad at-
tention [2,3]. The catalytic center of mACs is formed at the C1/C2
dimer interface. Most biochemical studies have used the startling ob-
servation that the separately expressed C1/C2 catalytic domains are
regulated by Gsa, i.e. the membrane anchors appear dispensable for
catalysis and regulation [4]. Why then 2 X 6 transmembrane spans,
when 1 or 2 would have been sufficient for membrane-anchoring? The
evolutionary conservation of the membrane domains for more than half
a billion years justifies searching for a physiological function beyond
membrane-anchoring [5-7].

Recently, we replaced the 6TM domain of the mycobacterial

Rv1625c¢ AC, a monomeric progenitor of mACs, by the hexahelical
quorum-sensing receptor CqsS from Vibrio, generating a CgsS-AC
Rv1625c chimera (here and in the following, CgsS is used to denote the
ligand-binding membrane domain of CqsS, not the full receptor protein
[6,71). The ligand for CgsS, Cholera-Auto-Inducer-1 [CAI-1; (S)-3-hy-
droxy-tridecan-4-one], stimulated AC activity in the chimera [6]. Sub-
sequently, we characterized a family of conserved cyclase-transducing-
elements (CTEs) which are indispensable for signal transduction [7].
They are isoform-specifically conserved in mACs, supporting the notion
that the AC membrane domains may be ligand receptors [5-7]. Here,
we asked whether AC regulation by CgsS is maintained in a chimera, in
which the TM1 and TM2 domains in human AC2 (hAC2) are replaced
by CgsS, generating a CqsS-hAC2 chimera. We report that stimulation
by Gsa is preserved whereas the ligand CAI-1 does not, by itself, affect
basal AC activity. Surprisingly, CAI-1 inhibits Gsa stimulation in CqgsS-
hAC2. We further show that the Gsa stimulation of the hAC2 ho-
loenzyme is similarly inhibited by as yet unidentified factors present in
human serum. Serum also inhibited Gsa activation of hAC isoforms 3,
5, and 9, and AC activity in rat brain cortical membranes indicating that
the AC membrane domains are orphan ligand receptors.

Abbreviations: AC, adenylate cyclase; hAC, human adenylate cyclase; mAC, membrane-delimited adenylate cyclase; TM, hexahelical membrane domain; CTE,
cyclase-transducing-element; CAI-1, Cholera-Autoinducer-1; CqsS, quorum-sensing receptor CqsS from Vibrio
* Corresponding author at: Pharmazeutisches Institut der Universitdt Tiibingen, Auf der Morgenstelle 8, 72076 Tiibingen, Germany.

E-mail address: joachim.schultz@uni-tuebingen.de (J.E. Schultz).
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2. Materials and methods
2.1. Reagents and materials

CqsS of V. harveyi (acc. # AAT86007) and hAC2 and hAC9 (acc. #
Q08462 and NM_001116.3) sequences were used. Position Phel66 in
CgsS was mutated to Leu (F166 L) [6]. Radiochemicals were from
Hartmann Analytic and Perkin Elmer. Enzymes were from either New
England Biolabs or Roche Molecular. Other chemicals were from Sigma,
Merck and Roth. CAI-1 was synthesized in-house [8]. The constitutively
active GsaQ227L point mutant was from Dr. C. Kleuss, Berlin [9]. It was
expressed and purified as described earlier [9-11]. Human serum
(catalog # 4522 from human male AB plasma), heat-inactivated human
serum (i.e. inactivated complement; catalog # H3667 from human male
AB plasma), and serum albumin (catalog # A3782) were from Sigma-
Aldrich, fetal bovine serum was from Gibco, Life Technologies, Darm-
stadt, Germany (catalog #: 10270; lot number: 42Q8269K).

2.2. Plasmid construct

CgsS-hAC2 was generated using standard methods. 5-BamHI or
EcoRI and 3"-HindIII sites restriction sides were used and inserted into
PQES8O0;, (A Xhol; A Ncol). Gly-Ser and Arg-Ser were introduced for in-
ternal restriction sites. An N-terminal MRGS-hexa-His-tag was used to
for Western blotting. The construct boundaries were: MRGSHise-
GS—CqSS (F166L)1,1 81 ’hAC22217603~RS—CqSS (F166L)1,1 81 ~hAC2835,1 091-
Genes for hACs 2, 3, 5, and 9 were obtained from GenScript. For virus
production, hACs were inserted into pLIB. The plasmid was amplified in
E. coli XL1blue and transformed into E. coli EMBacY cells generating the
bacmid for Sf9 transfection.

2.3. Protein expression

CgsS-hAC2 was expressed in E. coli BL21 (DE3) in Luria-Bertani
broth at 30 °C with 100 pg/ml ampicillin. 200 ml medium were in-
oculated with a preculture (to Agpo of 0.2) and grown at 30 °C with
antibiotics. At Agoo 0.8 expression was induced with 500 uM isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside (22 °C, 4 h). Cells were harvested, washed
with buffer and stored at —80 °C. Cell membranes were prepared in
lysis buffer (50 mM Tris/HCl, 0.021% thioglycerol, 50 mM NacCl, pH 8)
after disintegrating cells in a French press (1100 psi). After removal of
cell debris (4300 x g, 30 min, 4 °C) membranes were collected
(100,000 x g; 1 h, 4 °C). Membranes were suspended in buffer (40 mM
Tris/HCl, 0.016% thioglycerol, 20% glycerol, pH 8). Virus-infected Sf9
cells expressing hACs were grown in Sf900 III medium, harvested after
three days and membranes were isolated and stored at —80 °C. Each
hAC isoform was expressed once in Sf9 cells and membranes were used
in multiple assays (in triplicates). Membrane preparation from rat brain
cortex was according to [12].

2.4. Adenylate cyclase assay

Activity of CgsS-hAC2 was assayed for 15 min at 30 °C-37 °C in
100 pl with 40 pg membrane protein, 50 mM Tris/HCl pH 8.3, 5 mM
MnCl,, 6 mM creatine phosphate, 230 pg/ml creatine kinase, 750 uM
[a-*2P]-ATP, and 2 mM [2,8->H]-cAMP to monitor yield during cAMP
purification [13]. Substrate conversion was kept below 10%. CAI-1 was
dissolved in DMSO. Incubations with DMSO were carried out as con-
trols. Activity of hACs was determined in a volume of 10 pl using 1 mM
ATP, 2 mM MgCl,, 3 mM creatine phosphate, 60 pug/ml creatine kinase,
50 mM MOPS, pH 7.5 using an Assist-Plus pipetting robot (Integra
Biosciences, Germany) and a cAMP assay kit from Cisbio (Codolet,
France) according to the supplier's instructions (see controls of standard
curves in Supplemental fig. 5).
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2.5. Western blot analysis

For Western blotting an RGS-Hiss-antibody (Qiagen) and a 1:2500
dilution of the fluorophore-conjugated secondary antibody Cy3 (ECL
Plex goat-a-mouse IgG-Cy3, GE Healthcare) was used. Proteolysis was
not observed.

2.6. Data analysis and statistical analysis

All incubations were in duplicates (CqsS-hAC2) or triplicates
(hACs). S.E.M values are given for experiments with CqsS and refer to
separately expressed and analyzed proteins. S.D. values apply hACs
individually expressed once in Sf9 insect cells. Data analysis was with
GraphPad prism 8.1.2.

3. Results
3.1. CqsS serves as a ligand receptor for hAC2

We generated a pseudoheterodimeric chimera of hAC2 in which
both 6TMs were isosterically replaced by the 6TM quorum-sensing re-
ceptor CgsS from Vibrio (CqsS-hAC2). The point of transition between
CgsS and hAC2 was at the respective hAC2 CTEs in front of the catalytic
domains Cla and C2, thus maintaining all structural features poten-
tially required for signaling (Fig. 1 left; [6,7,14]). Two questions were
obvious: a) Is such a chimera expressed in Escherichia coli although
bacterial expression of mammalian ACs has so far proven impossible,
and b) Is regulation by Gsa and the quorum-sensing ligand CAI-1
maintained? The chimera was expressed in E. coli and had robust basal
activity indicating that native mAC-like features were maintained
(Fig. 1). AC activity was stimulated by constitutively active Gsa
(Q227L, below termed Gsa [10,11]) demonstrating formation of a
productive C1/C2 catalytic dimer. A concentration-response curve
showed a 2.3-fold increase in activity with an ECso of around 200 nM
Gsa (Fig. 1). By comparison, AC2 expressed in Sf9 cells is stimulated by
Gsa about 5 to 12-fold [15,16]. The quantitatively differing responses
compared to AC2 may be due to the replacement of the dissimilar TM1
and TM2 domains by two identical CgsS receptors. The quorum-sensor
ligand CAI-1, up to 100 puM, failed to affect AC activity. This posed two
questions: a) Are the catalytic domains of mACs at all capable of op-
erating as output domains for transmembrane signals? b) Which bio-
chemical differences between bacterial and mammalian ACs exist,
which might explain the divergent results obtained with the CgsS-
Rv1625¢ AC chimera [6].

A crucial difference between bacterial and mammalian ACs are the
dissociation constants of the catalytic domains. Bacterial catalytic do-
mains usually have a high ‘self-affinity (Kd <1077 M) and are active
when conformationally unconstrained [5-7,17]. Similarly, the in-
dividual C1 and C2 domains of mACs have a high propensity for self-
association, i.e. C1 preferentially associates with C1 and C2 with C2, as
documented in the first mAC crystal structure, a C2 homodimer [18].
However, homodimers of C1 or C2 are inactive [19]. The actual affinity
between the C1 and C2 catalytic domains in mACs is rather low (Kd =
10~° M [20-22]. AC stimulation by Gsa is tantamount to an increase in
the apparent affinity of C1 and C2 for each other by approximately two
orders of magnitude [20-23]. Therefore, a provocative interpretation
for the lack of a CAI-1 effect would be that CqsS receptor activation
causes conformational changes which interfere with Gsa stimulation.
This was tested next.

3.2. The CgsS receptor regulates stimulation of hAC2 by Gsa

In presence of 5 or 10 uM CAI-1, Gsa activation of CqsS-hAC2 was
significantly attenuated (Fig. 2A). Inhibition was instantaneous. The
effect was ligand-specific and reversible as determined by re-assaying
membranes which were stimulated, washed and re-isolated (Fig. 2B). In
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domain organization of nine mammalian adenylate cyclases
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Fig. 1. Stimulation of the chimera CqsS-hAC2 by Gsa. Left: general domain organization of the membrane-delimited adenylate cyclases (top) and scheme of the
chimera between CgqsS as membrane anchors and hAC2 (bottom). The 6TM regions are idealized, CTE1 and CTE2 denote the cyclase-transducing-elements, indis-
pensable for signal transduction [6,7], Cla and C2 are the respective catalytic domains, C1b connects Cla to TM2 (construct boundaries: MRGSHiss-GS-CgsS
(F166 L);_181-hAC252;_03-RS-CqsS (F166 L);_181-hAC2g36 1991). Right: Gsa concentration-response curve. Basal activity (100%) was 27.2 * 2.6 pmol
cAMP-mg ~ ''min’. Half-maximal stimulation was around 200 nM Gsa. Error bars denote S.E.M. of 2-7 separate experiments (expressions). Significances: : p < .001
compared to basal. For clarity, not all significances are marked. Insert: Western blot of the chimera with an anti-His¢-antibody indicating absence of proteolysis. MW

standards are at right.

presence of 5 or 10 uM CAI-1, the ECs, concentrations for Gsa were
increased 1.5- and 4-fold, respectively (Fig. 2A). Concomitantly, CAI-1
at 10 pM significantly diminished the maximal Gsa response by 20%
(Fig. 2A). The data supported the hypothesis that CqsS receptor acti-
vation interfered with activation by Gsa.

Next, a concentration-response curve for CAI-1 in the presence of
1 uM Gsa was carried out. At 35 pM CAI-1, activation of the CqsS-hAC2
chimera by Gsa was almost abrogated (Fig. 3A). The ICsy for CAI-1
inhibition was 6.3 pM,, i.e. about 15-fold higher than for the stimulatory
effect of CAI-1 in the CqsS-Rv1625c AC [6]. This might be due to the
fact that we went from a homodimeric CqsS-Rv1625¢ AC to a linked
pseudoheterodimeric CqsS-hAC2 chimera. To exclude that CAI-1 might
have obstructed the formation of the catalytic dimer or its interaction
with Gsa, the effect of CAI-1 on Gsa stimulation of native hAC2

JL
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expressed in Sf9 cells was tested. CAI-1 neither affected basal nor Gsa-
stimulated AC activity (Fig. 3B). This unequivocally demonstrated that
a) CAI-1 did not interfere in formation of the catalytic dimer in the
CgsS-hAC2 chimera, b) CAI-1 did not interact with Gsa and impair its
function, and c¢) CAI-1 did not impair the interactions between the
catalytic dimer and Gsa. From these data we can conclude that the
effect of CAI-1 in the CqsS-hAC2 chimera was mediated via the CgsS-
receptor.

3.3. Gsa stimulation of hAC2 is inhibited by human serum

The above data present a proof-of-concept experiment to demon-
strate that a 2x6TM anchor domain can regulate formation of the cat-
alytic dimer of hAC2. The data pose the questions: are mammalian

Fig. 2. A) Effect of CAI-1 on the stimulation of the chi-

wash, mera CqsS-hAC2 by Gsa. B) Inhibition of the Gsa re-
re-isolate sponse by CAI-1 is reversible. After stimulation of CgsS-
hAC2 by 1 pM Gsa = 10 puM CAI-1 for 15 min (left)

membranes were washed and re-isolated by ultra-
centrifugation (total time required about 150 min). Re-
stimulation was for 15 min. Basal activity (100%) cor-
responded to 48.2 + 9.1 (primary stimulation) and
323 + 5.1 pmol cAMPmg 'min~'! (washed mem-
branes). Error bars denote S.E.M. of 5 separate experi-
ments. Significances: *, p < .05; 7, p < .01 compared
to the respective Gsa stimulation.
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Fig. 3. A) CAI-1 concentration-response curve
for the inhibition of Gsa-stimulated CqsS-hAC2.
1 pM Gsa-stimulated activity above basal
(100%) was 33 * 2.6 pmol cAMP-mg ™~ "min .

|
LIS ! 2 y l : The ICs, for CAI-1 was 6.3 pM. Error bars denote
SEM. of 3-7 separate experiments.
- = — I
100 18- 100 1 Significances: f: p < .01; ¥: p < .001 com-
: pared to Gsa-stimulated activity. For clarity, not
‘a‘ 80 - q? 80 _ I all significances are indicated. B) CAI-1 has no
S i‘ = | effect on Gsa stimulation of hAC2. Basal
b3 % © : (60 + 20 pmol cAMPmg~ "min~") and 1 pM
< 60 - < 60 - " Gsa stimulated activities (2.7 = 1.4 nmol
[S) Q | cAMP-mg~ ' min~1) were set at 100%, respec-
< < 1 tively; CAI-1 was dissolved in DMSO, 2% final
=) \O 1 A ; .
N 40 - o 40 - i DMS.O in all assays. 5 independent assays were
I , | carried out. Error bars denote SD.
I
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Fig. 4. A) Inhibition of Gsa stimulation (600 nM) of hAC2 by
E " hAC2 Cqu-hAC2 human serum ([J) and FBS (A); human serum albumin () at
1/ T T T T T T T 45 pug/assay. Basal hAC2 activity was 30 pmol
. cAMP-mg 'min~', 100% Gsa-stimulated activity was
100 100 ! ] 1.6 nmol cAMPmg~''min . Error bars represent SD of 3-5
! experiments. i: p < .01 compared to control. B) Basal (open
' bars; 13.6 + 2.2) and Gsa-stimulated activity (hatched bars;
80 — 80 - ! 27.2 + 6.2 pmol cAMPmg ™ "min~"') of the CqsS-hAC2
1 chimera were unaffected by 5% FBS.
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mACs regulated in a similar manner and what are potential ligands in
mammals and where to expect them? Considering that the mAC
membrane anchors are isoform-specifically conserved, prospective li-
gands are predicted to be similarly primordial [5,7]. Because ligands
supposedly access the mACs from the extracellular solvent space, they
are expected to be systemically present in the extracellular fluid system
of the body. Indeed, human serum significantly inhibited stimulation of
hAC2 by 600 nM Gsa (and similarly did heat-inactivated human serum
in which complement is inactivated) in a concentration-dependent
manner (Fig. 4A). Serum albumin had no effect (Fig. 4A). Fetal bovine
serum (FBS) was even more potent indicating a higher concentration of
inhibitory factors and almost excluding immunoglobulins as potential
ligands because the concentration of immunoglobulins in FBS is sub-
stantially lower compared to human serum (Fig. 4 A). Although hAC2

activity with Mn?*-ATP was much higher than with Mg>*-ATP we
preferred using Mg>*-ATP as the likely physiological substrate because
serum contains 1.25 mM Mg>* and 2.4 mM Ca®*, virtually excluding a
chelating effect of divalent cations and, probably, regulatory effects of
Ca®* [24]. The data suggested that potential receptor ligands for hAC2
are present in serum. We also carried out concentration-response curves
for Gsa stimulation of hAC2 in the absence and presence of 5 and 10%
human serum (Supplemental fig. 1). In the presence of serum the effi-
cacy of Gsa was substantially diminished, increasing the required Gsa
concentrations for activation and diminishing the maximal responses
(Supplemental fig. 1). This was similar to the results with the CqgsS-
hAC2 chimera (Fig. 2A) suggesting similar mechanisms of action for
CAI-1 and specific serum factors, respectively.

Stringent controls are required to unequivocally assign the effect of
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serum to the membrane anchors of hAC2: a) exclusion of a salt effect as
serum contains around 120 mM NaCl, b) exclusion of an interference of
serum components with the dimerization of the C1 and C2 catalytic
domains, and c) exclusion of an interference in the interaction between
the catalytic dimer and Gsa. 10 mM NacCl in the incubations, equivalent
to 10% serum in the assays, did not impair hAC2 basal activity or Gsa
stimulation. Similarly, using dialyzed serum did not abrogate inhibition
of Gsa stimulation excluding interference by NaCl.

Basal activities of all mACs generally are rather low and difficult to
determine reliably [25]. Therefore, we increased the amount of hAC2
membrane protein 27-fold and examined the effect of serum. It in-
hibited basal hAC2 activity in a concentration-dependent manner with
a half-maximal inhibition at 4.9% serum whereas albumin did not
(Supplemental fig. 2).

This created a critical issue because components of human or fetal
bovine serum might either interfere with dimerization of C1 and C2
domains or with activation of the dimer by Gsa. This was explored
using CqsS-hAC2 in which the membrane anchors are from a Vibrio
quorum-sensor whereas the cytosolic domains are from hAC2 (scheme
in Fig. 1). In the CqsS-hAC2 chimera FBS did neither interfere with
basal hAC2 activity nor with Gsa stimulation (Fig. 4B). Thus we ex-
cluded an effect of serum on the catalytic hAC2 dimer or on Gsa acti-
vation of the dimer. The results demonstrated that the action of serum
on basal hAC2 activity was contingent on the presence of the membrane
anchor of hAC2.

3.4. Human serum inhibits Gsa stimulation of hAC 3, 5, 9 and in brain
membranes

Are the above results restricted to the hAC2 isoform or are they
indicative of a more general regulatory mechanism applicable to all
mACs? Based on pronounced sequence features the nine mACs are
subclassified into four subclasses, AC 1, 3 and 8, AC 2, 4, and 7, AC5
and 6, and the standalone isoform AC9 [3,26,27]. We investigated
hAC3, hAC5 and hAC9, i.e. one member of each subclass (including
hAC2). Using appropriate enzyme concentrations, serum inhibited
basal activities of hACs 3, 5, and 9 with hAC5 being less sensitive to
inhibition compared to hAC3 and 9 (IC5o = 6.3% serum) indicating
either different concentrations of specific inhibitory factors in serum or
differences in affinity of a potentially common factor (Supplemental fig.
3). Similarly, Gsa stimulation of hAC isoforms 3, 5, and 9 was inhibited
by human serum. The calculated ICso concentrations ranged between 3
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and 7% (Fig. 5A). These insignificant differences were not surprising as
the commercial human serum is mixed from adult human donors,
certainly presenting various physiological states while donating blood.

Next we investigated whether we might have dealt with a serum
effect related to the heterologous expression of hACs in Sf9 cells. We
prepared membranes from rat brain cortex which contain essentially all
mAC isoforms [28]. Serum potently inhibited basal AC as well as Gsa
stimulated activity, suggesting that the mACs in brain membranes are
similarly regulated as individual AC isoforms expressed in Sf9 cells
(Fig. 5B and Supplemental fig. 4).

3.5. Serum inhibits forskolin-stimulated AC activity

mACs are known to be regulated by a number of cytosolic effectors
such as Gfv, calcium / calmodulin, or forskolin and by several sec-
ondary modifications such as phosphorylation [3]. These factors gen-
erally have divergent, isoform-specific effects, e.g. Gy is reported to
enhance Gsa or forskolin-stimulated activities of mACs 2, 4, 5, 6, and 7,
but to have no effect alone (reviewed in [26,29]). On the other hand,
Gpy inhibits mACs 1, 3, and 8, and is even reported to inhibit AC5 and 6
[26,30,31]. Similarly, calcium and calmodulin have isoform-specific
inhibitory or activating effects [26]. In contrast, the plant diterpene
forskolin uniformly activates mACs 1 to 8 and it potentiates Gsa acti-
vation [3]. In crystal structures of the catalytic dimer, forskolin is
bound within the catalytic cleft [21,32]. Therefore, we examined
whether serum affects the action of forskolin on hAC2, either alone or
in conjunction with Gsa. 25 pM Forskolin stimulated hAC2 about 2.4-
fold and human serum significantly inhibited activation (Fig. 6A).
25 pM Forskolin +300 nM Gsa resulted in a 6.6-fold potentiation of
activation of hAC2 and serum was significantly inhibitory as well
(Fig. 6B). Interestingly, also basal AC activity in rat cortical membranes
was inhibited by serum in line with respective results of hACs 2, 3, 5,
and 9 activities (Supplemental fig.'s 2, 3 and 4). This demonstrates that
regulatory processes of mACs, which are mediated via direct effects on
the cytosolic catalytic dimer, are affected by action of specific in-
hibitory factors present in serum acting via mAC membrane domains.
The data support our suggestion that we were dealing with a novel
general mechanism of mAC regulation.

4. Discussion

Thus far, studies of regulation of mAC activity mostly dealt with

Fig. 5. A) Serum inhibition of hACs 3, 5, and 9 stimulated by
600 nM Gsa (O: hAC 3; @: hAC5; ll: hAC9). To depict the data in a
single graph, activities of hACs 3, 5, and 9 stimulated by 600 nM
Gsa were taken as 100% (hAC3 = 0.7, hAC5 = 4.5,
AC9 = 1.5 nmol cAMP-mg~*min™"; for inhibition of basal AC ac-
tivities see Supplemental fig. 3). B) Serum inhibition of AC activity
in rat brain cortical membranes stimulated by 600 nM Gsa. 100%
activity corresponds to 1.24 nmol cAMP'mg_lmin_l (3.5-fold sti-
mulation above basal; n = 3). *:p < .05:7:p < .0l:¥:p < .001.
Error bars denote SD of 3-4 experiments. (for inhibition of basal
activity see Supplemental fig. 4). For clarity, not all significances are
indicated.
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Fig. 6. Serum inhibition of hAC2 activity stimulated by forskolin and forskolin
+ Gsa. A) Inhibition of 25 pM forskolin stimulated hAC2 activity (100% cor-
responds to 0.19 nmol cAMP-mg’l-min’l, a 2.5-fold stimulation). B) Inhibition
of hAC activity stimulated by 25 uM forskolin and 300 nM Gsa (100% corre-
sponds to 0.5 nmol cAMP-mg "min ", a 6.6-fold stimulation). Error bars de-
note SD of 4 experiments. *: p < .05; &: p < .001.

regulation of the cytosolic catalytic dimer, primarily by uniformly ac-
tivating Gsa and, secondarily, by variable other inputs (reviewed in
[3,271). The biochemical data emanating from these studies are usually
discussed by a two-state model, an active and an inactive state. In this
respect, the 2x6TM anchors were considered inert. Potential roles for
the membrane anchors were assigned to localization, e.g. in membrane
rafts, or as potential interaction sites for scaffolding proteins [33-36].
Our data demonstrate a new level of mAC regulation which is spatially
distinct from the catalytic dimer, and, for the first time, confer a reg-
ulatory function to all mAC domains. In addition, the regulatory input
via the AC membrane domains immediately suggests a possible ex-
planation for the striking evolutionary conservation of the membrane
anchors in an isoform-specific manner [5] and requires expanding the
previous two-state model of mAC regulation to a three-state model.
CgsS is a hexahelical quorum-sensing receptor from Vibrio sensing
the extracellular ligand CAI-1 [8,37]. It is isosteric to a 6TM domain of
the pseudoheterodimeric mACs [6]. In the CqsS-hAC2 chimera, we
observed that CAI-1 attenuated Gsa stimulation in an unequivocally
receptor-mediated process (Fig. 2). CAI-1 had no such effect on Gsa-
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stimulated activity of the hAC2 holoenzyme, because the hAC2 mem-
brane anchor lacks the functionality to sense CAI-1 (Figs. 2, 3). How-
ever, stimulation of hAC2 by Gsa was inhibited by serum (Fig. 4A). The
effect was dependent on the membrane domain from hAC2 because
serum did not affect Gsa stimulation of CqsS-hAC2 as the CqsS receptor
cannot sense signaling components present in mammalian serum
(Fig. 4B). In addition, this demonstrated that serum did not affect di-
merization of C1 and C2 (Fig. 4B). Serum albumin, the major protein in
serum, had no effect suggesting the presence of specific, as yet uni-
dentified inhibitory components in serum (Fig. 4A). Inhibition of Gsa
stimulation by serum was further demonstrated for hAC isoforms 3, 5,
and 9, thus covering one isoform from each mAC subclass (Fig. 5A).
Likewise, serum inhibited basal and Gsa stimulated mAC activity pre-
sent in rat brain cortical membranes (Fig. 5B and Supplemental fig. 4),
virtually excluding the possibility of an artifact due to heterologous
expression of hACs in Sf9 insect cells. Conceptually, a regulatory input
from the extracellular space should affect all cytosolic regulatory inputs
impinging upon the catalytic dimer. This was verified with forskolin
which stimulates cytosolic catalytic dimer (exception mAC9). Forskolin
activation of hAC2 + Gsa was inhibited by serum (Fig. 6B).

4.1. A three-state model of adenylate cyclase regulation

Based on these data and equilibrium thermodynamic considerations
we propose a novel formal concept of regulation of mACs which en-
compasses all available biochemical, pharmacological and structural
data (Fig. 7). Three distinct basal states of mACs exist in equilibrium,
state A (inactive), state B (inactive), and state C (active). States A and B
differ in the conformational flexibility of their catalytic C1/C2 domains.
In state A, the catalytic domains are conformationally constrained and
cannot form an active dimer. In state B, the catalytic domains are
conformationally unconstrained, yet because of their low affinity for
each other, they only occasionally collapse into an active dimer (state
C). The highly transient state ‘C' is responsible for the very low basal
activity observed in all mACs.

Constraining structural flexibility by binding of a ligand at the ex-
tracellular side shifts the equilibrium to the inactive ‘A'-state (Fig. 7, far
left) attenuating basal AC as well as Gsa stimulated activities in hAC2,
3, 5, 9, and in rat brain cortical membranes (Figs. 4, 5 and Supple-
mental Fig.'s 2-4). Forskolin reversibly increases the apparent affinity
of C1 and C2 about tenfold, i.e. it stabilizes the ‘C'-state. The ‘C'-state is
further stabilized by binding of Gsa at the cytosolic dimer thus

10
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Q

active conformationally
stabilized

active state

Fig. 7. Scheme of regulation of mammalian adenylate cyclases. Three basal states are in a thermodynamic equilibrium, two inactive, A and B, and one active state, C.
The constant low basal enzyme activity is due to fractional formation of an active dimer as symbolized in C. Contact with Gsa in the cytosol stabilizes the active ‘C'-
state (conformationally stabilized active state, at far right). Conversely, binding of as yet unknown ligands at the extracellular side of the membrane anchor stabilizes

the inactive state A (conformationally stabilized inactive state; at far left).
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activating mACs and potentially acting in concert with forskolin (Fig. 7,
far right).

The proposed three-state model suggests the existence of an allos-
teric linkage in mACs, in which the membrane anchors, as receptors,
transduce extracellular signals across the cell membrane to the cytosolic
catalytic dimer. This way, each mAC isoform can be addressed in-
dividually by an extracellular ligand and primed for a physiologically
measured GPCR/Gsa response. Such a regulatory network would ex-
plain the conundrum of why often multiple Gsa-stimulated mAC iso-
forms are expressed in a single cell. The model is in agreement with the
recently published structure of a bovine AC9 isoform which contains
features compatible with signal transduction between membrane an-
chor and catalytic dimer [14]. We are aware of the fact that the equi-
librium of states will be subject to ambient conditions such as ion and
substrate concentrations, membrane charge and membrane potential.
Thus, the model is open to modifications without losing its conceptual
validity. Similarly, the lack of chemically identified ligands neither
impaired establishing nor does it affect the validity of the three-state
model. Considering the isoform-specific conservation of AC membrane
anchors nine ligands are expected. These ligands in conjunction with
the respective receptors will define a regulatory system which affects
GPCR/Gsa actions executed via mACs. In summary then, the AC
membrane anchors can now be designated as orphan receptors.
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Supplementary Figure 1.Gs U ¢ o n crespange aurve af mAC2 in presence of 5 and 10
% human serum, respectively. Significances: p O0. 05 compared to cont

SD of 3 experiments
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Supplementary Figure 2.Inhibition of basal activity of hAC2 by humanraen. Basal activity
was 0.038 + 0.006 nmol cAMP-mgmin. ICso concentration determined by grapad was:

4.9% HS. 25 Experiments were carried out, Error bars denote SD
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