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Abkürzungen 

AC(n)/AC(s) Adenylatcyclase(n) / adenylate cyclase(s) 

BSA Bovines Serumalbumin 

C 1 a/b Katalytische Domäne 1 a/b der Adenylatcyclasen 

C 2 a/b Katalytische Domäne 2 a/b der Adenylatcyclasen 

CTE(s) Cyclase-Transducer-Element(s) 

delip. delipidiert 

DMSO Dimethylsulfoxid 

FBS Fötales Rinderserum (Fetal Bovine Serum) 

FBS-dial. dialysiertes FBS 

FBS-exo (exosome depleted) exosomenarmes FBS 

FBS-hi (heatinactivated) hitzeinaktiviertes FBS 

FBS-low IgG (ultra low IgG) Immunglobulin G armes FBS 

Gi hemmendes G-Protein 

GiŬ hemmende Ŭ-Untereinheit des G-Proteins 

GPCR(s) G-Protein-gekoppelte(r)-Rezeptor(en) 

Gs stimulierendes G-Protein 

GsŬ stimulierende Ŭ-Untereinheit des G-Proteins 

hAC Humane Adenylatcyclase 

HS Humanserum 

PA Phosphatidsäuren 

Pi Phosphat 

PPi Pyrophosphat 

QS Quorum sensing 

TM 1/2 Transmembrandomäne 1/2 
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Zusammenfassung 

Der universelle intrazelluläre second messenger, cyclisches 3ó,5ó-

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 

extrazellulärer Signale erfolgt indirekt über eigenständige Transmembranrezeptoren, 

i.d.R. G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs). In der Vergangenheit wurde für den 

Membrananker der ACn, der bis zu 40 % des Proteins umfasst, trotz einer 

evolutionären Konservierung von mehr als 400 Millionen Jahren, bisher keine 

eindeutige physiologische Funktion identifiziert. Des Weiteren zeigen die 

hexahelikalen Membrandomänen der ACn eine strukturelle Ähnlichkeit zu 

hexahelikalen Rezeptordomänen 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 

Rezeptordomäne des QS Systems zeigte eine Stimulierung der Aktivität der 

entstandenen Chimäre durch den Liganden und bestätigt die Übertragung eines 

extrazellulären Signals auf die intrazelluläre katalytische Domäne. Ein zusätzlicher 

stark konservierter Sequenzabschnitt der ACn, das Cyclase-Transducer-Element 

(CTE), ist für die erfolgreiche Signalübermittlung essenziell. Dies lässt eine 

Rezeptorfunktion für bisher unbekannte Liganden vermuten. Der Austausch beider 

hexahelikaler Membrananker der humanen AC (hAC) Isoform 2 ergab eine Regulation 

der GsŬ induzierten Stimulation durch den QS-Liganden. 

 

Hier zeige ich, dass sowohl Humanes Serum (HS) als auch Fötales Rinderserum 

(FBS) die GsŬ-stimulierte Mammalia AC-Aktivität konzentrationsabhängig hemmt. Dies 

bestätigt i) die erfolgreiche Signaltransduktion und ii) suggeriert die Existenz bisher 

unbekannter AC-Liganden im Serum. Für die Charakterisierung der Liganden wurde 

das Serum auf unterschiedliche Stoffklassen untersucht. Verschieden aufgearbeitetes 

Rinderserum zeigte, dass Bestandteile des Immunsystems als mögliche Liganden 

nicht in Frage kommen. Eine chromatographische Auftrennung der Serumproteine und 

die anschließende Proteomanalyse deutete einige Proteine als potenzielle Liganden 

an. Eine Regulierung der AC-Aktivität durch diese Proteine blieb auch in Gegenwart 

von GsŬ aus und zeigte, dass die Liganden keine Proteine sind. Die Extraktion des 
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Serums mit polaren Lösungsmitteln bei saurem pH überführte die hemmenden 

Komponenten in die organische Phase. Dies favorisiert stark saure Lipide als 

Liganden.  

 

Die zukünftige Identifizierung von Lipiden als extrazelluläre Liganden der ACn würde 

eine Rezeptorfunktion der hAC Membrananker bestätigen. Damit eröffnet 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 3ó,5ó-cyclic 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 GsŬ induced 

stimulation by the QS-Ligand. 

 

Here I show that human serum (HS) as well as fetal bovine serum (FBS) impede GsŬ 

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 GsŬ and 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.  
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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 cAMP as 

well as associated metabolic pathways. 
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1. Einleitung 

Das Überleben, gutes Wachstum sowie die Funktionalität einer Zelle oder eines 

Organs bedarf der aktiven Interaktion mit der Umgebung. Eine auf äußere Einflüsse 

adäquat angepasste Zellreaktion setzt die Fähigkeit zur Wahrnehmung der 

extrazellulären Signale, deren Weiterleitung sowie daraus resultierende intrazelluläre 

Folgereaktionen voraus [1, 2]. Die Zellmembran bildet dabei eine semipermeable 

Barriere zwischen Extrazellulärraum und Zytosol, die nur von wenigen Stoffen passiert 

werden kann [2, 3]. Um eine Reaktion auf nicht membrangängige Signale, auch first 

messenger genannt (unter anderem Neurotransmitter und Hormone), zu ermöglichen, 

nutzen viele regulatorische Systeme sogenannte second messenger. Die Zelle besitzt 

membrangebundene Rezeptoren zur Bindung des extrazellulären first messengers. 

Das Signal wird über die Zellmembran ins Zytosol übermittelt und die Bildung des 

intrazellulären second messengers ausgelöst. 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 Nährstoffgradient der Umgebung oder der Zelldifferenzierung 

beteiligt ist [5, 6]. Die Bildung von cAMP erfolgt durch eine Zyklisierungsreaktion aus 

dem universellen Energieträger ATP [7] unter Abspaltung von Pyrophosphat (PPi). 

Dieser Prozess wird durch ACn katalysiert, welche sich in den meisten sogenannten 

Ăbranches of lifeñ wiederfinden [8]. ACn werden derzeit anhand ihrer Sequenz und 

Struktur in sechs verschiedene Klassen (I-VI) eingeteilt. Für die Klassen I, II und IV-VI 

sind lediglich prokaryotische Proteine bekannt [6]. Neuste Hinweise auf vorhandene 

Nukleotidcyclaseaktivität in Pflanzen schlägt mindestens eine weitere, bisher nicht 

bekannte Klasse der ACn vor [8]. Die zahlenmäßig häufigsten und am weitesten 

verbreiteten ACn sind die der Klasse III. Sie sind sowohl in Prokaryoten als auch in 

Eukaryoten zu finden [6, 7]. Eine weitere Unterteilung der Klasse III ACn in die 

Gruppen IIIa-IIId basiert auf Gemeinsamkeiten der konservierten Aminosäuren in den 

katalytischen Domänen [6, 8]. 

 

Alle ACn der Klasse III setzen für die enzymatische Reaktion eine Dimerisierung der 

katalytischen Domäne voraus, wobei beide Teile die notwendigen Komponenten für 

das aktive Zentrum beisteuern [9-15]. Im Vergleich zu den monomeren bakteriellen 

Vertretern finden sich bei den Mammalia ACn beide katalytischen Domänen in einem 
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einzigen Protein, daher werden diese als Pseudoheterodimere bezeichnet. Evolutionär 

sind die Mammalia ACn vermutlich durch eine Genduplikation entstanden. 

 

 

1.1. Mammalia Adenylatcyclasen 

Im Laufe der Forschung wurden zehn Isoformen der Mammalia ACn genetisch 

identifiziert. Neun dieser Isoformen besitzen einen Membrananker [16] und somit 

möglicherweise eine zusätzliche physiologische Funktion. Die in Mammalia 

vorkommenden membrangebundenen ACn gehören ausschließlich der Klasse IIIa an 

[7, 17]. Alle neun (AC 1 ï 9) weisen eine identische Organisation ihrer Domänen auf. 

N-Terminal beginnend im Zytosol, folgt einer hexahelikalen Transmembrandomäne 

(TM1), die erste katalytische Domäne (C1). Letztere besteht aus der katalytischen 

Einheit C1a und dem Linker (C1b), welcher die Verbindung zur zweiten hexahelikalen 

Transmembrandomäne (TM2) bildet. Auf TM2 folgt eine zweite katalytische Domäne 

C2 die wie auch C1 aus einer katalytischen Einheit (C2a) sowie dem C-terminalen 

Rest (C2b) variabler Länge besteht [9, 16] (Abb. 1-1A). Durch Bildung des 

katalytischen Pseudoheterodimers aus C1a und C2a entstehen in der 

Berührungsebene 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 Aminosäuren. 

Darunter fallen zwei Aspartatreste in C1a [18, 19] für die Bindung von zwei Me2+ als 

Cofaktoren, die den intramolekularen nukleophilen Angriff der 3´OH Gruppe der 

Ribose an der Ŭ Phosphorylgruppe des ATPs ermöglichen. Ein Lysin- und ein 

Aspartatrest in C2a [19, 20] für die Substratspezifität (ATP gegenüber GTP) und ein 

Arginin- sowie ein Asparaginrest [19, 21] für die Stabilisierung des 

Übergangszustandes (Abb. 1-1B). Für die zweite Bindetasche ist bisher kein 

physiologischer Bindungspartner bekannt [6], sie ist enzymatisch inaktiv. 
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Abb. 1-1 Schematische Darstellung der Mammalia Adenylatcyclasen         

A) Domänenorganisation in pseudoheterodimeren Mammalia Klasse IIIa ACn; N, N-

Terminus; TM1, Transmembrandomäne 1; C1a, erste katalytische Domäne; C1b, Linker; 

TM2, Transmembrandomäne 2; C2a, zweite katalytische Domäne; C2b, C-terminaler 

Rest; C, C-Terminus; 1-12, Transmembranhelices. B) Vergrößerte Darstellung der 

katalytischen Einheit aus C1a und C2a mit gebundenem Substrat; Ad, Adenosin; P, 

Phosphatrest; Me, Metallion; die beteiligten Aminosäuren innerhalb C1a 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 extrazelluläre Signale ausschließlich indirekt übertragen werden [17, 22]. 

Hierbei erfolgt die Wahrnehmung des Signals über ein GPCR. Bei GPCRs handelt es 

sich um heptahelikale Transmembranrezeptoren, die intrazellulär 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 

der Ŭ-, ɓ- und ɔ-Untereinheiten vor [23]. Bindung des Liganden vermindert die Affinität 

des an der Ŭ-Untereinheit gebundenen GDP, sodass der Austausch gegen GTP 
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ermöglicht wird. Als Folge dieses Austausches, spaltet sich das G-Protein von der 

Transmembrandomäne ab und dissoziiert in die aktiven GŬ-GTP- und Gɓɔ-Einheiten 

[23, 24]. Die Ŭ-Untereinheiten unterscheiden sich in stimulierender (GsŬ) und 

hemmender (GiŬ) Ŭ-Untereinheit. Die gebildeten Gɓɔ-Untereinheiten sind identisch und 

binden zum Teil am katalytischen Zentrum der ACn und bewirken isoformspezifisch 

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

 

 

 

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 führt zur Aktivierung der Untereinheiten des G-Proteins. Alle neun 

AC Isoformen werden durch GsŬ aktiviert (grün, +). Die Hemmung (rot, -) durch GiŬ findet 

isoformspezifisch statt. Gɓɔ wirkt isoformspezifisch hemmend oder stimulierend. Pi, 

Phosphat. Adaptiert nach [23]. 

 

 

1.3. Intrazelluläre Effektoren  

Experimente zur Aufklärung der Regulation zeigten, dass für die enzymatische 

Reaktion die Membrandomänen nicht zwingend notwendig sind [16, 25]. In der 
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Vergangenheit befasste sich daher ein Großteil der Forschung mit der Regulation des 

isolierten katalytische Dimers.  

Aufgrund leichter Sequenzunterschiede der katalytischen Domänen und daraus 

resultierenden Eigenschaften der intrazellulären 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 Gɓɔ-

Untereinheit aktiviert werden. Isoformen AC 5 und AC 6 werden durch Calcium sowie 

verschiedene GiŬ Isoformen gehemmt und bilden Untergruppe C. Die verbleibende 

Isoform AC 9 steht als eigenständiges Protein in Untergruppe D [26, 27].  

Alle AC Isoformen (AC 1 ï 9) werden einheitliche durch GsŬ stimuliert [11]. Für die 

Isoformen AC 1 ï 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 

GsŬ, sowie eine indirekte GiŬ Hemmung der AC 9 durch Heterodimerisierung mit der 

Isoform AC 5 oder AC 6 [30]. Ein möglicher Einfluss der Membrandomäne auf die 

Regulation der AC wurde bisher nicht erforscht. 

 

 

1.4. Membrandomänen der Adenylatcyclasen 

Hexahelikale Membrandomänen existieren in vielen Proteinen, meist besitzen sie 

kurze Ŭ-helikale Membranbereiche und kurze Verbindungsschleifen [17]. Die 

hexahelikalen Membrananker bakterieller ACn sind offenbar Strukturanaloga der 

Mammalia Transmembranbereiche. Als wahrscheinlicher evolutionärer Vorläufer gilt 

die bakterielle AC Rv1625c, deren Domänen genau eine Hälfte der Mammalia AC 

darstellt und ebenso der Klasse IIIa angehört [17, 31]. Strukturelle Ähnlichkeit der 

Membrandomäne der Rv1625c zum Membrananker des bakteriellen QS Rezeptors 

von Vibrio sowie Legionella, die erstmals eine Rezeptorfunktion einer hexahelikalen 

Membrandomäne dieser Form mit bekanntem Liganden zeigten, lässt eine 

Rezeptorfunktion für alle Klasse IIIa ACn vermuten. Die zusätzliche Eigenschaft, dass 

für Funktionalität eine Dimerisierung der bakteriellen Proteine notwendig ist [17], zeigt 
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eine weitere Ähnlichkeit zu den pseudoheterodimeren Enzymen in Mammalia. 

Chimären der Membranbereiche aus Vibrio sowie Legionella mit der katalytischen 

Domäne aus Rv1625c zeigten eine spezifische Aktivierung mittels der entsprechenden 

Liganden und bestätigten damit eine intramolekulare Signalweiterleitung in Klasse IIIa 

ACn [17, 32]. Bei diesen Untersuchungen wurde ein für die Signalweiterleitung 

notwendiger Bereich der katalytischen Domänen, das sogenannte CTE, identifiziert 

und charakterisiert [32]. 

 

 

1.5. Das Cyclase-Transducer-Element - intramolekulare 

Signalweiterleitung 

Zwischen Ausgang aus der Membran und Start der katalytischen Domäne der AC 

befindet sich ein für eine korrekte Signalweiterleitung unverzichtbares Element mit 

einer Länge von 19 Aminosäuren. Dieses wird als CTE bezeichnet und stellt einen 

universellen Signalübermittler in ACn der Klasse IIIa dar. Eine bioinformatische 

Clusteranalyse von Klasse IIIa ACn zeigte bei Vertebraten eine klare Trennung der 

CTE-Zugehörigkeit zur C1 oder C2 Domäne, mit einer weiteren Unterteilung 

entsprechend den neun membrangebundenen Isoformen. Diese Unterschiede in den 

CTE Sequenzen besitzen wahrscheinlich eine bisher unbekannte funktionelle 

Bedeutung bei der Signalübertragung [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 präzise Interaktion der 

jeweiligen CTE aus den beiden katalytischen Domänen 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 Ähnlichkeit des hydrophoben Registers der beiden 

Helices eines CTEs weist auf die Möglichkeit hin, dass eine gewinkelte oder gestreckte 

Anordnung eingenommen werden kann. Somit könnte die räumliche Anordnung der 

katalytischen Domänen zueinander beeinflusst werden [32]. Die Bindung eines 

Liganden am Membrananker könnte diese Modifikation regulieren. 
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1.6. Liganden-Theorie  

Anhand von Größe 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 über 400 Millionen Jahre bis zurück zum 

Quastenflosser reicht [17, 32]. Dieser evolutionäre Erhalt zweier hexahelikaler 

Membrandomänen mit ausschließlicher Ankerfunktion, bei einem Gesamtproteinanteil 

von fast 40 % [17, 32], erscheint nicht plausibel und deutet auf eine zusätzliche 

Funktion der Membrananker hin. Die strukturelle Ähnlichkeit der Mammalia 

Membrananker zu den bekannten QS Rezeptoren liefert einen weiteren Hinweis für 

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 für die Existenz isoformspezifischer Liganden [8].  

 

 

1.7. Bedeutung einer Rezeptorfunktion 

Für die Regulation der Mammalia ACn als Folge eines extrazellulären Signals ist 

bisher nur der Weg über die Erkennung des Signals von einem GPCR bekannt [17, 

22]. Der Nachweis einer Rezeptorfunktion zur direkten Wahrnehmung eines 

extrazellulären Signals durch die ACn würde eine neue Dimension der Regulation der 

cAMP Biosynthese und den damit gekoppelten Stoffwechselprozessen eröffnen. Mit 

der Identifikation isoformspezifischer Liganden könnte die Existenz der neun 

membrangebundenen ACn sowie deren charakteristische Verteilung im Organismus 

erklärt werden. Isoformspezifische Liganden würden zudem die Möglichkeit zur 

Feinregulierung der AC-Aktivität ermöglichen. Anhand der Struktur identifizierter 

Liganden könnten in der Pharmaforschung spezifische Analoga zur gezielten 

Steuerung der Aktivitäten verschiedener AC Isoformen entwickelt werden. Diese 

hätten eine große Bedeutung bei der Therapie einer gestörten cAMP Produktion, die 

im Zusammenhang mit verschiedenen Krankheiten, wie z.B. bei der familiären 



 

8 
 

Dyskinesie und fazialen Myokymie steht [36]. Untersuchungen dieser Krankheiten 

lassen vermuten, dass unter anderem Mutationen einzelner AC-Isoformen eine 

Entstehungsursache darstellen könnten. 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-Aktivität über 

beteiligte GPCRs [38]. Die Entwicklung neuer Medikamente mit einer direkten 

Steuerung der ACn würde somit die therapeutischen Möglichkeiten deutlich erweitern. 

Die im Zuge dieser Arbeit gewonnenen Daten könnten einen entscheidenden Einfluss 

auf die zukünftige Entwicklung von Substanzen zur direkten AC-Regulierung nehmen. 
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2. Zielsetzung 

Aufgrund der oben beschriebenen Ausgangslage soll in dieser Arbeit der Frage nach 

einer möglichen Rezeptorfunktion der Membrananker von Mammalia ACn 

nachgegangen werden.  

Die bioinformatische Analyse belegte eine Konservierung der ACn über mehr als 400 

Millionen Jahre und deutet damit auf ebenfalls hochkonservierte Liganden hin. 

Wird die Gewebeverteilung der verschiedenen AC-Isoformen betrachtet, lässt sich ein 

systemisches Vorhandensein von Liganden vermuten. 

Es soll untersucht werden, ob Serum als systemische Flüssigkeit einen Effekt 

auf die AC-Aktivität hat.  

Durch verschiedene Aufreinigungs- und Abtrennungsverfahren soll in dieser 

Arbeit versucht werden, mögliche Liganden zu charakterisieren und zu isolieren, 

um so die Ligandentheorie weiter zu entwickeln.  
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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. Geräte 

Firma Gerät 

GE Healthcare  KTAÊgo 

 KTAÊFPLCÊ (Pump P920 & Monitor 

UPC 900) 

MonoSÊ FPLCÊ 

(Kationenaustauscher) 

MonoQÊ FPLCÊ (5482074) 

(Anionenaustauscher) 

Thermo Fisher Scientific Slide-A-LyzerÊ 2K MWCO G2 

Dialysekassetten 5-15ml (#87719) 

Heraeus Megafuge 1.0R 

Eppendorf concentrator 5301 (Vakuumzentrifuge) 

Centrifuge 5810 R 

Thermomixer 5436 

Bender & Hobein Vortex Genie 2 (Reagenzglasschüttler) 
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3.2. Chemikalien und Lösungen 

Firma Material 

Thermo Fisher Scientific Gibco® fötales Rinderserum (FBS) 

Origin: South America 

Gibco® Exosom-armes fötales 

Rinderserum (FBSexo) A2720801 

Gibco® fötales Rinderserum ultra-low 

IgG 

Gibco® fötales Rinderserum dialysiert  

Merck Diisopropylether 

n-Butanol pro analysis 

Acros Organics Methyl-tert-butylether 

Sigma-Aldrich Methanol HPLC gradient grade Ó99,9% 

Promega Wasser Nuklease frei (Nuclease-Free 

Water) 

Honeywell Speciality Chemicals Seelze  Schwefelsäure 96% 

Nalgene  0,22 µm Filter 

 

 

3.3. Anionenaustausch ï Flüssigchromatographie  

Vorab wurde das exosomenarme Fötale Rinderserum (FBS-exo) durch Filtration von 

Schwebstoffen befreit (0,22 µm Filter; Nalgene), um das Risiko eine Trennsäulen zu 

verstopfen zu verringern. Um eine bessere Bindung der Proteine an das 

Säulenmaterial zu erzielen, wurde die Salzkonzentration verringert. Die Probe wurde 

mit demineralisiertem Wasser im Verhältnis 5:1 verdünnt. Für die Chromatographie in 

einer ÄKTA ( KTAÊFPLCÊ GE Healthcare) über eine MonoQ (1 ml) wurde die Probe 

in Portionen zu jeweils ca. 2,5 ï 5 ml unterteilt. Als Laufmittel wurde ein 100 mM NaCl 

Lösung verwendet. Während des Auftrags einer Portion auf die Säule, wurde das 

Durchlaufvolumen aufgefangen (MQ-1x). Elution fand mit 1 M NaCl statt. Zwischen 

den Läufen wurde die Säule jeweils mit NaOH und Essigsäure regeneriert. Das 
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Durchlaufvolumen (MQ-1x) mehrerer Läufe wurde vereint und nochmals über die 

MonoQ (1 ml) chromatographiert. Währen des Probenauftrags wurde das 

Durchlaufvolumen (MQ-2x) wieder aufgefangen und über 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 ï Flüssigchromatographie 

Dialysiertes MQ-2x wurde als Ausgangsmaterial eingesetzt und über eine MonoS (1 

ml) chromatographiert. Als Laufpuffer wurde 10 mM MOPS mit pH 8 verwendet. Elution 

der Säule fand mit 250 mM NaCl statt. Die Probe wurde entweder direkt im AC-Test 

verwendet oder bei -20°C aufbewahrt. 

 

 

3.5. Lipidextraktion 

3.5.1. Butanol ï Diisopropylether ï Methode  

Für die Lipidextraktion wurde das Probenvolumen mit der identischen Menge an 

Lösungsmittel (n-Butanol/Diisopropylether [2:3, v/v]; nach [39]) versetzt. Um eine 

Phasentrennung während des Extraktionsvorgangs zu vermeiden, wurde auf einem 

Reagenzglasschüttler (Vortex Genie 2) für 30 min mit voller Leistung bei 

Raumtemperatur extrahiert. Zur anschließenden Phasentrennung wurde für 5 min bei 

6000 x g (Heraeus Megafuge 1.0R) zentrifugiert. Die untere, wässrige Phase wurde 

mit einer Pasteurpipette abgenommen und mit identischem Volumen an reinem 

Diisopropylether versetzt (nach [40]). Erneut wurde für 2 min auf dem 

Reagenzglasschüttler (Vortex Genie 2) bei voller Leistung inkubiert. Dies diente der 

weitgehenden Entfernung des verbleibende n-Butanol aus der wässrigen Phase. Für 

die Phasentrennung wurde 2 min bei 6000 x g (Heraeus Megafuge 1.0R) zentrifugiert. 

Nach Entnahme der wässrigen Phase wurde aus dieser, durch kurzes Anlegen eines 

Unterdrucks mit einer Wasserstrahlpumpe, der noch vorhandene Lösungsmittelrest 

verringert. Ein exaktes Volumen der wässrigen Phase wurde in einer 
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Vakuumzentrifuge (concentrator 5301) bei 60°C bis zur Trockenen eingeengt, um 

Lösungsmittelreste zu beseitigen. Zur Lösung des Rückstands 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 ï Methode 

Die Methyl-tert-butylether (MTBE) Methode wurde bei pH 1 und pH 6 nach [41] 

durchgeführt. Bei pH 6 wurde die dialysierte Probe der chromatographischen 

Aufreinigung durch MonoQ (MQ-2x dial.) direkt verwendet. Für die saure Extraktion 

bei pH 1, wurde die Probe durch Zugabe von Schwefelsäure angesäuert (Universal-

pH-Papier). Für die Extraktion (pH 1 und pH 6) wurden 200 µl der Probe mit 1,5 ml 

Methanol vermengt und mit einem Reagenzglasschüttler (Vortex Genie 2) gemischt. 

Dann wurden 5 ml MTBE zugesetzt und auf einem Schüttler (Thermomixer 5436) bei 

mäßiger Stufe für eine Stunde bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Phasentrennung 

wurde durch Zugabe von 1,25 ml nukleasefreien Wassers und 10 min Inkubation ohne 

Schütteln erreicht. Bei 1000 x g (Heraeus Megafuge 1.0R) wurde für 10 min 

zentrifugiert, um unlösliche Bestandteile abzutrennen. Die organische, obere Phase 

wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und in ein Wasserbad mit einer 

Temperatur von 60 ï 70°C gestellt. Mit einer Wasserstrahlpumpe wurde ein 

Unterdruck erzeugt, um die Lösungsmittel zu entfernen. Um eine vollständige 

Trocknung zu erreichen, wurden gegen Ende 200 µl Methanol zugegeben und 

nochmals im Wasserbad bei Unterdruck getrocknet. Aus der wässrigen Phase wurden, 

durch kurzes Anlegen eines Unterdrucks mit der Wasserstrahlpumpe, organische 

Lösungsmittelreste verringert. Das Wasser wurde in einer Vakuumzentrifuge 

(concentrator 5301) bei 60°C entfernt. Die entstandenen Rückstände wurden in je 200 

µl MilliQ Wasser gelöst und entweder direkt im AC-Test verwendet oder bei -20°C 

eingefroren. 

  



 

14 
 

4. Seth et al. 

4.1. Eigenanteil 

Cellular Signalling 68 (2020) 109538 

doi:10.1016/j.cellsig.2020.109538 

GsŬ stimulation of mammalian adenylate cyclases 

regulated by their hexahelical membrane anchors 

Anubha Setha,b, Manuel Finkbeinerb, Julia Grischinb, Joachim E. Schultza,  

 

a Pharmazeutisches Institut der Universität Tübingen, Tübingen, Germany 

b Max-Planck-Institut für Entwicklungsbiologie, Tübingen, Germany 

 
Für 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 für 72 h 

wachsen lassen und die Insektenzellen durch Zentrifugation aus dem Medium entfernt. 

Der erhaltene Überstand beinhaltete die Viruskulturen, V0 genannt. Aus damit 

infizierten (Titer 1:100) Sf9 Kulturen (etwa 10 ml) wurden nach 72 h die Viruskulturen 

V1 nach gleicher Vorgehensweise hergestellt. Dieser Schritt wurde nochmals 

wiederholt, um den Virusstock V2 zu erhalten. Für die Expression der Proteine habe 

ich eine große Kultur Sf9 Zellen (200 ï 800 ml) mit V2 Viren infiziert (Titer 1:100). 

Zellernte und Membranpräparation der Proteine in Sf9 wurden von mir durchgeführt 

und durch Westernblots und Aktivitätstests verifiziert. Die molekularbiologischen 

Arbeiten mit der CqsS-AC2 Chimäre wurden von A. Seth durchgeführt. Von ihr wurden 

die GsŬ-Dosis-Wirkungs-Kurven, der Effekt des für CqsS bekannten Liganden CAI-1 

und dessen Reversibilität sowie der Effekt von FBS jeweils auf die Chimäre, der Effekt 

von CAI-1, Forskolin allein oder in Gegenwart von GsŬ je auf die humane AC 2 sowie 

HS auf eine Membranpräparation 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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GsŬ getestet, ausgewertet und graphisch dargestellt. Die Basalwerte für 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 GsŬ auf die AC 2 wurden von mir angefertigt (Figure 2A; Supplementary Figure 

2). Gemeinschaftlich mit J. Grischin habe ich die GsŬ-Dosis-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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Supplementary data: 

 

 

 

 Supplementary Figure 1. GsŬ concentration-response curve of hAC2 in presence of 5 and 10 

% human serum, respectively. Significances: *: pÒ0.05 compared to control. Error bars denote 

SD of 3 experiments. 
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Supplementary Figure 2. Inhibition of basal activity of hAC2 by human serum. Basal activity 

was 0.038 ± 0.006 nmol cAMP·mg-1·min-1. IC50 concentration determined by graph-pad was: 

4.9% HS. 2-5 Experiments were carried out, Error bars denote SD 






























































