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1. Einleitung

1.1 Geschmack und Ernahrung

Fir die Auswahl unserer Nahrungsmittel ist vor allem ihr Geschmack von grofler Bedeutung [McCrory,
2002; Nasser, 2001; Mela, 2001; Drewnowski, 1997]. So stellt er fir die Wahl unserer Lebensmittel sogar
ein wichtigeres Kriterium dar, als die Wirkung der ausgewahlten Speisen auf unsere Gesundheit
[McCrory, 2002]. Dieses Verhalten fihrt auch zu negativen Konsequenzen: Deshalb werden
wohlschmeckende, kalorienreiche Speisen haufig gegeniber den gesiinderen, kalorienarmen
Nahrungsmitteln bevorzugt [McCrory, 2002, Drewnowski, 1997]. Der gute Geschmack von
Nahrungsmitteln kann auch dazu flihren, dass wir trotz vorhandener Sattigungssignale weiter essen
[Saper, 2002; Mela, 2001]. In den Industriestaaten, besonders jedoch in den USA, gibt es einen rapide
wachsenden Bevélkerungsanteil mit Ubergewicht [McCrory, 2002]. Dieser Trend, mit all seinen negativen
Auswirkungen, ist hauptsachlich auf die fir Industriestaaten typische gro3e Auswahl an kalorienreichen
Lebensmitteln zurlickzufiihren [McCrory, 2002; Drewnowski, 1997]. Eine mdgliche Strategie, mit deren
Hilfe das Problem des Ubergewichts reduziert werden kann, ist es, dem Konsumenten verstarkt
Nahrungsmittel mit reduziertem Kaloriengehalt anzubieten [McCrory, 2002]. Leider werden diese wegen
ihres schlechteren Geschmacks haufig vom Verbraucher abgelehnt [Sandrou, 2000]. Ein detailliertes
Verstandnis unseres Geschmackssinnes kann dabei helfen, kalorienarme Nahrungsmittel so herzustellen,
dass sie vom Verbraucher besser akzeptiert werden.

Auch individuelle Unterschiede in unserer Geschmacksempfindung haben einen starken Einfluss auf die
Art und Menge der von uns verzehrten Nahrung. Diese Geschmacksvariationen kdnnen vielfaltige
Ursachen haben. So beeinflussen soziale sowie psychologische Faktoren unseren Geschmackssinn
[Mela, 2001; Sclafani, 2001; Drewnowski, 1997]. Mit zunehmendem Alter reduziert sich auch unsere
Geschmackssensitivitat, was eine der Ursachen fir den verringerten Nahrungsmittelkonsum vieler alterer
Menschen ist [Drewnowski, 2001; Winkler, 1999 Schiffman, 1993a]. Aber auch genetisch determinierte
Faktoren filhren zu individuellen Variationen unseres Geschmackssinnes [Nasser, 2001; Drewnowski,
1997]. Ein klassisches Beispiel hierfir ist die Wahrnehmung der Bitterstoffe 6-N-Propylthiouracil (PROP)
und Phenylthiocarbamid (PTC) [Guo, 2001]. In Europa kdnnen 70% der Bevolkerung diese Bitterstoffe ca.
100-fach besser wahrnehmen als die restlichen 30% [Bartoshuk, 2000; Guo, 2001]. Die genetisch
bedingte Variation des PROP/PTC-Geschmacks scheint das Erndhrungsverhalten zu beeinflussen. So
sollen PROP/PTC-Schmecker bestimmte Nahrungsmittel eher ablehnen. Dies trifft vor allem auf
bestimmte Gemiisesorten wie Kohl, Spinat und Broccoli zu, die einen bitteren Beigeschmack besitzen
[Drewnowski, 1995; Turnbull, 2002]. Es wurde jedoch auch beobachtet, dass Menschen, die PROP und
PTC nicht schmecken, Fette weniger gut wahrnehmen kdénnen [Tepper, 1998; Duffy, 2000]. Dies fihrt bei
PROP/PTC-Nicht-Schmeckern zu einem erhdhtem Fettkonsum und héherem Kérpergewicht [Tepper,
2002]. Die Identifizierung und funktionelle Analyse von Bitterrezeptoren, kann daher einen Beitrag zum
besseren Verstandnis unseres Geschmackssinnes sowie unserer Ernahrungsgewohnheiten leisten [Guo,
2001]. Eine Kkdirzlich durchgefiihrte genetische Kartierung von PROP/PTC-Schmeckern und Nicht-



Schmeckern legt nahe, dass Variationen des putativen Bitterrezeptorgens hTAS2R38 [Bufe, 2002] die
Ursache fir den PROP/PTC Phanotyp sein kdnnten [Kim, 2003; Drayna, 2003].

1.2 Das Geschmackserlebnis und die beteiligten Sinne

Wenn uns das Essen ,schmeckt, so ist dies ein komplizierter Prozess, dessen wichtigstes Ziel es ist, die
Qualitat des verzehrten Nahrungsmittels zu beurteilen. An der Entstehung des ,,Geschmackserlebnisses®
sind viele Sinne beteiligt [Drewnowski, 1997; Linden, 1993]. So wird beim Kauen eine Mixtur vieler
flichtiger Aromastoffe aus der Nahrung freigesetzt. Diese gelangen Uber eine Verbindung zwischen
Rachen und Nasenraum, dem so genannten Nasopharynx, retronasal zum Geruchsepithel, wo sie dann
Geruchsrezeptoren stimulieren [Burdach, 1987]. Wie wichtig der Anteil des Geruchssinns am
.Geschmackserlebnis® ist, kann jeder bei einem starken Schnupfen selbst erfahren. Durch starke
Schleimbildung kann der Zugang der Aromastoffe zum Geruchsepithel blockiert werden. Alle dann noch
verbleibenden Sinneseindriicke werden ausschlielich in der Mundhéhle wahrgenommen [Smith, 2001].
Dort spielt natlrlich der Geschmackssinn die wichtigste Rolle. Er hat besondere Bedeutung fiir die
abschlielende Analyse der Nahrungsmittelqualitdt und stellt die letzte Méglichkeit dar, Nahrung, die sich
schon im Mund befindet, vor dem Verschlucken nochmals zu prifen. Der Geschmackssinn ist flr die
Wahrnehmung der fiinf grundlegenden Geschmacksqualitdten sifR, sauer, salzig, bitter und umami
(wurzig) verantwortlich. Dabei hilft uns der Suf3- und Umamigeschmack den Energiegehalt der Nahrung
einzuschatzen [Lindemann, 1996]. Der Bittergeschmack dagegen schiitzt uns vor giftigen Nahrungsmitteln
[Lindemann, 1996]. Der Sauergeschmack warnt uns vor dem Verzehr von unreifen Friichten oder
verdorbenen Nahrungsmitteln, wahrend der Salzgeschmack an der Regulation des Mineralstoffhaushalts
beteiligt ist [Lindemann, 1996]. Allerdings sind an der Analyse der Nahrungsmittel noch viele weitere
Sinne beteiligt. So wird in der Mundhdhle auch die Struktur von Nahrungsmitteln durch
Mechanorezeptoren analysiert [Hyde, 1993]. Dies fihrt zu Empfindungen, wie faserig, cremig oder
krimelig. Wie wichtig die Mechanorezeption ist, kann jeder beim Verzehr von Kartoffelchips bemerken:
Sind diese nicht mehr ,knackig“ genug, so ,schmecken® sie nicht. Eine weitere wichtige Komponente der
Geschmacksempfindung ist der Schmerzsinn. Viele Wiirzmittel, die Speisen einen scharfen ,Geschmack”
verleihen, wie Pfeffer und Chili, enthalten als Wirkstoff Capsaicin und verwandte Substanzen [Caterina,
1997]. Diese Stoffe aktivieren VR1-lonenkanale in Nervenendigungen, die Uber die gesamte
Zungenoberflache verteilt sind und normalerweise durch Gewebeschadigungen, wie Verbrennungen,
aktiviert werden [Kido, 2003; Ishida, 2002; Caterina, 1997]. Deshalb kénnen zu stark gewlrzte Speisen
auch Schmerzen verursachen. Auch der Temperatursinn spielt beim Geschmackserlebnis eine Rolle.
Substanzen wie Menthol und Eukalyptusél beeinflussen ebenfalls lonenkanédle der TRP-Familie in
Nervenendigungen auf der Zungenoberflache, die normalerweise Temperaturdanderungen wahrnehmen
[Xu, 2002; Peier, 2002]. Dadurch kann der kihlende Effekt dieser Substanzen auf Haut und Zunge erklart
werden. Das komplexe Zusammenspiel all dieser Sinneswahrnehmungen zeigt welche grofie Bedeutung,
eine sorgfaltige Analyse der Nahrungsmittelzusammensetzung fiir den Menschen besitzt.



1.3 Physiologie und Anatomie des Geschmackssinnes

Die Wahrnehmung der fiinf Geschmacksqualitaten suR, sauer, bitter, salzig und umami findet in
Geschmackspapillen auf der Zunge statt. Es gibt drei Typen von Geschmackspapillen auf der
Zungenoberflache (Abb. 1.1). Die kleinen Pilzpapillen sind tber den gréten Teil der Zungenoberflache
verteilt. An der Zungespitze sind sie jedoch in besonders hoher Zahl zu finden. An den Seitenrandern des
hinteren Zungendrittels befinden sich die Blatterpapillen. Ganz hinten am Zungengrund sind die grof3en
kreisformigen Wallpapillen lokalisiert. In allen Papillen gibt es zwiebelférmige Geschmacksknospen, deren
Zahl je nach Papillentyp unterschiedlich ist. Jede der aus ca. 100 Zellen bestehenden
Geschmacksknospen ist tief in das umliegende Gewebe eingebettet. In den Knospen liegen die lang
gestreckten Geschmacksrezeptorzellen, die nur an einer einzigen Stelle, dem Porus, einen Kontakt zur
Zungenoberflache haben. Dies ist der eigentliche Ort der Geschmackswahrnehmung; dort sind die
Geschmacksrezeptoren lokalisiert, mit deren Hilfe z. B. SUR- oder Bitterstoffe wahrgenommen werden.
Geschmacksrezeptorzellen sind spezialisierte Epithelzellen und gehéren daher zu den sekundaren
Sinneszellen. Sie werden daher von den Nervenfasern ableitender Neurone direkt innerviert. Die
Geschmacksrezeptorzellen haben nur eine kurze Lebensdauer von ca. 10 Tagen [Farbman, 1980].
Interessanter weise muss das Epithelgewebe innerviert sein, damit sich die Geschmacksknospen
differenzieren. Durchtrennt man die ableitenden Nervenfasern, so filhrt dies zum Verlust der
Geschmacksknospen [Sun, 2002; Takeda, 1996; Oakley, 1998].

Wallpapille Knospe
Bz . D
. "' _Porus
; §_ torzell
by = Rezeptorzelle
b

——t

Abb. 1.1 Anatomie des Geschmackssinns
A: Schematische Darstellung der menschlichen Zunge. Wallp.: Wallpapillen, am Zungengrund. Blatterp.:
Blatterpapillen, seitlich im hinteren Drittel der Zunge. Pilzp.: Pilzpapillen, verteilt auf der Zungenoberseite. B:
schematische Darstellung eines Schnitts durch eine Wallpapille. C: Histologischer Querschnitt durch eine Wallpapille.
D: Schematische Darstellung einer Geschmacksknospe im Querschnitt. E: Histologische Querschnitt durch eine
Geschmacksknospe. Quelle: A: www.morphonix.com; C: www.cal.vet.upenn.edu/histo; E: www.medlib.med.utah.edu;
B, D: [Dudel, 1996]



1.4 Neuroanatomie und neuronale Kodierung des Geschmackssinnes

Der vordere Teil der Zunge, in dem sich die Pilzpapillen befinden, wird vom VII Hirnnerv innerviert. Der
hintere Teil der Zunge, in dem sich die Blatter- sowie Wallpapillen befinden, wird durch den IX Hirnnerv
innerviert [Smith, 1999]. In Nagern projizieren beide Nerven zunachst zum Nucleus Tractus Soltarius und
dann zum Nucleus Parabrachialus. Von dort aus erfolgt eine Projektion tiber den ventromedialen Nukleus
im Thalamus zum Gustatorischen Cortex sowie zum Hypothalamus [Smith, 1999]. Es ist bislang noch
nicht genau bekannt, welche Art von Information in den Neuronen transportiert wird [Smith, 1999]. Im
Prinzip gibt es zwei konkurrierende Modelle [Smith, 1999; Hellekant, 1998]. Das so genannte
Geschmacksbahnenmodell favorisiert eine getrennte Leitung der fiinf Geschmacksqualitdten [Hellekant,
1998]. So existieren fiur jede Geschmacksqualitéat spezialisierte Rezeptorzelltypen, die von ebenfalls
spezialisierten Nervenzellen innerviert werden [Hellekant, 1998]. Daher flihren in diesem Modell Siif3stoffe
zur Aktivierung von Sifrezeptorzellen. Die Erregungsleitung wird dann von Neuronen ibernommen, die
ausschlieBBlich SiRrezeptorzellen innervieren. Die Verarbeitung jeder einzelnen Geschmacksqualitat
erfolgt getrennt.

Dem gegenlber steht das Modell der neuronalen Mustererkennung. In diesem Modell gibt es keine
strenge Spezialisierung der Geschmacksrezeptorzellen und der ableitenden Nervenzellen, sondern
Rezeptorzellen und Neurone zeigen Reaktionen auf alle Geschmacksqualitaten [Smith, 2000]. Die Starke
der Signalantwort unterscheidet sich je nach Geschmacksqualitat [Smith, 2000]. Das heillt es gibt
Rezeptorzellen die auf StRstoffe starker reagieren als auf Bitterstoffe. Andere Geschmacksrezeptorzellen
reagieren wiederum auf Bitterstoffe starker als auf SiiRstoffe. Die ableitenden Neurone innervieren immer
mehrere Rezeptorzellen. Durch Zufall kann ein Neuron. mehrere starker auf Bitterstoffe reagierende
Geschmacksrezeptorzellen innerviert. Dies flhrt dazu, dass Bitterstoffe bestimmte Nervenzellen
besonders stark aktivieren, wahrend eine andere Gruppe von Nervenzellen besonders stark durch
SiRstoffe aktiviert wird. Anhand des unterschiedlichen Erregungsmusters jeder Geschmacksqualitat kann
das Gehirn dann verschiedene Geschmacksqualitat erkennen [Smith, 2000].

Obwohl es auf den ersten Blick einfach scheint, sich anhand experimenteller Daten flr eines der Modelle
zu entscheiden, ist diese Frage bis heute nicht geklart. Fur beide Modelle gibt es eine ganze Reihe
experimenteller Daten, die jeweils eine der Theorien stitzen.

Fir das Mustererkennungsmodell sprechen Arbeiten zur elektrophysiologischen Ableitungen der
Nervenfasern von Nagern. In diesen Versuchen zeigen viele Fasern nach Stimulation mit SiRstoffen,
Bitterstoffen, Salzen oder Sauren Reaktionen auf alle Geschmacksqualitaten. Meist ist die Signalantwort
einer einzelnen Faser auf eine bestimmte Geschmacksqualitdt besonders stark [Smith, 1999; Miyaoka,
1996; Woolston, 1979]. In Ableitungen isolierter Geschmacksrezeptorzellen, die mit verschieden
Geschmacksstoffen stimuliert werden, zeigten dieselben Rezeptorzellen haufig Antworten auf mehrere
Geschmacksqualitaten [Herness, 2000; Herness, 1999]. Diese Daten werden von neuen Untersuchungen
an Geschmacksknospen im Gewebeverband bestatigt. Die Stimulation mit verschieden SuR- bzw.
Bitterstoffen  fiihrt ebenfalls zu einer Antwort derselben Rezeptorzellen auf mehrere

Geschmacksqualitaten [Caicedo, 2001; Caicedo, 2002]. Allerdings besitzen viele Substanzen mehr als



eine Geschmacksqualitat [Cohn 1914]. So haben viele kiinstliche Siif3stoffe in hdheren Konzentrationen
einen bitteren Beigeschmack [Schiffman, 1995], wahrend die Salze NaCl und KCI z. B. in geringen
Konzentrationen auch einen sliRen Beigeschmack besitzen; [Skramlik, 1926]. Da dies eine alternative
Erklarung fir die vorliegenden Befunde darstellt, kann aus diesen Ergebnissen nicht zwingend der
Schluss abgeleitet werden, dass das Mustererkennungsmodell richtig ist.

Fir das Geschmacksbahnen-Modell sprechen vor allem neuere molekularbiologische Daten. In situ
Hybridiserungsexperimente an Nagern zeigen, dass die mRNA der Bitterrezeptoren (TAS2Rs) in ca. 20%
der Rezeptorzellen einer Geschmacksknospe vorkommt [Adler, 2000]. SiR- und Umamirezeptoren
(TAS1Rs) kommen ebenfalls nur in einer Subpopulation von ca. 30% der Geschmacksrezeptorzellen vor.
Die TAS1R- und TAS2R-Rezeptoren werden dabei in nicht Gberlappenden Zellpopulationen exprimiert
[Nelson, 2001]. Auch fiir die HCN-Kanale, die wahrscheinlich Sauerrezeptoren der Nager darstellen,
konnte gezeigt werden, dass sie nur in ca. 20% der Geschmacksrezeptorzellen exprimiert werden. Diese
Zellpopulation zeigt keine Uberlappung mit der Expression von Gustducin, einem G-Protein das
zusammen mit den TAS2Rs exprimiert wird [Stevens, 2001, Adler, 2000]. Diese Ergebnisse, sowie viele
weitere Befunde legen auf molekularer Ebene die Existenz von spezialisierten Zelltypen nahe. Vor kurzem
wurden zwei Mauslinien erzeugt, in denen die Gene fir die Phospholipase C Beta-2 (PLC-R-2) bzw. den
lonenkanal TRPMS, zerstort wurden. Es konnte gezeigt werden, dass diese Gene eine wichtige Rolle in
der Signaltransduktion von SiR-, Umami und Bitterstoffen spielen. Da deren Ausschaltung zum vélligen
Verlust des Sif-, Umami und Bittergeschmacks in diesen Tieren fiihrt [Zhang, 2003]. Durch weitere
genetische Veranderungen konnten Tiere erzeugt werden, bei denen die zuvor ausgeschaltete PLC-R-2
selektiv in TAS2R-Rezeptor-exprimierenden Zellen wieder produziert wurde [Zhang, 2003]. Diese Tiere
konnten Bitterstoffe wieder schmecken. Der Defekt des SuR- und Umamigeschmacks dieser Tiere blieb
dagegen erhalten [Zhang, 2003]. Auch einige physiologische Arbeiten, wie Ableitungen an Neuronen von
Hamstern und Primaten zeigen, dass es zumindest in diesen Spezies deutlich spezialisierte Neurone fiir
jeweils nur eine einzelne Geschmacksqualitaten gibt [Rehnberg, 1990; Danilova, 1998; Danilova, 2000;].

All diese Befunde stiitzen das Geschmacksbahnen-Modell.

1.5 Molekulare Grundlagen des Geschmacks

Die funf Grundqualitaten des Geschmacks kdnnen anhand ihrer Rezeptormolekile in zwei Gruppen
eingeteilt werden: So wird der Salz- und Sauergeschmack durch lonenkanale vermittelt, wahrend SiR3-,
Bitter- und Umamigeschmack durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelt wird [Lindemann, 1996].
Obwohl dies seit Jahrzehnten bekannt ist, und groRe Anstrengungen unternommen wurden die beteiligten
Rezeptoren und Kandle zu identifizieren, waren die am Geschmackssinn beteiligten Molekile bis vor
kurzem weitgehend unbekannt [Lindemann, 1996]. Erst in den letzten Jahren wurden durch die
Entdeckung des Gustducins [McLaughlin, 1992], sowie der SifR-, Bitter- und Umamirezeptoren [Bufe,
2002; Max, 2001; Montmayeur, 2001; Nelson, 2001; Adler, 2000; Matsunami, 2000; Hoon, 1999]
bedeutende Fortschritte erzielt.



1.5.1 Molekulare Grundlagen des Salzgeschmacks

Durch Erhéhung der Salzkonzentration in der Mundhdhle werden lonenkanale in einigen
Geschmacksrezeptorzellen aktiviert. Dies filhrt zum Transport von positiv geladenen Na®-lonen in das
negativ geladene Innere der Geschmacksrezeptorzellen [Smith, 2001]. Die dadurch bedingte
Depolarisation der Rezeptorzellen fiihrt zur Offnung von Ca®*-leitenden lonenkanalen. Dies bewirkt einen
Anstieg des intrazellularen Ca”-SpiegeIs und die Freisetzung von Neurotransmittern. Dadurch werden
Nervenzellen aktiviert und das Signal zum Gehirn weitergeleitet [Smith, 2001; Lindemann, 1996]. In
Nagern scheint der epitheliale Natriumkanal (ENaC) eine wichtige Rolle beim Salzgeschmack zu spielen
[Lindemann, 2001]. Einer der wichtigsten Befunde hierfir ist, dass Amylorid, ein Inhibitor des ENaC-
Kanals, in Nagern die Signale von Geschmacksrezeptorzellen und ableitender Neurone auf Na'-
Stimulationen stark reduziert. Beim Menschen flihrt die Gabe von Amylorid nur zu einer Reduktion des
Salzgeschmacks um ca. 20% [Smith, 1995]. Daraus lasst sich schlielen, dass bei Menschen noch ein
weiteres bislang unbekanntes Molekil am Salzgeschmack beteiligt ist [Lindemann, 1996; Ossebaard,
1995]. Viele weitere molekulare Mechanismen der Signaltransduktion wie z. B. der beteiligte

Neurotransmitter oder der beteiligte Ca®*-Kanal, sind bislang unbekannt [Lindemann, 1996].

1.5.2 Molekulare Grundlagen des Sauergeschmacks

Sauren erhdhen die Protonenkonzentration in der Mundhohle. Dies fihrt zur Aktivierung von
lonenkanalen in Geschmacksrezeptorzellen. Dadurch werden positiv geladene lonen in das negative
geladene Innere der Geschmacksrezeptorzellen transportiert [Smith, 2001]. Durch die resultierende
Depolarisation der Rezeptorzellen werden Ca®*-leitende lonenkanale geoffnet. Der resultierende Anstieg
des intrazellularen Ca2+-SpiegeIs fuhrt zur Freisetzung von Neurotransmittern, die Nervenzellen aktivieren
und so das Signal zum Gehirn weiterleiten [Smith, 2001].

Als molekulare Grundlage des Sauergeschmacks werden derzeit noch diverse lonenkanale diskutiert
[DeSimone, 2001; Lindemann, 2001]. Zwei Kanale der HCN-Familie stellen aber derzeit mit Abstand die
besten Kandidaten fir die Vermittlung des Sauergeschmacks dar. Daflr spricht eine Vielzahl von
Befunden: So wurden diese Kanale in einem Teil der Rezeptorzellen der Geschmacksknospen
nachgewiesen [Stevens, 2001]. Durch in vitro Expressionsexperimente konnte gezeigt werden, dass die
beiden Kanale tatsachlich durch extrazellulare Protonen aktivierbar sind [Stevens, 2001]. Stimuliert man
Geschmacksknospen im Gewebeverband mit Protonen, so antwortet ein Teil der Rezeptorzellen mit dem
fir diese Kanalfamilie typischen I, Strom [Stevens, 2001]. Die weiteren molekularen Mechanismen der
Signaltransduktion, wie der benutzte Neurotransmitter oder der beteiligte Ca®"-Kanal, sind bislang
unbekannt [Lindemann, 1996].

1.5.3 Molekulare Grundlagen des SiiBgeschmacks
Der SuRgeschmack wird durch eine ganze Reihe unterschiedlichster chemischer Verbindungen ausgel6st
[Schiffman, 1993b]. Besonders wichtig sind naturlich die Kohlenhydrate, wie Glucose, Saccharose und

Fructose. Aber auch Aminosauren wie D-Tryptophan und Glycin, oder sogar Proteine wie Monnellin und



Thaumatin schmecken sif3. Weiterhin gibt es eine Vielzahl kiinstlicher Sii3stoffe, wie Aspartam, Cyclamat
und Saccharin [Schiffman, 1993b]. All diese Substanzen aktivieren einen G-Protein gekoppelten Rezeptor
[Nelson, 2001; Li, 2002]. Die Aktivierung des G-Proteins fiihrt dann Uber eine intrazellulare Signalkaskade
zur Produktion von intrazellularen Botenstoffen. Diese aktivieren einen Ca**-Kanal, was den Anstieg des
intrazellularen Ca2+-SpiegeIs bewirkt. Dadurch kommt es zur Freisetzung von Neurotransmittern und zur
Weiterleitung des Signals zum Gehirn.

In Nagern konnte gezeigt werden, dass ein Teil der Geschmacksrezeptorzellen die Rezeptoren TAS1R3
und TAS1R2 koexprimiert [Max, 2001; Montmayeur, 2001]. Ein aus diesen beiden Rezeptoren
bestehendes Dimer wird durch sty schmeckende Kohlenhydrate, (z. B. Saccharose), Aminosauren (z.B.
D-Tryptophan), sowie kiinstliche SuRstoffe (z. B. Saccharin) aktiviert [Nelson, 2001; Li, 2002]. Die drei
bekannten Rezeptoren der TAS1R- Familie der Maus befinden sich auf Chromsom 4. Genetische Studien
an Mausen zeigen, dass der entsprechende Abschnitt von Chromosom 4 fiir Variationen des Saccharose-
und Saccharin-Geschmacks verantwortlich ist [Lush, 1989; Lush, 1995]. Diese Ergebnisse zeigen, dass
ein Dimer aus TAS1R3 und TAS1R2 sowohl beim Menschen, als auch bei Nagern den SiR-Rezeptor
darstellt. Es ist noch nicht genau bekannt welchen G-Protein-Komplex der Rezeptor aktiviert. Trotzdem
konnte durch genetisch veranderte Mause schon gezeigt werden, dass die Aktivierung des Rezeptors zu
einer Aktivierung der Phospholipase-C-beta-2 und des TRPM5 Kanals fuhrt [Zhang, 2003]. Dieser ist ein
Kationenkanal und seine Aktivierung fiihrt zur Depolarisation der Zellen [Zhang, 2003]. Es ist moglich,
dass dieser Kanal direkt den Einstrom von Ca®" in die Zellen verursacht und daher fiir die Ausschiittung
des Neurotransmitters sorgt [Perez, 2002]. Allerdings sind widerspriichliche Daten bezlglich dessen
Calciumleitfahigkeit publiziert [Zhang, 2003; Perez, 2002].

1.5.4 Molekulare Grundlagen des Umamigeschmacks

Der Umamigeschmack wird vor allem durch den "Geschmacksverstarker" Natriumglutamat ausgelost
[Yamaguchi, 2000]. Die Gegenwart von Nukleotiden wie z. B. Inosinmonophosphat (IMP) verstarkt den
Umamigeschmack [Bellisle, 1999]. Natriumglutamat aktiviert einen G-Protein gekoppelten Rezeptor
[Lindemann, 2001]. Dies fuhrt Gber eine intrazelluldre Signalkaskade zur Produktion von Botenstoffen,
was den Anstieg des intrazellularen Ca”—SpiegeIs und Freisetzung von Neurotransmittern bewirkt.

In Nagern werden in einem Teil der Geschmacksrezeptorzellen die Rezeptoren TAS1R1 und TAS1R3
koexprimiert [Nelson, 2001]. Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere Glutamat ein aus diesen
beiden Rezeptoren bestehendes Dimer aktiviert [Nelson, 2002; Li, 2002]. Die gleichzeitige Gabe von IMP
verstarkt die Rezeptoraktivierung [Nelson, 2002; Li, 2002]. Diese Ergebnisse zeigen, dass dieses Dimer
beim Menschen den Umami-Rezeptor darstellt. Bei Nagern stellt dieses Dimer einen Aminosaurerezeptor
dar, da er neben Glutamat auch auf andere Aminosauren reagiert. In Nagern wird neben dem Dimer aus
TAS1R1 und TAS1R3 wird auch noch eine N-terminal verklrzte Variante des metabotrophen
Glutamatrezeptors 4 als zusatzlicher Umami-Rezeptor diskutiert [Chaudhari, 2000; Chaudhari, 1998;
Chaudhari, 1996]. Ob dieser Rezeptor fir den Umamigeschmack eine bedeutende Rolle spielt ist derzeit

jedoch unklar.



Es ist noch nicht geklart, welcher G-Protein-Komplex durch den Rezeptor aktiviert wird, welche
intrazellularen Botenstoffe produziert und welche Neurotransmitter ausgeschittet werden. Anhand
genetisch veranderter Mause kann jedoch gezeigt werden, dass die Phospholipase-C-beta-2 und der
TRPM5-Kanal auch in der Signaltransduktion des Umamigeschmacks eine wichtige Rolle spielen [Zhang,
2003]. Falls seine Ca2+-Leitféhigkeit ausreicht, konnte dieser Kanal direkt den Einstrom von Ca** in die
Zellen verursacht und daher fur die Ausschittung des Neurotransmitters sorgen [Zhang, 2003; Perez,
2002].

1.5.5 Molekulare Grundlagen des Bittergeschmacks

Aufgrund vieler Entdeckungen vor allem in den letzten drei Jahren sind die molekularen Mechanismen
des Bittergeschmacks im Vergleich zu den anderen Geschmacksqualitaten schon weitgehend bekannt.
So flhren Bitterstoffe zur Aktivierung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Dies I8st sehr
wahrscheinlich folgende intrazellulare Signalkaskade aus (Abb. 1.2):

Der Rezeptor aktiviert einen G-Protein-Komplex aus den Untereinheiten Alpha-Gustducin, Beta-1 oder
Beta-3 und Gamma-13 [Yan, 2001; Huang, 1999]. Dieser dissoziiert in eine Alpha- und sowie eine Beta-
Gamma-Untereinheit. Das Alpha-Gustducin fiihrt Gber die Phosphodiesterase-1A zu einer Reduktion des
zyklischen Adenosinmonophosphat-Spiegels (cAMP) [Margolskee, 2002]. Der Beta-Gamma13-Komplex
aktiviert die Phospholipase C Beta-2 [Zhang, 2003]. Dies fiihrt zur Aktivierung des TRPM5 Kanals [Zhang,
2003], was die Depolarisation der Geschmacksrezeptorzelle und die Ausschiittung des noch unbekannten
Neutrotransmitters bewirkt.

Ein Meilenstein fiir die Erforschung des Bittergeschmacks war die Entdeckung der TAS2R-
Rezeptorfamilie von Mensch und Nagern [Adler, 2000; Matsunami, 2000]. Bislang wurden 19 menschliche
TAS2R-Rezeptorgene, 28 Gene der Maus, sowie 14 Gene der Ratte identifiziert [Adler, 2000]. Alle
bisherigen Mitglieder dieser Familie liegen auf Chromosomen, die mit Variationen des Bittergeschmacks
assoziiert sind [Adler, 2000]. In den Geschmacksknospen von Nagern werden diese Rezeptorgene in ca.
20% der Geschmacksrezeptorzellen exprimiert [Adler, 2000]. Fir drei dieser Rezeptoren konnte auch
gezeigt werden, dass sie tatsachlich durch Bitterstoffe aktiviert werden kdnnen [Chandrashekar, 2000]. So
reagiert der Rezeptor mTAS2R5 der Maus auf den Bitterstoff Cycloheximid [Chandrashekar, 2000].
Variationen in der Struktur dieses Rezeptors scheinen auch die Ursache fir die unterschiedliche
Sensitivitat von bestimmten Mausstammen gegeniiber Cycloheximid zu sein [Chandrashekar, 2000]. All

diese Befunde zeigen, dass zumindest einige TAS2R-Mitglieder Bitterrezeptoren sind.
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Abb. 1.2 Signaltransduktion der TAS2R-Rezeptoren in Geschmacksrezeptorzellen

G Gust.: G-Protein- Alpha-Untereinheit Gustducin; Gpy/3: G-Protein-Beta-Untereinheit Beta 1 oder Beta 3; Gy13: G-
Protein-Gamma-Untereinheit Gamma-13; PLC R2: Phospholipase C beta-2; PDE 1A: Phosphodiesterase-1A; TRPM5:
TRPMb5-lonenkanal. GDP: Guanosindiphoshat; GTP: Guanosintriphoshat; cAMP: zyklisches Adenosinmonophoshat; AMP:
Adenosinmonophosphat.

1.6 Ziele dieser Arbeit

Um den menschlichen Bittergeschmack besser verstehen und beeinflussen zu kdénnen, sind detaillierte
Kenntnisse der menschlichen Bitterrezeptoren und ihrer Interaktion mit den Bitterstoffen notwendig. Dafiir
war die Entdeckung der Bitterrezeptoren eine wichtige Vorraussetzung. Allerdings wurden fast alle
bisherigen Untersuchungen der TAS2R-Rezeptoren an Mausen und Ratten durchgefiihrt. Nur 3 TAS2R-
Rezeptoren wurden bisher in menschlichen Zungen durch PCR nachgewiesen [Ueda, 2001]. Funktionell
wurde bislang nur fir zwei Rezeptoren der Maus (mMTAS2R5 + mTAS2R8), sowie einen einzigen
menschlichen Rezeptor (hnTAS2R4) eine Aktivierung durch Bitterstoffe gezeigt [Chandrashekar, 2000]. Die
dafir verwendeten Konzentrationen der Bitterstoffe lagen mit Ausnahme der Kombination
mTAS2R5/Cycloheximid erheblich héher als die Wahrnehmungsschwellwerte dieser Substanzen in den
betreffenden Spezies [Chandrashekar, 2000]. Dies trifft besonders auf die funktionelle Expression des
menschlichen Rezeptors zu. Die Konzentrationen an Denatoniumbenzoat, die notwendig waren, um eine
schwache Aktivierung des Rezeptors hTAS2R4 zu erreichen, lagen ca. 100 000-fach Uber dem
Schwellwert des Menschen [Schiffman, 1993a]. Insofern fehlt bislang der Nachweis, dass die TAS2R-
Rezeptoren auch beim Menschen Bitterrezeptoren darstellen [Margolskee, 2002]. Die bisherigen
Resultate zur Grélke und Spezifitdt der TAS2R-Rezeptorfamilie werfen aber auch weitere Fragen auf.
Menschen kénnen tausende von Stoffen als bitter wahrnehmen [Keast, 2002]. Die chemische Struktur der
verschiedenen Bitterstoffe ist dabei sehr vielfaltig [Keast, 2002; Delwiche, 2001]. Sie reicht von kleinen
Molekilen wie Kaliumchlorid oder Harnstoff, bis zu sehr komplexen organischen Verbindungen wie
Strychnin, Kolchizin, Amygdalin oder Salicin (Abb. 1.3). Die GréRe der menschlichen TAS2R-Familie wird
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dagegen nur auf ca. 80-120 Mitglieder, 1/3 davon Pseudogene, geschatzt [Adler, 2000]. Dies ist in
Anbetracht der groflen Zahl und Komplexitat der Bitterstoffe eine erstaunlich geringe Zahl von
Rezeptoren. Zwei, der drei bislang funktionell untersuchten TAS2R-Rezeptoren, reagieren jeweils
spezifisch nur auf einen von 55 getesteten Geschmacksstoffen [Chandrashekar, 2000]. Nur der Rezeptor
MTAS2R8 reagierte neben Denatoniumbenzoat auch auf PROP [Chandrashekar, 2000]. Dies deutet an,
dass die TAS2R-Rezeptoren vielleicht nur durch wenige Substanzen aktiviert werden koénnen. Sollte
dieses Verhalten typisch fur TAS2R-Rezeptoren sein, so ware die derzeit geschatzte Zahl der TAS2R-
Rezeptoren bei weitem zu klein, um alle Bitterstoffe wahrnehmen zu konnen. Dies flhrt natlirlich zu einer
Reihe weiterer Fragen: Wie viele Mitglieder hat die menschliche TAS2R-Genfamilie? Wie viele
verschiedene Substanzen kdnnen denselben Rezeptor aktivieren? Ist die Zahl der TAS2R-Rezeptoren
ausreichend, um alle Bitterstoffe wahrnehmen zu kénnen oder muss es noch andere
Bitterrezeptorfamilien geben? Um diese Fragen zu beantworten, ist es Ziel dieser Arbeit, menschliche
Bitterstoff-Rezeptor-Kombinationen zu identifizieren und zu charakterisieren, sowie die Expression dieser

Rezeptoren in menschlichen Geschmacksknospen nachzuweisen.

HOCH, NH —C —CH, HOCH,
o)
HO OCH,
HO ' o / o (‘;N
CH,0 HO' OHHO e OCH@
HO cHO  OCHs OCH, A
Kolchizin Amygdalin

Weide Brechnuss Herbstzeitlose Bittermandeln

Abb. 1.3 Chemische Struktur einiger in Pflanzen vorkommenden Bitterstoffe
Salicin kommt in der Rinde vieler Weidenarten (Salix spec.) vor. Strychnin wird von der Brechnuss (Nux vomica)
produziert. Kolichizin ist das Gift der Herbstzeitlosen (Colchicum autumnale). Amygdalin ist ein Giftstoff in Bittermandeln
(prunus dulcis var. amara) das aber auch in Apfelkernen vorkommt. Oben: chemische Struktur der Bitterstoffe Quelle:
www.sigmaaldrich.com. Unten: Pflanzen, in den diese Stoffe vorkommen Quelle: Herbstzeitlose: www.natur-lexikon.com;
Brechnuss www.drinkease.com; Weide: pharmazie.uni-greifswald.de; Mandeln: jouet.roger.free.fr.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien und Enzyme

2.1.1.1 Chemikalien
Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Chemikalien von Sigma, Merck oder Fluka bezogen.

2.1.1.2 Enzyme
Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Enzyme von MBI-Fermentas, Roche, Eppendorf, Invitrogen oder

NEB bezogen.

2.1.2 Puffer und Lésungen

50 x TAE 2 M Tris-Base; 0,1 M Essigsaure; 0,05 M EDTA; pH 8,0; autoklavieren.

20 x SSC 3 M NaCl; 0,3 M NajCitrat; pH 7,0; autoklavieren.

Trypsin-Lésung 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS; pH7,4.

B1 0,1 M Maleinsaure; 0,15 M NaCl; pH 7,5.

B3 0,1 M Tris; 0,1 M NaCl; 0,05 M MgCl,; pH 9,5.

PBS 8 g NaCl; 0,2 g KClI; 1,44 g Na,HPOy,; 0,24 g KH,PO,4 pH 7,4.

C1 130 mM NaCl; 5 mM KCI; 10 mM HEPES; 2 mM CaCl,; 10 mM Glucose; pH 7,4.
Cc2 10 ml serumfreies Zellkulturmedium; 10 pl Fluo-4-AM; 100 pl Probenicid.
Probenicid 0,1 g Probenicid in 1 ml 0,5 M NaOH lésen.

Fluo-4-AM 50 mg in 22 pyl DMSO lésen; bei -20°C lagern; innerhalb von 3 Tagen verbrauchen.
DEPC-Wasser 0,1 % Diethylpyrocarbonat in Wasser l6sen, eine Stunde inkubieren, autoklavieren.

50x Denhardt’s Losung 5 g Ficoll (Typ 400); 5 g Polyvinylpyrrolidon; 5 g BSA (Fraktion V) in 500 ml
Wasser gelost.

2.1.3 Medien

2.1.3.1 Medien fiir Bakterien

LB 10 g/l Caseinhydrolysat; 5 g/l Hefexetrakt; 10 g/l NaCl; pH 7,5;
autoklavieren.

LB-Agar 10 g/l Caseinhydrolysat; 5 g/l Hefexetrakt; 10 g/l NaCl; 1,5% Agar; pH
7,5; autoklavieren.

SOC 20 g/l Caseinhydrolysat; 5 g/l Hefexetrakt; 0,5 g/l NaCl; 10 ml/l 0,25 M

KCI; pH 7,0; autoklavieren; dann steril 5 ml/l 2M MgCl, und 20 ml/l 1M

Glucose zugeben.
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2.1.3.2 Medien fir Zellkultur

DMEM serumfrei Dulbecco's Modified Eagle Medium; 4,5 g/l Glucose (Invitrogen).

DMEM + Serum Dulbecco's Modified Eagle Medium; 4,5 g/l Glucose (Invitrogen); 100 ml/I
Fotales Kalber Serum (Biochrom), hitzeinaktiviert, 10 ml/l Penicillin (10
000 Units/ml) Streptomycin-Lésung (10 mg/ml; Sigma); 10 ml/l L-
Glutamin-Lésung (200 mM; Biochrom).

2.1.4 Antibiotika

2.1.4.1 Antibiotika fiir Bakterienkultur

Ampicillin (Sigma) Stammldsung: 50 mg/ml in Wasser gel6st; sterilfiltriert, bei -20°C gelagert;
Endkonzentration 50 pg/ml.

Kanamycin (Sigma) Stammldsung: 50 mg/ml in Wasser gelost; sterilfiltriert, bei -20°C gelagert;
Endkonzentration 50 ug/ml.

Tetracyclin (Sigma) Stammldsung: 50 mg/ml in Ethanol : Wasser 1:1 gel6st; bei -20°C
gelagert; Endkonzentration 50 pg/ml.

2.1.4.2 Antibiotika fiir Zellkultur

G418 Sulfat (Calbiochem) Stammldsung: 100 mg/ml; bei -20°C gelagert.
Zeocin (Invitrogen) Stammlésung: 100 mg/ml; bei -20°C gelagert.
Hygromycin (Invitrogen) Stammlésung: 100 mg/ml; bei 4°C gelagert.

2.1.5 Bakterien

E. coli XL1-Blue MRF' (Stratagene)
E. coli TOP10 (Invitrogen)

E. coli DH5q. (Invitrogen)

2.1.6 Zelllinien und zugehorige Medien und Antibiotika

HEK293 flp-in (Invitrogen) DMEM + Serum; 100 pg/ml Zeocin
HEK293 flp-in G15 (Elena Chirokova) DMEM + Serum; 100 pg/ml Zeocin; 200 ug/ml G418
2.1.7 Plasmide

2.1.7.1 Konstruktion des Expressionsplasmids fiir die TAS2R-Rezeptoren

Grundlage ist der Vektor pcDNA5_FRT (Invitrogen). In diesem Vektor ist neben der EcoRI
Restriktionsschnittstelle in der "Multiple Cloning Site" noch eine zweite EcoRI Schnittstelle im Gen fir die
Hygromycinresistenz vorhanden. Durch eine Punktmutation wurde diese Schnittstelle zerstort. Unter

Nutzung der Hindlll und Apal Schnittstelle (kursiv) in der "Multiple Cloning Site" wurde ein DNA-Fragment
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eingeflgt, das flr die 45 N-terminalen Aminosauren des Somatostatinrezeptor Subtyp 3 der Ratte (SST-
Epitop, fett) und das Glycoprotein-D-Epitop des Herpes Simplex Virus (HSV-Epitop, unterstrichen) kodiert:

Hindlll
aagcfttggatccgccaccatggccgctgttacctatccttcatccgtgcctacgaccttggaccctgggaatgcatcctcagectggcccct

EcoRlI Notl
ggacacgtccctggggaatgcatctgctggcactagcctggcaggactggcetgtcagtggcgaatictgcagatatccatcacactggegg

Apal
ccgccagcctgaactcgctcctgaagacccggaagattaatctagagggece

AnschlieRend wurde die komplette kodierende Region der TAS2R-Rezeptoren unter Erhaltung des

Leserahmens zum SST- und HSV-Epitop zwischen die EcoRI und Notl Schnittstellen (kursiv) eingeflgt.

2.1.7.2 Plasmide zur Klonierung von DNA Fragmenten aus PCR-Reaktionen
DNA-Fragmente, die sequenziert werden sollten, wurden in die Plasmide pCR-TOPO2.1 (Invitrogen),
pCR-TOPOII (Invitrogen) oder pCR4BIlunt-TOPO (Invitrogen) kloniert.

2.2 Grundlegende molekularbiologische Methoden

2.2.1 Phenol-Chloroform Extraktion
RNA- oder DNA-L&sungen wurden 1:1 mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (50:49:1) versetzt, kraftig
gemischt und zentrifugiert (10 Min.; 14000 U/Min.). Der waRrige Uberstand wurde abgenommen und 1:1

mit Chloroform versetzt, gemischt und zentrifugiert (10 Min.; 14000 U/Min.).

2.2.2 DNA Fillung

Die wassrige DNA-LOsung wurde mit 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und dem 2,5-fachen
Volumen an Ethanol versetzt, gemischt und 30 Min. bei -20°C inkubiert. Nach der Zentrifugation (10 Min.;
14000 U/Min.) wurde das Pellet zweimal mit 80% Ethanol gewaschen, kurz getrocknet und dann im

gewulnschten Volumen gelst.

2.2.3 Bestimmung von RNA-/ DNA-Konzentrationen

Die RNA bzw. DNA wurde in geeigneter Verdinnung in Quarzkivetten bei einer Wellenlange von 260 nm
vermessen. Die Gesamtausbeute wurde nach folgender Formel berechnet:

Ausbeute [ug/ml] = Extinktion 260 nm x Verdinnungsfaktor x Probenvolumen (ml) x
Absorptionskoeffizient.

Als Absorptionskoeffizient wurden folgende Werte benutzt: fir doppelstrangige DNA 50 pg/ml, fur
einzelstrangige DNA 33 ug/ml, fur RNA 40 ug/ml [Sambrook, 1989].

Durch Bestimmung des Ajs/Azsg Quotienten, der bei 1,6-1,8 liegen sollte, wurde die DNA auf
Proteinverunreinigungen hin untersucht [Sambrook, 1989].
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2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Je nach GroéRe der DNA-Fragmente wurde 0,8 -2% Agarose in 1 x TAE-Puffer angesetzt, aufgekocht und
je 100 ml mit 3 pl einer Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml) versetzt. Nach dem Ausharten des Gels, wurde
eine elektrophoretische Groflentrennung der DNA-Fragmente in 1 x TAE-Puffer + Ethidiumbromid
durchgefiihrt.

2.2.5 Isolation von Plasmid-DNA

Analytische Mengen von Plasmid-DNA (1 -10 pg) wurden mit Hilfe des JETquick Plasmid Miniprep Spin
Kits (Genomed) nach Anleitung des Herstellers isoliert.

Praparative Mengen von Plasmid-DNA (200 -500 pg) wurden mit Hilfe des NukleoBond Plasmid Maxi Kits

(Clontech) nach Anleitung des Herstellers isoliert.

2.2.6 Verdau von DNA durch Restriktionsenzyme
Ublicherweises wurde ~1 pg Plasmid-DNA mit einem 5-fachem Uberschuss an Enzymaktivitat bei den

vom Hersteller angegebenen Temperaturen und Pufferbedingungen fur 2 Stunden verdaut.

2.2.7 Isolation von DNA Fragmenten aus Agarosegelen
DNA-Fragmente und geschnittene Plasmide wurden vor der Klonierung auf einem Agarosegel
aufgetrennt. Die gewlinschte Bande wurde ausgeschnitten und die DNA mit dem QlAquick Gelextraktions

Kit (Quiagen) nach Anleitung des Herstellers eluiert.
2.2.8 Klonierung

2.2.8.1 Ungerichtete Klonierung von DNA aus PCR-Reaktionen
PCR-Reaktionsprodukte von Tag-DNA-Polymerase wurden durch das TOPO T/A Cloning Kit (Invitrogen)
nach Anweisung des Herstellers kloniert. Pfu-DNA-Polymerase PCR-Reaktionsprodukte wurden durch

das TOPO blunt end Cloning Kit (Invitrogen) nach Anweisung des Herstellers kloniert.

2.2.8.2 Gerichtete Klonierung

Zur gerichteten Klonierung wurden Plasmid und DNA-Insert mit Enzymen verdaut, die komplementére
DNA-Uberhange erzeugen, geleluiert und dann in aquimolaren Mengen mit Fast Link Ligase (Biozym)
nach Anweisung des Herstellers ligiert. Abweichend von der Empfehlung des Herstellers wurde die

Ligationsreaktion aber erst nach mindestens einstiindiger Reaktion transformiert.

2.2.9 Transformation
Far Transformationen von Ligationsreaktionen in Bakterien wurden hochkompetente Zellen

(Kompetenz~109 Kolonien/ug DNA) E. coli TOP10 (Invitrogen) nach Anweisung des Herstellers



15

verwendet. Fir die Transformation von vorhandenen Plasmiden wurde E. coli DH5a (Kompetenz ~10°

Kolonien/ug DNA) benutzt.
2.2.10 Die Poymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

2.2.10.1 Design von Oligonukleotiden

Oligonukleotidsequenzen wurden so gewahlt, dass deren physikalische Schmelztemperatur Ublicherweise
bei 68°C lag. Zur Berechnung der Schmelztemperatur von Oligonukleotidsequenzen wurde die ,Nearest
Neighbour® Methode [Breslauer, 1986] verwendet. Restriktionsschnittstellen und Kozak-Sequenz, die zur
Klonierung und Expression der durch PCR amplifizierten DNA Sequenzen nétig sind, wurden bei der
Berechnung der Schmelztemperatur nicht bericksichtigt. Die in der PCR-Reaktion verwendete
Hybridisierungstemperatur lag meist bei 64°C. Soweit mdglich, wurden Oligonukleotide mit einem G/C

Gehalt von ~50% verwendet.

2.2.10.2 Liste der benutzten Oligonukleotide

Tabelle 2.1 Oligonukleotidsequenzen

Oligonummer + Name Zielgen Spezies Sequenz
91 Homo GGCCAATTGGAATTCATGATACCCATCCAACTCACTGTCTT
hTAS2R16 -
hT2R16 F sapiens CT
92 hTAS2R16 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGCACTTTCCCTTTAGA
hT2R16 R845 sapiens ATCCTTTTCAAC
109 hTAS2R38 Homo | G CAATTGGAATTCATGTTGACTCTAACTCGCATCCGCA
hT2RP26 F1 sapiens
110 hTAS2R38 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGCACAGTGTCCGGGA
hT2RP26 R 1001 sapiens ATCTG
11 hTAS2R40 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCCAGAGTCTGCCCTTTT
hT2RP24 R971 sapiens AGGTAAAGAGG
112 hTAS2R40 Homo | G CCAATTGGAATTCATGGCAACGGTGAACACAGATGC
hT2RP24 F1 sapiens
113 hTAS2R42 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCCAAAGGTAAAGCATTT
hT2RP10 R1022 sapiens GGTGTTTTTGTATAGTT
114 hTAS2R42 Homo GGCCAATTGGGGCCCAATGCTCTTCTGCAATGGTTTGATTG
hT2RP10 F1 (Smal) sapiens TAAATTTATTAA
117 hTAS2R41 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGGCCACCCAGAAGCC
hT2RP27 R923 sapiens C
118 hTAS2R41 Homo GGCCAATTGGAATTCATGCAAGCAGCACTGACGGCCTTCTT
hT2RP27 F1 sapiens CGTGTTG
119 hTAS2RS Homo GGCCAATTGGGGCCCAATGTTCAGTCCTGCAGATAACATCT
hT2R8 F1 (Smal) sapiens TTATAATC
201 hTAS2R8 Homo GGCCAATTGCCCGGGCGATGTTCAGTCCTGCAGATAACAT
hT2R8 F1 Smal EcoRV sapiens CTTTATAATC
120 hTAS2R8 Homo | GCCAATTGGGGCCCAATGATGGGACTCACCGAGGG
hT2R3 F1 (Smal) sapiens
121 hTAS2R39 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCCAGAGTCCACTCTTTT
hT2RP25 R1016 sapiens GGGTAAAGATGA
122 hTAS2R39 Homo GGCCAATTGGAATTCATGCTAGGGAGATGTTTTCCTCCAGA
hT2RP25 F1 sapiens CAC
141 hTAS2R4 Homo GGCCAATTGGAATTCATGCTTCGGTTATTCTATTTCTCTGCT
hT2R4 F1 sapiens ATTAT
142 hTAS2R4 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTTTTTTGAAACAAAGA
hT2R4 R900 sapiens ATCTTCTTTGCTGT
143 hTAS2R1 Homo GGCCAATTGGAATTCATGCTAGAGTCTCACCTCATTATCTA
hT2R1 F1 sapiens TTTTCTTC
144 hTAS2R1 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCCTGACAGCACTTACTG
hT2R1 R900 sapiens TGGAGGAG
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145 hTAS2R43 Homo GGCCAATTGGAATTCATGATAACTTTTCTACCCATCATTTTT
hT2X4,X1 F1 sapiens TCCA
147 hTAS2R43 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGGAGATGAAGTCTTC
hT2X1 R930 sapiens TCTCCTTTCAC
148 hTAS2R45 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGTACCTCATTTGCCAC
hT2RX9 R900 sapiens AAAACTGAAAG
149 hTAS2R45 Homo GGCCAATTGGAATTCATGATAACTTTTCTGCCCATCATATTT
hT2RX9 F1 sapiens TCC
150 hTAS2R44 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGGAGATGAAGGCTT
hT2RX2 F1 (=hT2RX2 R) sapiens CTCTCCTTTC
151 hTAS2R44 Homo GGCCAATTGGAATTCATGACAACTTTTATACCCATCATTTTT
hT2RX2 F1 sapiens TCCA
152 hTAS2R47 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGGAGACGAAGGCTT
hTR2X3 R930 sapiens CTGTC
153 hTAS2R47 Homo GGCCAATTGGAATTCATGATAACTTTTCTGCCCATCATTTTT
hTR2X3 F1 sapiens TC
156 hTAS2R48 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGCGTGTCATCTGCCAC
hT2RX6 R900 sapiens AAAAC
157 Homo GGCCAATTGGAATTCATGATGTGTTTTCTGCTCATCATTTCA
hTAS2R48 .
hT2RX6 F1 sapiens T
158 hTAS2R50 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGCACCTAATCTGACAC
hT2RX7 R900 sapiens AAAATCAAAAGAA
159 hTAS2R50 Homo GGCCAATTGGAATTCATGATAACTTTTCTATACATTTTTITTTT
hT2RX7 F1 sapiens CAATTCTAATAATGG
160 hTAS2R49 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGGAGTTGACTGGTTC
hT2RX8 R930 sapiens TGTCCTTTT
161 hTAS2R49 Homo GGCCAATTGGAATTCATGATGAGTTTTCTACACATTGTTTTT
hT2RX8 F1 sapiens TCCAT
162 hTAS2R9 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGGAACAAAAGGCTTT
hT2R9 R908 sapiens CTTCTTCTAAGG
163 hTAS2R9 Homo GGCCAATTGGAATTCATGCCAAGTGCAATAGAGGCAATAT
hT2R9 F sapiens ATATTATTT
164 hTAS2R8 Homo CCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTATCATGCAGGCAATTT
hT2R8 R899 sapiens TTCTACATGTC
165 hTAS2RS Homo GGCCAATTGGAATTCATGTTCAGTCCTGCAGATAACATCTT
hT2R8 F sapiens TATAATC
166 hTAS2R7 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGATTTGTTTATGTTGTT
hT2R7 R922 sapiens GGAATTTTCTTCCTT
167 hTAS2R7 Homo GGCCAATTGGAATTCATGGCAGATAAAGTGCAGACTACTTT
hT2R7 F sapiens ATTGTT
168 hTAS2R5 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGGGCCCCAGCATCT
hT2R5 R881 sapiens C
169 hTAS2R5 Homo | G CCAATTGGAATTCATGCTGAGCGCTGGCCTAG
hT2R5 F sapiens
170 hTAS2R3 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAGAGAAAATGGGTCC
hT2R3 R925 sapiens CTTGGACT
171 hTAS2R3 Homo | G CAATTGGAATTCATGATGGGACTCACCGAGGG
hT2R3 F sapiens
172 hTAS2R10 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGTGACTCTGAGATTT
hT2R10 R892 sapiens TTCCTTTTCTCAC
173 hTAS2R10 Ho_m o GGCCAATTGGAATTCATGCTACGTGTAGTGGAAGGCATCTT
hT2R10 F sapiens
174 hTAS2R13 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTCGTTTAGCCCATACC
hT2R13 R910 sapiens TTAGCTGC
175 hTAS2R13 Homo | G CCAATTGGAATTCATGGAAAGTGCCCTGCCG
hT2R13 F1 sapiens
176 hTAS2R14 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAGATGATTCTCTAAAT
hT2R14 R954 sapiens TCTTTGTGACCTGAG
177 hTAS2R14 Homo GGCCAATTGGAATTCATGGGTGGTGTCATAAAGAGCATATT
hT2R14 F1 sapiens TACA
202 Homo
hT2R3 F1 Smal EcoRV hTAS2R3 sapiens GGCCAATTGCCCGGGCGATGATGGGACTCACCGAGGG
203 hTAS2R24 Homo GGCCAATTGCCCGGGCGATGCTCTTCTGCAATGGTTTGATT
hT2RP10 F1 Smal EcoRV sapiens GTAAATTTATTAAT
211 Homo
hT2R3 F1n Smal/EcoRV hTAS2R3 sapiens GGCCAATTGCCCGGGCGTGATGGGACTCACCGAGGG
212 hTAS2R3 Homo TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAGAGAAAATGGGTCC
hT2R3 R951n sapiens CTTGGATC
194 mTAS2R5 Mus TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAAAGAACTTTAATCCT

mT2R5 R903

musculus

TGCAGTACCTTTA
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195 mTAS2R5 Mus GGCCAATTGGAATTCATGCTGAGTGCGGCAGAAG
mT2R5 F1 musculus
190 ASIRG Mus TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCCTTGTAGAAACAGAAA
mT2R8 R894 musculus | ATCTTCTTTAG
191 mTAS2RS Mus GGCCAATTGGAATTCATGCTCTGGGAACTGTATGTATTT
mT2R8 F1 musculus
192 TASZR19 Mus TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAGATGGCATTATACAG
mT2R19 R1008 musculus GCTTCTGA
193 Mus
TR F1 mTAS2R19 | MUS | GGCCAATTGGAATTCATGATGGAAGGTCATATGCTCTTCTT
137 Rattus | GGCCAATTGGAATTCATGATGGAAGGGCATATACTCTTCTT
ITAS2R1 .
rT2R1 F1 norvegicus | CT
138 TASZRA Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGGATGGCATTATACAG
rT2R1 R1008 norvegicus | GCTTCTGAG
139 Rattus | GGCCAATTGGAATTCATGTTCTCACAGAAAACAAACTACAG
ITAS2R2 .
rT2R2 F1 norvegicus | CCA
140 TASZR2 Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGAAAACGACAGTGTC
rT2R2 R1002 norvegicus | CATATCTTTGGA
186 TASZRA Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGGAAGACTCTGGGCT
rT2R3 R900 norvegicus | CCAGAAC
187 ITAS2R3 Rattus | oGCCAATTGGAATTCATGGTGCCAACCCAAGTCAC
rT2R3 F1 norvegicus
184 TASZRA Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGTGACTGAGAGATTT
rT2R4 R927 norvegicus | CTTTTTGTCTC
185 ITAS2R4 Rattus | oGCCAATTGGAATTCATGCTGAGTGCAGCAGAAGG
rT2R4 F1 norvegicus
188 TASZRS Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGTGTTTCTGAATTCTT
rT2R5 R930 norvegicus | TTCCTTCC
189 ITAS2R5 Rattus | oGCCAATTGGAATTCATGCTGGGTGCAATGGAAGGT
rT2R5 F1 norvegicus
180 TASZRT Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCATCCTTTTCCTTACATC
rT2R7 R930 norvegicus | TCAGATAGGTTATC
181 ITAS2R7 Rattus | G cCAATTGGAATTCATGGGAAGCAGCCTGTATGATATCTT
rT2R7 F1 norvegicus
182 TASZRE Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGTTAATTGGTTTGCCA
rT2R8 R945 norvegicus | GATGGAGTTA
183 ITAS2RS Rattus | oGcCAATTGGAATTCATGGAACCTGTCATTCACGTCTTT
rT2R8 F1 norvegicus
178 T ASZRO Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGTGGCCCTGAGATCT
rT2R9 R930 norvegicus | TTTCC
179 rTAS2R9 Rattus | oG CAATTGGAATTCATGCTCAGTGCAGCAGAAGGCA
rT2R9 F1 norvegicus
135 ASZR12 Rattus | GGCCAATTGGAATTCATGCTATCAACTGTATCAGTTTTCTTC
rT2R12 F1 norvegicus | ATGTC
136 TASZR12 Rattus | TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGGTCACCCAGAATCC
rT2R12 R927 norvegicus | CCTG

2.2.10.3 Amplifizierung von DNA-Fragmenten aus cDNA

Die Erzeugung von DNA-Fragmenten aus cDNA wurde mit Hilfe von Tag-DNA-Polymerase (Eppendorf)
oder Advantage-DNA-Polymerase (Clontech) im Puffersystem des jeweiligen Herstellers und mit den
jeweils vom Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen durchgefiihrt. Soweit notwendig, wurden die
Reaktionsbedingungen durch Variation der MgCl,-Konzentration oder der Hybridisierungstemperatur
optimiert. Ein typisches PCR-Protokoll sah dabei wie folgt aus:

2 Min.; 94°C

1 Min.; 94°C

1 Min.; Temperatur vom Oligonukleotid abhangig (meist 64°C)

1) Vordenaturierung:
2) Denaturierung:
3) Hybridisierung:
4) Synthese: 1 Min. Synthesezeit fir je 1000 Basenpaare (bp) die amplifiziert werden sollen;
68°C 72°C 35 x

Wiederholung der Schritte 2-4.

(Advantage-DNA-Polymerase), (Tag-DNA-Polymerase);
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5) Auffillen: 5 Min. 68°C (Advantage-DNA-Polymerase), 72°C (Tag-DNA-Polymerase)

2.2.10.4 Klonierung von TAS2R-Rezeptoren aus genomischer DNA

Fir die Klonierung der putativen Bitterrezeptoren konnte genomische DNA als Ausgangsmaterial
verwendet werden. Dies ist moéglich, da die kodierende Region dieser Gene nicht durch Introns
unterbrochen wird. Um das Risiko zu minimieren, durch die PCR Punktmutationen zu erzeugen, wurde
Pfu-DNA-Polymerase verwendet. Dieses Enzym besitzt eine deutlich geringere Fehlerrate als Tag-DNA-
Polymerase. Um die erzeugten DNA Fragmente gezielt in die Expressionsvektoren klonieren zu kénnen,
wurden gleichzeitig vor und hinter die zu amplifizierende Sequenz Restriktionschnittstellen in die
benutzten Oligonukloeotide eingefligt. Dieser Teil des Oligonukleotids hat jedoch keine homologe
Sequenz auf dem entsprechenden Abschnitt der genomischen DNA und kann daher keinen Doppelstrang
ausbilden. Bei der Verwendung von Pfu-DNA-Polymerase wurde mit solchen Primern eine stark
verminderte Ausbeute an amplifizierten DNA-Fragmenten beobachtet. Um bei einer geringen Fehlerrate
eine hohe Ausbeute an amplifizierten DNA Fragmenten zu erreichen, wurde in dieser Arbeit ein aus zwei
Reaktionen bestehendes PCR-Protokoll entwickelt. Als erstes wird eine normale PCR-Reaktion mit
Adventage Polymerase (Clontech) nach Anleitung des Herstellers mit 1,5 pg genomischer DNA als
Ausgangsmaterial, durchgefihrt:

1) Vordenaturierung: 2 Min.; 94°C

2) Denaturierung: 1 Min.; 94°C
3) Hybridisierung: 1 Min.; Temperatur vom Oligonukleotid abhangig (meist 64°C)
4) Synthese: 1 Min. pro 1000 bp, 68°C; 3 x Wiederholung Schritt 2-4

Der Sinn dieser ersten Reaktion ist es mit einem Enzym ohne ,Proof Reading®- Aktivitat vollstandig zum
Oligonukleotid passendes Ausgangsmaterial zu erstellen. In einer zweiten PCR-Reaktion wird dann Pfu-
DNA-Poymerase (Promega) nach Anleitung des Herstellers zusammen mit 5 pl des ersten
Reaktionsansatzes als Ausgangsmaterial eingesetzt:

1) Vordenaturierung: 2 Min.; 94°C

2) Denaturierung: 1 Min.; 94°C

3) Hybridisierung: 1 Min.; Temperatur vom Oligonukleotid abhangig (meist 64°C)
4) Synthese: 2 Min. pro 1000 bp; 72°C; 35 x Wiederholung Schritt 2-4

5) Auffillen: 5 Min.; 72°C

2.2.10.5 Erzeugung von Punktmutationen
Punktmutationen wurden, soweit notwendig, durch das Quick Change Kit (Stratagene) nach Anweisung
des Herstellers durchgefiihrt. Abweichend von dem Protokoll wurde Pfu-DNA-Polymerase von Promega

und eine Synthesezeit von 2 Min. pro 1000 bp benutzt.
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2.2.11 Herstellung von cDNA aus mRNA
Die Synthese von cDNA erfolgte nach dem Protokoll fiir das Smart cDNA Kit (Clontech) nach Anweisung

des Herstellers.

2.3 Analyse der Sequenzdaten der Genomprojekte

2.3.1 Identifizierung neuer TAS2R-Sequenzen in den Datenbanken des o6ffentlichen humanen
Genomprojekt

Um unbekannte Mitglieder der TAS2R-Rezeptorfamilie zu finden, wurden zunachst aus der Datenbank
des ,National Center for Biotechnology Information® (NCBI) alle schon identifizierten TAS2R-
Rezeptorsequenzen gesammelt. Um moglichst alle Mitglieder der TAS2R-Rezeptorfamilie aufsplren zu
kénnen, wurden die Aminosauresequenzen aller bekannten TAS2R-Rezeptoren zu einer so genannten
Jblastn-Suche” in der Datenbank des humanen Genomprojektes verwendet. Bei diesem Suchverfahren
werden die Aminosauresequenzen der Rezeptoren mit der in allen 6 Leserahmen translatierten Sequenz
des humanen Genomprojektes verglichen. Dieses Verfahren ist einer Suche mit den
Nukleinsauresequenzen der Rezeptoren uberlegen, da aufgrund des degenerierten genetischen Codes
der Konservierungsgrad der Aminosduresequenz hoher ist, als der Konservierungsgrad der
Nukleinsduresequenz. Mit den neu identifizierten Sequenzen wurde die Suche wiederholt, bis keine
weiteren neuen Sequenzen mehr zu finden waren. Fir die Vollstandigkeit dieses Analyseverfahrens
spricht, dass selbst zu den TAS2R-Rezeptoren entfernt verwandte Sequenzen, wie olfaktorische

Rezeptoren oder metabotrophe Glutamatrezeptoren identifiziert wurden.

2.3.2 Dendrogramme, Sequenzvergleiche und Sequenzanalysen

Alle Dendrogramme und Sequenzvergleiche wurden mit dem Programm AlignX von Vektor NTI
durchgefuhrt. Die Analyse dieser Sequenzen auf Transmembranregionmotive erfolgte mit dem Programm
Tmpred (EMBnet.org). Die Analyse der Sequenzen auf Glykosylierungs-, Phosphorylierungs-, und
,Myristoylierungsmotive“ erfolgte mit dem Programm PredictProtein (columbia.edu).

2.3.3 Identifizierung von Genpolymorphismen (SNPs)
Die Identifizierung von SNPs (Single Nukleotid Polymorphism’s) erfolgte durch Analyse SNP-Datenbank
(ncbi.nlm.nih.gov). Weitere SNPs wurden durch die Sequenzierung von PCR amplifizierten DNA-

Fragmenten ermittelt.
2.4 Zellkultur
2.4.1 Passagieren der Zellen

Die HEK293 Zellen werden in DMEM + Serum ausgesaht, so dass sie 10-15 % der Bodenflache einer 10

cm Schale bedecken. Sobald sie eine Dichte von ca. 90 % erreicht haben, werden sie durch 2-minitige
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Inkubation mit Trypsin-Lésung vom Boden der Schale abgelést und durch 15-faches Auf- und
Abpipettieren vereinzelt. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von DMEM + Serum gestoppt, die
Zellen durch Zentrifugieren (5 Min., 1000 U/Min.) pelletiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde in 10 ml frischem DMEM + Serum durch 15-faches Auf- und Abpipettieren resuspendiert und ein
Aliquot der vereinzelten Zellen in eine neue Kulturschale Gberfihrt. Es wurde darauf geachtet, die Zellen
niemals eine Dichte von 100% erreichen zu lassen, da sonst durch Kontaktinhibition eine permantente
Veranderung des Zellmetabolismus erfolgen kann. Nach 25-30 Passagen wurden die Zellen verworfen.

Als ersatz wurde ein neues Zellaliquot aufgetaut und kultiviert.

2.4.2 Beschichten von Platten

Um eine bessere Haftung der Zellen auf Glasplattchen und 96-Lochplatten zu erreichen, wurden diese vor
dem Aussdhen der Zellen durch eine 30-minutige Inkubation mit 10 mg/ml Poly-D-Lysin in PBS
beschichtet. Die Kulturschalen, in denen Zellen fiir FLIPR-Experimente gehalten wurden, waren mit

1ug/ml Poly-D-Lysin beschichtet.

2.4.3 Lagerung von Zellinien

Zunschst wurden die Zellen in einer 150 cm? Flasche bis zu einer Konfluenz von ca. 90% herangezogen.
Danach werden sie durch Trypsin-Ldsung vom Schalenboden geldst, vereinzelt, abzentrifugiert und in 20
ml DMEM + Serum + 10% Dimethylsulfoxid (DMSQ) resuspendiert. Die so behandelten Zellen wurden in
1 ml Aliquots portioniert und langsam bei -80°C eingefroren. Die dauerhafte Lagerung erfolgte in

flissigem Stickstoff.

2.4.4 Auftauen einer Zellinie

Zum Auftauen der Zellen wurde eine 10 cm Schale mit DMEM + Serum vorbereitet und dann ein Aliquot
kurz angetaut. Das noch halb gefrorene Pellet wurde dann in die Schale transferiert. Nach dem
Adherieren der Zellen (2-4 Stunden) wurde das Medium abgesaugt und durch neues ersetzt um DMSO
und tote Zellen zu entfernen.

2.4.5 Transfektion von Zellen

Zellen aus einer 10 cm Kulturschale wurden zunachst abgeldst, resuspendiert (Kapitel 2.4.1) und dann in
einer Dichte von 20 -30 % auf Platten ausgesaht, die mit 10 ug/ml Poly-D-Lysin beschichtetet waren.
Danach wurden die Zellen ca. 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Zur Tansfektion sollten die Zellen
eine Dichte von 50-60 % besitzen. Ist die Zelldichte noch unter 40 %, so wird die Transfektion um einen
Tag verschoben. Die Transfektion bei zu geringer Zelldichte verursacht ein Absterben vieler Zellen.

Zur Transfektion einer 96-Loch-Platte wurden pro Loch 0,3 ug Plasmid-DNA in 25 yl serumfreiem DMEM
gelést. In einem zweiten Reaktionsgefal® wurden 0,6 pl Lipofektamin 2000 (Invitrogen) in 25 pl
serumfreiem DMEM genau 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden beide Komponenten
vereinigt, durch Pipettieren gemischt und dann fir 20 -30 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser

Zeit bildet sich der DNA-Lipofektamin Komplex. In der Zwischenzeit wurde das Kulturmedium der Zellen
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entfernt und durch serumfreies DMEM (100 pl/Loch) ersetzt. 20 Minuten spater wurde in jedes Loch der
Platte 50 ul des DNA-Lipofektamin-Komplex pipettiert und diese im Brutschrank inkubiert. Nach 4 - 6
Stunden wurde das Medium abgesaugt und durch serumhaltiges Kulturmedium ersetzt. Zellen in anderen
Plattentypen wurden aquivalent behandelt. Nur die benutzten Volumina der einzelnen Komponenten
variierten (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2 Pipettierschema fiir Lipofektamin bei Benutzung unterschiedlicher Plattentypen

. Menge . Menge . Menge " Menge Menge
Lipofektamin DNA Medium zur Lésung DNA-Lipofektamin DMEM serumfrei
Plattentyp von DNA Komplex
oder Lipofektamin [pﬁ ]
[N [mg] [p1
96 Loch 0,6 0,3 25 50 50
24 Loch 3 1,5 50 100 500
6 Loch 15 7,5 250 500 2500
10 cm 84 42 1400 2800 14000
Schale

2.5 Einzelzell-Calcium-Imaging

Die Zellen wurden 24 - 30 Stunden nach der Transfektion gemessen. Vor dem Beginn der Messungen
wurde das Kulturmedium gegen 2 mM Fura-2-AM in serumfreiem Medium ersetzt und im Inkubator 60
Min. mit dem Farbstoff beladen. Anschlielend wurde die Losung entfernt und die Zellen mindestens, 10
Min. bis maximal 3 Stunden in 3 ml C1 bei Raumtemperatur aquilibriert.

Fura-2-AM ist ein Ca**-bindender Fluoreszenzfarbstoff der in Ca”'-freiem Zustand bei einer Wellenlange
von 380 nm sein Anregungsmaximum hat. Nach Caz"—Bindung verschiebt sich sein Anregungsmaximum
auf 340 nm. Die Beobachtung der Anderung der Ca®*-Konzentration in einer Zelle kann daher besonders
gut anhand des Quotienten der Wellenlangen bei 340 nm/380 nm beobachtet werden.

Die Einzelzell-Calcium Imaging-Versuche wurden mit der Polychrome lI-Lichtquelle (TILL Photonics) und
der Imago CCD-Kamera (TILL Photonics) an einem inversen Mikroskop (Olympus) mit UApo/340 40x
Olimmersionsobjektiv (Olympus) durchgefiihrt. Die Auswertung der Messungen erfolgte mit der Software
TILLviSION 4.0 (TILL Photonics).

Alle 5 Sekunden wurde ein Bildpaar bei einer Anregung von 340 nm bzw. 380 nm und einer realen
Auflésung von 1280 x 1024 Pixel aufgenommen. Um die Messsignale zu verstarken, wurden je 4x4 Pixel
zu einem Bildpixel zusammengefasst, dadurch lag Auflésung des Messsignals bei 320 x 256 Pixel. Die
Belichtungsdauer fir die einzelnen Bilder wurde, abhangig vom Beladungszustand der Zellen und der
Qualitat der jeweiligen Fura-2-AM-Charge vor jedem Experiment eingestellt. Sie lag Ublicherweise bei 3-
10 ms. Die Fluoreszenzintensitaten wurden in 4096 Graustufen dargestellt und die Zellantworten aus der
Anderung der Lichtintensitat der Zellen im 340 nm bzw. 380 nm Bild ermittelt. Die Berechnung der
Intensitatsanderung erfolgte aus den gemittelten Grauwerten der markierten Einzelzellen nach einer

Kompensation des Hintergrundes. Zur Darstellung der Messergebnisse wurde der Quotient aus dem 340
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nm und dem 380 nm Bild benutzt. Die Detektion der Messsignale erfolgte bei einer Wellenlange von 510

nm

2.6. Calcium-Imaging im Fluoreszenz-Platten-Lese-Gerat

24 - 33 Stunden nach der Transfektion wurde das Kulturmedium entfernt und gegen 50 ul der Lésung C2

ausgetauscht. In dieser Losung wurden die Zellen dann 45 Min. im Inkubator mit dem Farbstoff beladen.

Danach wurde die Farbstofflésung durch waschen (1 ml C1-Lésung/Loch) mit dem Cellwasher (Denley)

entfernt. Der Waschvorgang ist so eingestellt, dass 100 pyl C1 in jedem Loch der Messplatte verbleiben.

Der Waschvorgang wurde noch 2 x im Abstand von je 30 Minuten wiederholt, um von den Zellen

ausgeschiedene Farbstoffreste zu entfernen. Direkt nach dem letzten Waschen wurden die Zellen im

FLIPR (Fluorescence Imaging Plate Reader, Molecular Devices) vermessen. Die Liganden wurden 3-fach

konzentriert in C1-Losung hergestellt, um den Verdiinnungseffekt von 50 ul Ligandenkonzentrat auf 100 pl

C1-L6sung zu berlicksichtigen. Fir die Messung wurde folgendes Programm verwendet:

Blendendéffnungszeit 0,4 Sekunden; Laser 0,35 Watt im ,Constant Light* Modus.

1) Aufzeichnen der Basisline: 10 Bilder im Abstand von 6 Sekunden.

2) Applikation erster Ligand: Volumen 50 pl, Pipettiergeschwindigkeit 25 ul / Sek., 120 Bilder im Abstand
von 1 Sekunde.

3) Aufzeichnung der Basislinie 20 Bilder im Abstand von 6 Sekunden.

4) Applikation zweiter Ligand: Volumen 50 ul, Pipettiergeschwindigkeit 25 pl / Sek., 120 Bilder im
Abstand von 1 Sekunde.

5) Aufzeichnung der Basislinie 20 Bilder im Abstand von 6 Sekunden.

Als erste Ligandenapplikation wurde Ublicherweise ein Bitterstoff als Testsubstanz zugegeben. Als zweite
Applikation wurde Isoproterenol in einer Endkonzentration von 10 uM als Kontrolle verwendet.
Isoproterenol aktiviert in HEK293 Zellen endogen vorhandene R-adrenerge Rezeptoren. Dies flihrt
normalerweise zu einer Aktivierung von G,s-Proteinen und damit zu einer Erhdhung des intrazellularen
cAMP Spiegels. Da diese Effekte in nativen HEK293 Zellen keine Anderung des intrazelluldren
Calciumspiegels verursachen, sind sie im Calcium-Imaging nicht messbar. In HEK293/G,,5 Zellen koppelt
der R-adrenerge Rezeptor auch an G,q5 [Offermanns, 2001 #10] und aktiviert den IP; Pfad. Die daraus
resultierenden Anderungen des intrazelluléren Ca”-SpiegeIs kann im FLIPR beobachtet werden. Die
Aufzeichnung eines Calciumsignals nach Stimulation mit Isoproterenol zeigt daher nicht nur, dass die
Zellen geladen und responsiv sind sondern auch, dass G5 sowie die gesamte benutzte intrazellulare
Signalkaskade intakt sind. Diese Kontrolle ist besonders in Fallen wichtig, bei denen nach Applikation der
ersten Testsubstanz kein Signal gemessen wurde. Sie erlaubt eine Reihe technischer Mangel wie z. B.

Beladungsfehler, Variationen der Zellzahl oder Schadigung der Zellen als Ursachen auszuschlief3en.
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2.7 Planung, Durchfiihrung und Analyse von Dosiswirkungskurven im FLIPR

Fir typische Experimente zur Bestimmung von Dosiswirkungskurven wird das in Abb. 2.1 A gezeigte
Schema zur Transfektion benutzt. In einer 96-Loch-Platte wird als Negativkontrolle, in die Lécher A, B, C
der Zeile 1-12 mit dem jeweils benutzten Expressionsplasmid ohne Rezeptorgen, transfiziert. Die Lécher
D, E, F, G, H der Zeilen 1-11 werden mit dem zu untersuchenden Rezeptor transfiziert. Die Lécher D, E,
F, G, H der Zeile 12 werden mit dem als Positivkontrolle verwendeten Rezeptor mTAS2R5, der auf
Cycloheximid reagiert, transfiziert.

Far die Messung wurden die Zellen wie in Kapitel 2.6. beschrieben mit Fluo-4-AM beladen und dann
getestet. Bei der Messung werden in jedes Loch der Messplatte nacheinander zwei Substanzen appliziert.
In der ersten Applikation wird ein Ligand flir den transfizierten Rezeptor in verschiedenen Konzentrationen
getestet (Abb. 2.1 B) und dabei die dosisabhanige VergroRerung der Sinalamplitude gemessen. In der
zweiten Applikation werden alle Lécher der Messplatte mit 10 uM Isoproterenol stimuliert. Isoproterenol
aktiviert den in HEK293 Zellen vorhandenen R-adrenergen Rezeptor (Kapitel 2.6). Die GroRe des
Calciumsignals nach Stimulation mit Isoproterenol ist daher proportional zu Anzahl der Zellen in jedem
Loch der Messplatte. Daher kann dieses Signal benutzt werden, um die Messsignale auf Schwankungen
der Zellzahlen zwischen den Léchern hin zu normalisieren. Um diese Variationen der Zellzahlen in der
Auswertung zu berlcksichtigen, wurden zur Berechnung der Dosiswirkungskurve nicht die
Signalamplituden des TAS2R-Rezeptors verwendet, sondern fiir jedes Loch der Messplatte wurde der
Quotient aus der Signalamplitude des TAS2R-Rezeptors und der Signalamplitude des R-adrenergen
Rezeptors, berechnet (Abb. 2.1 C und Tabelle 2.3). Durch dieses Verfahren wird fur das Signal jedes
Loches der Messplatte auf die Zellzahl normiert.

Durch die Zugabe von Flussigkeit wahrend der Messung koénnen z. B. durch mechanischen oder
osmotischen Stress in Zellen Anderungen des intrazelluldren Calciumspiegels hervorgerufen werden.
Auch einige der getesteten Bitterstoffe kdnnen in Abhangigkeit von der benutzten Konzentration den
intrazelluldren Calciumspiegel beeinflussen. Um die Experimente auf solche Effekte hin zu kontrollieren,
wurde die gleiche Konzentration der zu testenden Substanz in alle 8 Locher einer Zeile appliziert. Da die
Zellen in den Lochern A, B, C jeder Zeile keinen TAS2R-Rezeptor enthalten kann so fir jede
Substanzkonzentration kontrolliert werden, ob diese auch in Abwesenheit des TAS2R-Rezeptors Signale
erzeugt. Nur fir die Locher D, E, F, G, H einer Zeile sind TAS2R-Rezeptor abhangige Signale zu
erwarten. Zur Berechnung des Hintergrundsignals wird deshalb fiir jede Zeile der Mittelwert der drei
Kontrollen (A, B, C) gebildet. Dieser ist das Maly fir unspezifische Effekte der jeweils benutzten
Ligandenkonzentration. Fur die finf mit Rezeptor-DNA transfizierten Locher derselben Zeile (D, E, F, G,
H) wird ebenfalls ein Mittelwert gebildet. Dieses Signal ist ein Gemisch aus dem spezifischen Signal des
TAS2R-Rezeptors und dem unspezifschen Hintergrundsignal. Um das Rezeptorsignal zu erhalten, wird
dann der Mittelwert der Kontrollen (A - C) vom Mittelwert des Signals der mit TAS2R-Rezeptor
transfizierten Zellen (D - H) abgezogen. So normierte Messwerte sind die Grundlage fiir die Berechnung
der Dosiswirkungskurven. Dies erfolgte mit der Regressionsfunktion des Programms Sigma Plot anhand

der Formel f(x) = 100 / [1+(ECs¢/x)nH]; wobei x der Substanzkonzentration und nH dem Hill Koeffizient



24

entspricht. Anhand der errechneten Kurve wurde der Schwellwert und ECs—Wert ermittelt. Soweit in
dieser Arbeit Schwellwert und ECs, mit einem Messfehler angegeben werden, ist diese Angabe ein
Mittelwert aus mindestens 3 unabhangigen Experimenten.

Beispielrechnung zur Ermittlung des Basislinien und des rezeptorspezifischen Signals (Messwerte aus
Tabelle 2.3 entnommen):

Mittelwert Zeile 10 A-C = 0,0270 Basislinie bei Applikation von 30 mM Salicinkonzentration.

Mittelwert Zeile 10 D-H = 0,1532 entspricht Rezeptorsignal auf 30 mM Salicin ohne der Basislinie

um Basislinie korrigiertes Rezeptorsignal: 0,1532-0,0270 = 0,1262

Abb. 2.1 C zeigt einen typischen Versuch zur Ermittlung einer Dosiswirkungskurve im FLIPR. Die Zellen
wurden wie in Abb. 2.1A beschrieben transfiziert und die Ligandenstimulation erfolgte bei der ersten
Applikation wie in Abb. 2.1B. In Zeile 12 wurde 10 pM Cycloheximid appliziert, was den als
Positivkontrolle verwendeten Rezeptor mTAS2R5 aktiviert. In allen mit Rezeptor transfizierten Zellen
(Zeile 12 D, E, F, G, H), nicht aber in der Negativkontrolle (Zeile 12 A, B, C) sind deutliche Signale zu
sehen. Dadurch kann in Fallen, bei denen keine Signale fir die getestete Rezeptor-Liganden-Kombination
aufgezeichnet werden, technische Mangel wie z. B. ungenligende Transfektionseffiziens oder geringe
Zellvitalitdt als Ursache ausgeschlossen werden. Auch die mit dem zu untersuchenden Rezeptor
transfizierten Zellen zeigen in Abhangigkeit von der Wirkstoffkonzentrationen (Reihe 9, 10, 11; D, E, F, G,
H) deutliche Signale. Diese sind nicht in den Lochern mit den Negativkontrollen (Reihe A, B, C) sichtbar.
Nach Stimulation der Zellen mit Isoproterenol ist in allen Léchern der Messplatte eine Zellantwort zu
sehen. Allerdings fallt diese in einigen Léchern z. B. 11A und 12A geringer aus, was auf eine geringere

Zelldichte in diesen Lochern hin deutet.

Tabelle 2.3_Messwerte fiir Zeile 10 des in Abb 2.1 gezeigten FLIPR Experiments

Loch Nr. Salicin-Amplitude Isoproterenol-Amplitude Quotient Salicin / Isoproterenol

Zeile10 Zeile10 Zeile 10

A 916.8 26821 0.0341

B 713.6 27240 0.0262

Cc 508.8 24435 0.0207

D 4246 27344 0,1553

E 3493 24168 0.1445

F 4213 24307 0.1733

G 4458 31035 0.1436

H 4605 30874 0.1492
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Abb. 2.1 Schemata der Transfektion, Liganden-Applikation und resultierende MeRergebnisse

A: Typisches Transfektionsschema einer 96-Loch-Platte fiir eine Dosiswirkungskurve. B: Schema der
Liganden-Applikation. C: Typisches Versuchsergebnis. In der VergroRerung ist eine typische Signalantwort
einer mit mTAS2R5-Rezeptor transfizierten Zellpopulation in einem einzelnen Loch der Messplatte
dargestellt. Das Signal nach der ersten Applikation (erster schwarzer Pfeil) zeigt die Zellantwort, die eine
Stimulation durch den Bitterstoff Cycloheximid in den mit mTAS2RS5 transfizierten Zellen auslést. In der
zweiten Applikation (zweiter schwarzer Pfeil) werden die Zellen mit Isoproterenol stimuliert. Dies ist ein
Maf fiir die Zellzahl bzw. Zellvitalitat in jedem Loch der MeRplatte. Die roten Pfeile zeigen schematisch die
Signalamplituden, die zur Berechnung der Dosiswirkungskurven benutzt wurden.
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2.8 Immunologische Arbeiten

2.8.1 Nachweis HSV-eptitopmarkierter Rezeptoren in HEK293 Zellen

Zunachst wurden die Zellen in 24-Loch-Platten, wie in 2.4.5 beschrieben, auf mit 10 ug / ml Poly-D-Lysin
beschichteten Glasplattchen ausgesaht und nach 48 Stunden wie in 2.4.6 beschreiben, transfiziert. 24 -30
Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen 5 Min. mit 0,5 ml einer 1:1 Aceton-Methanol-Lésung bei
Raumtemperatur fixiert und 4 Min. mit 0,25 % Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Nach 3-maligem
Waschen mit jeweils 0,5 ml PBS fir je 5 Min. erfolgte eine 30 minitige Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen durch Inkubation mit 0,5 ml 5 % hitzeinaktiviertem Ziegenserum (Biochrom) in PBS. Die
Detektion des HSV-Epitops erfolgte durch Zugabe von 0,3 ml eines monoklonalen Maus-Anti-HSV-
Antikérpers (Novagen) 1:10000 in PBS + 2% hitzeinaktiviertem Ziegenserum entweder eine Stunde bei
Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4°C. Nach 3-maligem Waschen mit je 0,5 ml PBS fir je 5 Min.
erfolgte die Fluoreszenzmarkierung durch einen polyklonalen Ziegen Anti-Maus-Alexa-488-Antikorper
(Molecular Probes) 1:1000 in PBS + 2% hitzeinaktiviertem Ziegenserum fir eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach 3-maligem Waschen mit je 0,5 ml PBS fir je 5 Min. wurden die Glaschen mit
Einbettmedium (Fluorescent Mounting Medium, DAKO) versehen und nach frihestens einer Stunde

Aushartezeit im Mikroskop analysiert.

2.8.2 Colokalisation von Rezeptor und Plasmamembran durch Fluoreszenzmarkierung

Um nachzuweisen, dass die Rezeptoren in der Plasmamembran lokalisiert sind, wurden Rezeptor und
Plasmamembran mit unterschiedlichen Farbstoffen fluoreszenzmarkiert und Uberlagerungsbilder erzeugt.
Fir die erfolgreiche Durchfliihrung des Protokolls ist es wichtig, bis zur Fixierung der Zellen alle
Inkubations- und Waschritte auf Eis und mit gekuhlten Lésungen durchzufiihren. Dadurch wird verhindert,
dass sich von Membranoberflache Vesikel abschniren und ins Zellinnere wandern kdénnen. Solche
Internalisierungsprozesse kdnnen dazu flhren, dass auch Strukturen im Cytosol durch das Concanavalin
markiert werden. Die Zellen wurden zunachst 3 x mit PBS gewaschen, 10 Min. auf Eis inkubiert und dann
eine Stunde in PBS + 20 pg/ml Concanavalin A-Biotin (Sigma) auf Eis inkubiert. In dieser Zeit bindet das
zu den Lectinen gehdrende Concanavalin A an glykoysilierte Proteine auf der Zelloberflache. Nach 3-
maligem Waschen mit je 0,5 ml PBS wurden die Zellen fiir 5 Min. mit 0,5 ml 1:1 Aceton-Methanol auf Eis
fixiert und 4 Min. mit 0,25 % Triton-X-100 in PBS bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach 3-maligem
Waschen mit 0,5 ml PBS fiir je 5 Min., erfolgte eine 30-minltige Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen durch Inkubation mit 0,5 ml 5 % hitzeinaktiviertem Ziegenserum (Biochrom) in PBS. Die
Detektion von biotinyliertem Concanavalin A erfolgte durch Zugabe von 0,3 ml eines Avidin-Texas-Red
(Vektor) 1:200 in PBS + 2% zusammen mit der Detektion des HSV-Epitops des Rezeptors, wie in 2.6.1

beschrieben.
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2.8.3 Konfokale Laserscan Mikroskopie.

Die Dokumentation der Ergebnisse erfolgte mit einem Leica TCS/SP2. Der Farbstoff Alexa 488 wurde bei
488 nm mit einem Argon Krypton Laser angeregt und bei 510-560 nm detektiert. Der Farbstoff Texas Red
wurde bei 543 nm mit einem grinen Helium Neon Laser angeregt und bei 580-660 nm detektiert. Da
Texas Red auch bei 488 nm noch schwach angeregt werden kann, wurde jeder Farbstoff einzeln angeregt
und detektiert. Danach wurde zur Dokumentation des Kolokaliserungsgrades ein Uberlagerungsbild

erzeugt.

2.9 in situ Hybridisierung

2.9.1 Material

Fir die in situ Hybridisierung wurde menschliches Zungenmaterial der Wallpapillen verwendet. Das
Material stammt von Patienten mit Tumoren im Zungen- oder Mundhdéhlenbereich. Es wurde nur Material
verwendet, dass von nicht chemotherapierten Patienten stammt, da die Chemotherapie zu einer
drastischen Reduktion der Geschmacksknospen flihren kann [Nelson, 1998]. Das Material stammt
ausschlie8lich aus Nachsorgeuntersuchungen und enthalt kein entartetes Gewebe. Direkt nach der
Entnahme wurden die Gewebeproben in flissigem Stickstoff schockgefroren und dann bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert. Die Gewinnung des Materials erfolgte durch Dr. Raguse am Virchow
Klinikum Berlin.

2.9.2 Herstellung von Gewebeschnitten

Direkt vor der Verwendung wurde das Gewebe in das auf -21°C temperierte und gereinigte Microtom HM
505E (Microm) eingebracht und mit Einbettmedium (Tissue Tag, Jung) in geeigneter Orientierung auf dem
Schneideblock befestigt. Der komplette Gewebeblock wurde dann in seriellen 15 ym Schnitten verarbeitet
und auf Superfrost Plus Objektragern (Menzel) durch kurzes antauen fixiert und dann bis zur Verwendung
bei -80°C gelagert.

2.9.3 Herstellung der Sonde

Die komplette kodierende Region von hTAS2R16 wurde zunachst in das Plasmid pBlueskript KS
(Stratagen) kloniert. Dieses Plasmid wurde dann als Matrize fir eine PCR-Reaktion verwendet, in der die
mit Hilfe eines T7 und T3 Oligonukleotids die komplette kodierende Region amplifizert und dann mit dem
High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) nach Anweisung des Herstellers aufgereinigt wurde. Mit
jeweils 200 ng des aufgereinigten DNA-Fragments als Matrize wurde dann Dioxigenin markierte cRNA in
T7 (kodierender Strang = Negativkontrolle) und T3 Richtung (nicht kodierender Strang = Probe) in einer in
vitro Transkriptionsreaktion mit Hilfe des DIG RNA Labeling Kits (Roche) nach Anweisung des Herstellers
produziert und durch Agarosegelelektrophorese auf Qualitdt und Menge kontrolliert. Danach wurde die
cRNA als Sonde eingesetzt (Kapitel 2.8.4).
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2.9.4 Durchfiihrung

Um Kontaminationen mit Ribonukleasen (RNAsen) zu vermeiden wurden alle Lésungen mit DEPC-
Wasser angesetzt und nach Madglichkeit hitzesterilisierte Gefalte verwendet. Kammern und andere
Gefale, die nicht hitzesterilisierbar waren, wurden mit 3 % H,O, oder RNAse Zap (Invitrogen) behandelt.
Alle Chemikalien waren entweder RNAse-frei oder vom Reinheitsgrad "fur Molekularbiologie".
Objekttrager mit den Gewebeschnitten (Kapitel2.8.2) wurden zunéachst in einer auf 4°C geklhlten 4%
Paraformaldehyd in PBS 10 Min. fixiert. Nach zweimaligem Waschen (1 Min. in PBS) wurde durch
Behandlung mit 0,2 M HCI, 10 Min. in Wasser alle im Gewebe vorhanden alkalischen Phosphatasen
inaktiviert, und dann das Gewebe durch zweiminltige Inkubation mit 1% Triton-X-100 in PBS
permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen (1 Min. in PBS) wurden in einer Acetylierungsreaktion
unspezifische RNA Bindungsstellen abgesattigt. Dazu werden in 150 ml Wasser 2 ml Triethanolamin und
262 ul rauchende Salzsaure gelost. In dieser Losung werden die Schnitte 5 Min. vorinkubiert.
AnschlieBend werden 375 ul Essigsaureanhydrid unter leichtem Schutteln Gber einen Zeitraum von 10
Min. langsam zugegeben. Die so behandelten Objekitrdger werden dann umgedreht auf Farbebanken
positioniert, mit der Vorhybridisierunglésung (5 x SSC, 5 x Denhardt’s-Ldsung, 250 ug/ml Hefe tRNA, 500
Mg Herringssperma-DNA, 50 % Formamid, 0,1 % Tween 20) unterschichtet und in einer dicht
verschlossenen Kammer inkubiert. Die Kammer enthielt Filterpaper das mit ca. 50 ml 2 x SSC + 50 %
Formamid LOosung getrankt war, um ein Verdunsten von Vorhybridisierungs- oder Hybridisierungslésung
zu verhindern. Nach 2 Stunden bei Raumtemperatur wurde die Vorhybridierungslésung gegen
Hybridisierungslosung (Vorhybridisierungsldsung + 200 ng/ml cRNA Sonde, 10 Min. bei 85°C vorinkubiert)
ersetzt und dann Uber Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen (Hybaid) inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Objekttrager gewaschen, um nicht gebundene cRNA-Sonde zu entfernen: 2 Min., 5 x SSC,
Raumtemperatur; 5 x SSC, 65°C, 30 Min.; zweimal 0,2 x SSC, 65°C, 30 Min.

2.9.5 Detektion

Der Nachweis der Sonden erfolgte durch eine so genannte TSA-Amplifikation. Der Vorteil dieses
Verfahrens ist eine um bis zu einhundertfach hoéhere Sensitivitdt gegeniiber einer konventionellen
Detektion mit alkalischer-Phosphatase-F,,-Fragmenten (Roche). Das Prinzip der Methode beruht auf
einer mehrfachen Signalverstarkung. Der primare Anti-Biotin-Antikdrper wird zunachst mit einem
sekundaren biotinyliertem Antikorper detektiert. An diesen kénnen dann mehrere Peroxidasekomplexe
binden und l6sliches biotinyliertes Tyramid in ein sehr reaktives Zwischenprodukt umwandeln. Dieses
vernetzt sich sofort mit umliegenden Proteinen. Dadurch bildet sich um den Enzymkomplex ein Ring aus
mit aus mit biotinyliertem Tyramid vernetzten Proteinen. Danach werden die Biotingruppen mit alkalischer
Phosphatase gekoppelt und die eine Farbereaktion durchgefiihrt. Die Objekttrager wurden zunachst 1
Stunde in 1% Blocking Reagenz in B1 (Boehringer) und danach mit Maus-Anti-Digoxigenin-Antikdrper
(Boehringer) 1:1000 in Blocking Giber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS fir 1
Min. wurden die Schnitte 30 Min. in Tyramidblockierungslésung (NEN/ TSA Kit) inkubiert, erneut 2 mal mit
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PBS fir 1 Min. gewaschen und dann der primare Mausantikdper durch einen biotinylierten Anti-Maus-
Antikdrper (Vektor) 1:200 in PBS + 2 % fbtales Kalberserum + 0,1 % Triton X-100 fur 60 Min. bei
Raumtemperatur detektiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS fiir 1 Min. wurden die Schnitte mit
Meerettich-Peroxidase-Avidin (NEN/ TSA Kit) 1:100 in PBS fir 60 Min. inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS flir 5 Min. werden die Schnitte zuerst in Amplifizierungsléung (NEN/ TSA Kit) und dann
mit biotinyliertem Tyramid (NEN/ TSA Kit) 1:100 fur 15 Min. im Dunkeln inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS fur 5 Min. erfolgt eine 60 mindtige Inkubation mit alkalischer-Phosphatase-Avidin-D
(Sigma) 1:1000 in PBS. Danach werden die Schnitte dreimal mit B1 gewaschen, 5 Min. und mit B3
inkubiert. Die Farbereaktion wird durch Zugabe von BCIP/NBT Ldsung + 24 mg /ml Levamisol gestartet
und die Reaktion nach 16 Stunden gestoppt. Die so behandelten Schnitte werden durch Einbettmedium
(Flourescent Mounting Medium, DAKO) und Deckglaser geschiitzt und kénnen im Mikroskop analysiert

werden.

2.10 Ermittlung von Schwellwerten, Dosiswirkungskurven und Adaptation beim Menschen

2.10.1 Bestimmung menschlicher Geschmacksschwellwerte

Zur Bestimmung der menschlichen Schwellwerte der in dieser Arbeit untersuchten Bitterstoffe wurde der
Dreieckstest benutzt. Bei diesem Test wurde jedem trainierten Probanden, in einem Sensoriklabor bei
Raumtemperatur drei Becher mit Lésungen in willkiirlicher Reihenfolge gereicht. Zwei der Becher
enthalten Leitungswasser, einer dagegen eine geringe Konzentration des zu untersuchenden Bitterstoffs
in Leitungswasser geldst. Als Schwellwert wird die Konzentration bezeichnet, bei der es einer
Versuchsperson in 67% aller Félle gelingt, den Becher mit dem Bitterstoff zu identifizieren. Die in dieser
Arbeit angegebenen Schwellwerte sind Mittelwerte der Messergebnisse von 15 Versuchspersonen an drei

verschiedenen Tagen.

2.10.2 Bestimmung von Dosiswirkungskurven beim Menschen

Zur Bestimmung von Dosiswirkungskurven fir Bitterstoffe beim Menschen wurde ein so genannter
Ranking-Test benutzt. Bei diesem Test werden jedem trainierten Probanden vom jeweiligen Bitterstoff
mehrere Becher mit unterschiedlich konzentrierten Losungen in willkiirlicher Reihenfolge gereicht.
Zunachst musste der Proband die Becher in aufsteigender Konzentationsreihenfolge ordnen und dann die
Bitterintensitat der einzelnen Losungen auf einer 0 - 5 Skala beurteilen. Die in dieser Arbeit angegebenen
Schwellwerte sind die Mittelwerte der Messergebnisse von 10 Versuchspersonen an drei verschiedenen
Tagen. Die individuellen Schwankungen jedes Probanden zwischen den verschiedenen Versuchstagen

lagen unter +0,5 Einheiten.

2.10.3 Messung der Adaptation und Kreuzadaptation beim Menschen
Zur Bestimmung der Adaptation nahm jeder trainierten Proband nacheinander von den zu testenden

Bitterstoffen jeweils 5 ml fur 15 Sekunden in den Mund und bewertete danach dessen Bitterintensitat auf
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einer Skala von 0 - 5. Nach einer Pause von 30 Min. wurden zundchst 5 ml einer 0,0003 mM
Denatoniumbenzoat-Lésung fir 15 Sekunden in den Mund genommen und auf ihre Bitterintensitat hin
bewertet. Dann wurden 5 ml des Bitterstoffes, der auf Adaptation getestet werden sollte, in den Mund
genommen und dessen Bitterintensitat nach 15, 30, 60, 120 und 180 Sekunden bewertet. Danach wurden
jeweils 5 ml der auf Kreuzadaptation zu testenden Bitterstoffe fiir 15 Sekunden in den Mund genommen
und auf ihre Bitterintensitat hin bewertet. Zum Schluss wurden 5 ml einer 0,0003 mM Denatoniumbenzoat-
Lésung fur 15 Sekunden in den Mund genommen und erneut auf ihre Bitterintensitat hin bewertet. Nach
einer erneuten Pause von 30 Minuten wurden die auf Adaptation und Kreuzadaptation zu testenden
Bitterstoffe nochmals getestet und bewertet um die Reversibilitdt der beobachteten
Adaptationsphdnomene zu zeigen. Die in dieser Arbeit angegebenen Schwellwerte sind die Mittelwerte
der Messergebnisse von 8 Versuchspersonen an drei verschiedenen Tagen. Die individuellen

Schwankungen jedes Probanden zwischen den verschiedenen Versuchstagen lagen unter 0,5 Einheiten.

2.11 Nomenklatur

In dieser Arbeit wurde fiir alle Bitterrezeptoren die TAS2R Nomenklatur verwendet. Diese ist die offizielle
Nomenklatur der Genomprojekte von Mensch und Maus. Sie ersetzt die alte TRB Nomenklatur
[Matsunami, 2000] bzw. T2R Nomenklatur [Adler, 2000], den Entdeckern der Bitterrezeptoren. Um eine
eindeutige ldentifizierung der in der Arbeit angesprochenen TAS2R-Gene zu erleichtern, werden alle in

dieser Arbeit beschriebenen Gene zusammen mit ihren Datenbanknummern in Tabelle 2.4 aufgefiihrt.

Tabelle 2.4 TAS2R-Gene und Datenbanknummern

TAS2R Name Synonyme Datenbanknummer.
hTAS2R1 hT2R1, hTRB7 NM019599
hTAS2R3 hT2R3 NMO016943
hTAS2R4 hT2R4 NM016944
hTAS2R5 hT2R5 NM018980
hTAS2R7 hT2R7, hTRB5 NM023919
hTAS2R8 hT2R8, hTRB5 NM023918
hTAS2R9 hT2R9, hTRB6 NM23917

hTAS2R10 hT2R10, hTRB2 NM23921

hTAS2R13 hT2R13, hTRB3 NM23920

hTAS2R14 hT2R14, hTRB1 NM23922

hTAS2R16 hT2R16 NMO016945
hTAS2R38 hT2RP26 AF494321
hTAS2R39 hT2RP25 AF494230
hTAS2R40 hT2RP24 AF494229
hTAS2R41 hT2RP27 AF494232
hTAS2R42 hT2RP10, hTAS2R24 AX097739
hTAS2R43 hT2RP1 AF494237
hTAS2R44 hT2RP2 AF494228
hTAS2R45 hT2RP9 AF494226
hTAS2R46 hT2RP17 AF494227
hTAS2R47 hT2RP3 AF494233
hTAS2R48 hT2RP6 AF494234
hTAS2R49 hT2RP8 AF494236
hTAS2R50 hT2RP7 AF494235
mTAS2R2 mT2R2 AX097802
mTAS2R3 mT2R3 AX097804
mTAS2R4 mT2R4 AX097806
mTAS2R5 mT2R5 AX097808
mTAS2R6 mT2R6 AX097810
mTAS2R7 mT2R7 AX097812
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mTAS2R8 mT2R8 AX097814
mTAS2R9 mT2R9 AX097816
mTAS2R13 mT2R13 AX097824
mTAS2R14 mT2R14 AX097826
mTAS2R15 mT2R15 AX097828
mTAS216 mT2R16 AX097830
mTAS2R17 mT2R17 AX097832
mTAS2R18 mT2R18 AX097834
mTAS2R19 mT2R19 AX097836
mTAS2R20 mT2R20 AX097838
mTAS2R21 mT2R21 AX097840
mTAS2R22 mT2R22 AX097842
mTAS2R23 mT2R23 AX097844
mTAS2R24 mT2R24 AX097846
mTAS2R25 mT2R25 AX097848
mTAS2R26 mT2R26 AX097850
mTAS2R29 mT2R29 AX097855
mTAS2R30 mT2R30 AX097857
mTAS2R31 mT2R31 AX097859
rTAS2R1 rT2R1 AX097772
rTAS2R2 rT2R2 AX097774
rTAS2R3 rT2R3 AX097776
rTAS2R4 rT2R4 AX097778
rTAS2R5 rT2R5 AX097780
rTAS2R6 rT2R6 AX097782
rTAS2R7 rT2R7 AX097784
rTAS2R8 rT2R8 AX097786
rTAS2R9 rT2R9 AX097788
rTAS2R12 rT2R12 AX097794
rTAS2R13 rT2R13 AX097796




32
3. Ergebnisse

3.1. Identifizierung und chromosomale Lokalisierung der humanen TAS2R-Familie

Nach der Entdeckung der TAS2R-Rezeptoren [Adler, 2000; Matsunami, 2000] wurde deren Anzahl beim
Menschen zunachst auf 80 - 120 Mitglieder geschatzt. Es wird vermutet, dass es sich bei einem Drittel
dieser Gene um Pseudogene handelt, da deren Leserahmen vorzeitig durch Stopkodons unterbrochen
wird [Adler, 2000]. Eine in der vorliegenden Arbeit durchgefilhrte Analyse, der zu 97,8% fertig gestellten
offentlichen humanen Genomdatenbank, ergab jedoch nur eine Zahl von 39 TAS2R-Genen. Von diesen
umfassen nur 24 eine intakte kodierende Region mit sieben Transmembrandomanen. Bei den restlichen
15 Genen handelt es sich um Pseudogene, da deren Leserahmen durch Stopkodons unterbrochen wird.
15 der TAS2R-Gene und 13 Pseudogene liegen in einem Gencluster auf Chromosom 12 (Abb. 3.1). Auf
Chromosom 7 sind acht TAS2R-Gene und zwei Pseudogene lokalisiert (Abb. 3.1). Auf Chromosom 5
befindet sich nur ein einziges TAS2R-Gen (Abb. 3.1).

Chromosom 5 Chromosom 7 Chromosom 12

Abb. 3.1 Lokalisation der humanen TAS2R-Gene und Pseudogene auf den Chromosomen

5p15.31 12p13.31 - 12p13.32
hTAS2R1 < 7p22.3 hTAS2RyP22*  hTAS2RyP19*
hTAS2Ry2 hTAS2R42* hTAS2R44*
[ 7q31.32 - hTAS2RyP15*  hTAS2R48*
h'(:AS.2R16 —| hTAS2Ry18 hTAS2R49*
— ﬁ hTAS2RyP14*  hTAS2R46*
7934 - 7935 = hTAS2R45* hTAS2RyP5*
hTAS2R3 = hTAS2RyP21*  hTAS2R14
hTAS2R4 feet hTAS2RyP18*  hTAS2Ry12
hTAS2R5 = hTAS2RyP17*  hTAS2R13
—| hTAS2RyP20* .
hTAS2R40* ™ : hTAS2RyP23
¢ hTAS2R39* = hTAS2R43 hTAS2R10
e hTAS2RyP4*
hTAS2R38* - hTAS2R9
hTAS2RyP16*
hTAS2R41* N hTAS2R8
hTAS2R47 HTAS2RY
hTAS2Ry6 hTAS2R50*

Chromosomale Lokalisation der humanen TAS2R-Gene und Pseudogene (y) in der Reihenfolge ihrer Anordnung auf
den jeweiligen Chromosomen. Mit * gekennzeichnete Gene und Pseudogene wurden in dieser Arbeit neu identifiziert.

Ein weiteres Merkmal der Rezeptorfamilie ist ihre grolle Sequenzdivergenz (Tab. 3.1). So zeigen die
Mitglieder der Rezeptorfamilie nur eine durchschnittiche Aminosdureidentitdt von 34%. Die
Aminosauresequenzen von hTAS2R10 und hTAS2R16, den zwei divergentesten Mitgliedern der
Rezeptorfamilie, sind nur zu 17% identisch. Im Gegensatz dazu zeigt eine aus den Mitgliedern hTAS2R43
- 50, bestehende Rezeptorfamilie eine ungewdhnlich hohe Sequenzverwandtschaft. hTAS2R43 und
hTAS2R44, die beiden Rezeptoren mit der héchsten Sequenzverwandtschaft in dieser Subfamilie sind zu
89% identisch. TAS2R48 und hTAS2R43 sind die beiden am wenigsten homologen Rezeptoren dieser
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Subfamilie. Sie zeigen eine Aminosaureidentiat von 66%. Dagegen sind hTAS2R40 und hTAS2R39 die

beiden nachst verwandten Mitglieder, aller anderen TAS2R-Rezeptoren nur zu 56% identisch.

Die chromosomale Lage der Rezeptorgene ist auch ein Spiegel ihrer Sequenzverwandtschaft (Abb. 3.2 +

Tab. 3.1). So besitzen die Gene von Chromosom 12 untereinander eine durchsc

hnittliche

Sequenzidentitdt von 46%. Zu den Genen von Chromosom 7 zeigen sie dagegen nur eine

durchschnittliche Sequenzidentitat von 26%. Die Gene von Chromosom 7 zeigen sowohl untereinander,

als auch zu den Genen von Chromosom 12 nur eine Sequenzidentitdt von 26%. hTAS2R1, das einzige

Rezeptorgen auf Chromosom 5 zeigt ebenfalls eine durchschnittliche Sequenzidentitat von 26 % zu allen

Genen von Chromosom 12 und 7.

R TAS2R1
r
g m e m e TAS2R5
e TAS2R38
1 TAS2R16
r=, ___F
o r D e e e TAS2R41
1
I o
l': et TAS2R4
I - e TAS2R40
| L e TAS2R39
L e e e e e e e = TAS2R3
TAS2R10
“ TAS2R7
¥ TAS2R8
TAS2R9

TAS2R46

i L I

I_ ——————————— TAS2R47

TAS2R42

Abb. 3.2 Dendrogramm aller Rezeptoren der TAS2R-Familie des Menschen

TAS2R13
—

TAS2R14
TAS2R44
TAS2R45

TAS2R50

| I TAS2R48
TAS2R49

Das Dendrogramm zeigt die Verwandtschaft der Aminosauresequenzen der menschlichen TAS2R-Rezeptor Genfamilie
(ohne Pseudogene). Rezeptoren auf Chromosom 12; === Rezeptoren auf Chromosom 7; = =

Chromosom 5 ====* .

Rezeptor auf
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Tabelle 3.1 Vergleich der Sequenzidentitat von TAS2R-Rezeptoren

Rez. 1 5 |38 |16 | 1 4 (40 |39 | 3 |10 ]| 7 8 9 |13 |14 | 46 | 44 | 43 | 45 | 47 | 50 | 48 | 49 | 42

1 100 | 27 | 256 | 23 | 28 | 22 | 27 | 26 | 32 | 26 | 28 | 28 |29 | 26 | 26 | 26 | 26 | 27 (24 | 27 | 24 | 27 | 26 | 26

5 27 | 100 | 25 | 21 | 23 | 23 | 24 | 25 | 25 |27 | 28 | 24 | 28 | 29 |24 | 27 | 26 | 26 | 25 | 25 | 26 | 24 | 27 | 23

38 25 | 25 | 100 | 18 | 24 | 23 | 23 | 22 | 29 | 25 | 28 | 24 | 25 | 25 | 24 | 25 | 25 | 26 | 25 | 256 | 26 | 23 | 24 | 24

16 23121 |18 | 100 | 33 [ 19 | 24 | 23 | 23 |17 | 22 | 23 |24 |23 |20 |21 |18 | 20 | 19 | 20 | 21 | 21 | 20 | 21

4 22 123 |23 |19 |28 [100| 26 | 29 | 28 | 25 |30 | 25 | 28 |22 |22 |24 |25 |24 | 25 |23 | 26 | 23 | 25 | 23

40 27 | 24 | 23 | 24 | 26 | 26 | 100 | 56 | 26 | 24 [ 29 | 29 | 30 | 25 | 24 | 23 | 23 | 23 | 20 | 23 |22 | 22 | 24 | 23

39 26 | 25 | 22 | 23 |29 | 29 | 56 [100 | 26 |27 | 28 | 27 |29 | 26 | 25 | 24 | 24 | 24 | 24 | 24 | 23 | 23 | 23 | 26

41 28 | 23 | 24 | 33 | 100 | 28 | 26 | 29 | 31 | 24 [ 30 | 28 | 30 | 28 | 24 | 29 | 26 | 29 | 28 | 27 | 29 | 24 | 26 | 28

3 32 | 25|29 (23 |31 |28 |26 |26 [100| 37 [ 40 | 40 | 37 | 32 |30 |32 |32 |32 |31 |31 31|30 |31]33

10 26 | 27 | 25 (17 | 24 | 25 | 24 | 27 | 36 | 100 | 39 | 36 | 39 | 32 | 34 | 33 |34 |33 |32 |32 |31 |33 31|35

7 28 | 28 | 28 (22 | 30 | 30 | 29 | 28 | 40 | 39 (100 | 46 | 47 | 39 | 35 | 36 | 35 | 36 | 35 | 34 | 34 | 35 | 36 | 39

8 28 | 24 | 24 | 23 | 28 | 25 | 29 | 27 | 40 | 36 | 46 | 100 | 45 | 31 | 31 | 35 | 30 | 31 | 32|32 |33 |36 (32| 34

9 29 | 28 | 25 (24 | 30 | 28 | 30 | 29 | 37 | 39 [ 47 | 45 |100 | 36 | 30 | 37 | 37 | 35 | 34 | 35 | 34 | 36 | 36 | 34

13 26 | 29 | 25 | 23 | 28 |22 | 25 | 26 | 32 | 32 [ 39 | 31 | 36 | 100 | 47 | 43 | 42 | 42 | 41 | 42 | 42 | 41 | 40 | 32

14 26 | 24 | 24 | 20 | 24 | 22 | 24 | 25 | 30 | 34 | 35| 31 | 30 | 47 | 100 | 42 | 42 | 42 | 41 | 41 | 41 | 42 | 39 | 31

46 26 | 27 | 25 (21 | 29 |24 | 23 | 24 | 32|33 (36| 35 |37 |43 |42 |100| 8 |89 |8 |8 71|70 |70 |33

44 26 | 26 | 25 | 18 | 26 | 25 | 23 | 24 | 32 | 34 | 35 | 30 | 37 | 42 | 42 |85 |100| 89 | 85 | 80 | 69 | 68 | 66 | 32

43 27 | 26 | 26 | 20 | 29 | 24 | 23 | 24 | 32 | 33 | 36 | 3 35|42 | 42 | 89 | 89 (100 | 86 | 81 | 68 | 66 | 67 | 32

45 24 125|125 |19 |28 | 25 | 20 | 24 | 31|32 |35 | 32 | 34|41 |41 |86 |8 |86 [100| 81 | 69 | 66 | 68 | 33

47 27 | 25 |25 |20 | 27 | 23 | 23 |24 | 31|32 |34 | 32 | 35|42 |41 |8 |80 |81 |82 ]|100]| 69 |68 | 68| 31

50 24 126 | 26 |21 |29 | 26 | 22 | 23 |31 |31 |34 | 33 |34 |42 |41 |71 |69 |68 |69 |69 |10]| 65|64 |33

48 27 | 24 | 23 |21 |24 | 23 | 22 |23 |30 |33 |35 | 36 |36 |41 |42 |70 |68 |66 | 66 | 68 | 65 | 100 | 70 | 31

49 26 | 27 | 24 | 20 | 26 | 25 | 24 | 23 | 31 |31 |36 | 32 |36 |40 |39 |70 | 66 | 67 | 68 | 68 | 64 | 70 | 100 | 31

42 26 | 23 |24 |21 |28 | 23 |23 |26 |33 |35 |39 34 |34 |32|31 |33 3232|3331 ]|33]31]|31]100

Die Nummern der einzelnen TAS2R-Rezeptoren sind fett gedruckt. Die Angaben geben die prozentuale Aminosaureidentitat wieder.

Interessant ist auch ein Vergleich der 24 menschlichen TAS2R-Sequenzen mit den bisher identifizierten
Genen von Maus und Ratte (Abb. 3.3). Die TAS2R-Rezeptoren beider Spezies zeigen ebenfalls eine
geringe Sequenzverwandtschaft. So sind mMTAS2R26 und hTAS2R41, die zwischen den beiden Spezies
die hoéchste Sequenzverwandtschaft aufweisen, nur zu 69% identisch. Die zwischen Maus und Mensch
divergentesten Rezeptoren hTAS2R1 und mTAS2R22 weisen nur eine Identitat von 23% auf. Meist sind
die Rezeptoren so divergent, dass sie bei der jeweils anderen Spezies keinem einzelnen Rezeptor
sondern nur noch einer Gruppe von Rezeptoren zugeordnet werden kénnen. So zeigt z. B. die ganze
Gruppe der menschlichen Rezeptoren hTAS2R43 - 50 Sequenzhomologie zum Maus-Rezeptor
mTAS2R20, wahrend die Gruppe der Maus-Rezeptoren mTAS2R4 — 7 mit dem menschlichen Rezeptor
hTAS2R10 entfernt sequenzverwandt ist (Abb. 3.3). Im Gegensatz dazu sind alle bisher bekannten
TAS2R-Rezeptorgene der Ratte zu 80 - 90% mit entsprechenden Rezeptoren der Maus verwandt (Abb.
3.3). Jedem Rezeptor der Ratte kann ein eindeutig sequenzverwandter Rezeptor der Maus zugeordnet
werden. Die hohe Divergenz der Rezeptoren von Maus und Mensch lasst vermuten, dass diese
Rezeptoren unterschiedliche funktionelle Eigenschaften besitzen. Um diese Hypothese zu untersuchen.

wurden die Rezeptoren funktionell exprimiert.
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Abb. 3.3 Dendrogramm der bekannten Mensch-, Maus- und Ratten-TAS2R-Rezeptoren
Beim Vergleich der Aminosduresequenzen von Mensch-

und Maus-Rezeptoren zeigt

sich einen geringer

Konservierungsgrad. Zwischen Ratte und Maus ist der Konservierungsgrad dagegen relativ hoch. Schwarze Linien:
menschliche Rezeptoren, gestrichelte Linien: Maus-Rezeptoren, gepunktete Linien Ratten-Rezeptoren.
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3.2 Funktionellen Expression von TAS2R-Rezeptoren

3.2.1 Entwicklung eines Epitops fiir den verbesserten Membranexport

Ein groRRes Problem der heterologen Expression von Geruchs- und Geschmacksrezeptoren ist es, einen
ausreichenden Transport der Rezeptoren an die Zelloberflache zu erreichen. Durch Fusion der
Rezeptoren mit dem N-Terminus des Rhodopsin- oder Serotoninrezeptors kann eine Verbesserung des
Transports zur Plasmamembran erreicht werden [Chandrashekar, 2000; Krautwurst, 1998; Wellerdieck,
1997]. Auch bei der ersten erfolgreichen funktionellen Expression der TAS2R-Rezeptoren wurde ein
Epitop auf Basis des Rhodopsin-Rezeptors (RHO-Epitop) verwendet [Chandrashekar, 2000].

Deshalb wurden auch in dieser Arbeit die TAS2R-Rezeptoren mit einem N-terminalen Epitop fusioniert. Es
handelt sich um die ersten 45 Aminosauren des Somatostatin-Rezeptors 3 (SST-Epitop). Dieses Epitop
scheint zur Verbesserung der Membrantransports besonders geeignet, da vorherige Arbeiten zeigten,
dass die ersten 45 N-terminalen Aminosauren des Somatostatin-Rezeptors 3 fir dessen gute Lokalisation
an der Plasmamembran verantwortlich sind [Ammon, 2002]. Zusatzlich sind die TAS2R-Rezeptoren mit
dem Herpes Simplex Virus Glycoprotein D Epitop (HSV-Epitop) fusioniert, um sie immunologisch in den
Zellen nachweisen zu kénnen (Abb. 3.4). Diese Markierung des Rezeptors wurde C-terminal
vorgenommen, da vermutet wurde, dass ein N-terminales Anfiigen des HSV Epitops den Transport des
Rezeptors in die Cytoplasmamembran stéren kénnte. Damit der Antikdrper zum HSV-Epitop vordringen
kann, missen die Zellen permeabilisiert werden. Dadurch werden jedoch nicht nur
plasmamembranstandige Rezeptoren, sondern auch alle noch im Zellinneren verbliebenen Rezeptoren
detektiert. Um eine sichere Aussage Uber die Membranstandigkeit des Rezeptors machen zu kénnen,
wurden Kolokalisierungsexperimenten durchgefihrt. Dazu wird zunachst die Cytoplasmamembran der
noch nicht permeabilisieten Zellen detektiert. Dann werden die Zellen permeabilisiert, das
Rezeptorprotein  mit einem epitopspezifischen primaren Antikbrper detektiert und dann
fluoreszenzmarkiert. Der Nachweis des Rezeptors in der Plasmamembran erfolgt im Konfokalen
Mikroskop durch Erstellung eines Uberlagerungsbildes. Ist der Rezeptor membranstandig, so kommt es
im Uberlagerungsbild zu einer Mischung des Rezeptorsignals (griin) mit dem Membransignal (rot). Im
Falle einer Koloklalisierung von Membran und Rezeptor erhalt man ein gelbes Uberlagerungssignal.

Um den Einfluss des N-terminalen Epitops auf den Membrantransport zu studieren, wurde ein Rezeptor
MTAS2R5 als Modell ausgewahlt, da fiir diesen Rezeptor unter Verwendung eines N-terminalen
Rhodopsin-Epitop die Lokalisation in der Plasmamembran schon nachgewiesen worden war
[Chandrashekar, 2000]. Die Ergebnisse der immuncytochemischen Untersuchungen zeigen klar, dass fir
MmTAS2RS5 ohne N-terminalen Epitop keine Membranstandigkeit nachweisbar ist (Abb. 3.5). Der Rezeptor
wird zwar gebildet, scheint aber im Zellinneren zu verbleiben. Dagegen ist sowohl bei Fusion des
Rezeptors mit einem N-terminalen RHO- als auch mit einem SST-Epitop ein Teil des Rezeptors in der
Cytoplasmamembran deutlich nachweisbar (Abb. 3.5). Daher ist zumindest fir mTAS2R5 das Anfligen
eines N-terminalen Exportepitops eine wichtige Voraussetzung, um groRere Mengen des Rezeptors an

die Zelloberflache zu transportieren.
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Eine Quantifizierung des der Oberflachenexpression des Rezeptors anhand der Fluoreszenzintensitat ist
in Kolokalisierungsexperimenten ist kaum moglich, da die experimentell bedingte Abweichungen sehr
grol3 sein kénnen. Ursachen sind Variationen der Transfektions- oder der Immunfluoreszenz sowie
Variationen der Aufnahmeintensitat zwischen verschiedenen Experimenten. Daher ist ein Vergleich des

Membrantransport-Wirkungsgrades von SST- bzw. RHO-Epitop fusioniertem mTAS2R5 nicht mdglich.

ATG TAA

Abb. 3.4 Schematische Darstellung der Plasmid Expressionskassette und des entstehenden Fusionsproteins
CMV: CMV Promotor zur Genexpression in Saugetierzellen; Kozak: Kozak-Sequenz zur optimalen Genexpression;
ATG: Startcodon; SST: Epitop aus den ersten 45 Aminosduren des Somatostatin-Rezeptors Subtyp 3 zur
Vereinfachung der Membranintegration der Rezeptoren; TAS2R-Rezeptor: komplette kodierende Region der TAS2-
Rezeptoren ohne Stopkodon; HSV: Herpes Simplex Virus Glycoprotein D Epitop als Epitop fiir den immunologischen
Nachweis des Fusionsproteins; TAA:Stopkodon.
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Abb. 3.5 Nachweis der Rezeptorexpression und Untersuchung der Kolokalisierung von Rezeptor und

Cytoplasmamembran am Beispiel von mTAS2R5 ohne Epitop und mit Rhodopsin (RHO)- bzw. Somatostatin
(SST)-Epitop
Schematische Darstellung der zur Expression benutzten Rezeptorkonstrukte: CMV: CMV Promotor; Kozak: Kozak-
Sequenz; ATG: Startkodon; SST: SST-Epitop; RHO: RHO-Epitop; HSV: HSV-Epitop; TAA: Stopkodon.
Konfokale Aufnahmen von mTAS2R5 mit und ohne N-terminales Transport-Epitop 24 Stunden nach der transienten
Transfektion in HEK293 Zellen. WeilRer Balken 10 pM. Membran (rot): Cytoplasmamembran nach Concanavalin A-
Biotin / Avidin-D-Texas-Red Detektion; Rezeptor (griin): mTAS2R5 nach Maus-Anti-HSV / Anti-Maus-Alexa-488
Detektion; Uberlagerungsbild: Uberlagerungsaufnahme von Membran und Rezeptor. Eine Gelbfiarbung zeigt die
Kolokalisierung von Membran und Rezeptor.
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3.2.2 Funktionelle Expression von mTAS2R5

Fir einige TAS2R-Rezeptoren war es zuvor durch Calcium-Imaging schon gelungen, eine Aktivierung
durch Bitterstoffe in HEK293 Zellen zu detektieren [Chandrashekar, 2000]. Daher wurden die Rezeptoren,
auch in dieser Arbeit, in HEK293 Zellen exprimiert und dann versucht ihre Aktivierung nach
Ligandenstimulation durch Calcium-Imaging nachzuweisen.

Die Detektion der Rezeptoraktivierung im Calcium-Imaging-System erfolgt, indem die Rezeptoren tber
das G-Protein die Phospholipase C (PLC) aktivieren (Abb. 3.6). Dies flihrt zur Produktion von
Inositoltrisphosphat (IPs). Durch den erhéhten intrazellularen IP; Spiegel werden Ca®*-Kanale in Ca®'-
Speichern des Endoplasmatischen Reticulums gedffnet. Der dadurch verursachte Anstieg des
cytoplasmatischen Ca2+-SpiegeIs kann durch Ca®*"-bindende Fluoreszenzfarbstoffe detektiert werden. Ein
Nachteil dieser Methode ist es, dass nur die Aktivierung von Rezeptoren nachgewiesen werden kann, die
IP3 als ,Botenstoff* verwenden. Um diese Limitation zu umgehen, wurden die Rezeptoren in Zellen
transfiziert, die die G-Protein Alpha Untereinheit G15 (G,15) stabil exprimieren. G5 ist daflir bekannt, mit
vielen Rezeptoren zu interagieren, die normalerweise G-Proteine vom G oder G, Typ aktivieren und gilt
daher als ein "universales" G-Protein [Offermanns, 2001, Offermanns, 1995]. Die Aktivierung von G,ss
fuhrt Gber die PLC zur Produktion von IP;.

IP;

Signal

Fluo 4-AM :>
-Ca’*Komplex

Fluoreszenzintensitat

>

Zeit

Abb. 3.6 Schematische Darstellung des Detektionssystems
SST: Epitop aus den ersten 45 Aminosduren des Somatostatinrezeptors Subtyp 3 HSV: Herpes Simplex
Virus Glycoprotein D Epitop; G.15: G-Protein Alpha Untereinheit G,i5; PLC: Phospholipase C; IPs:
Inositoltrisphosphat. Fluo-4-AM: benutzter Fluoreszenzfarbstoff.



40

Auch zur Etablierung des Melisystems wurde der Rezeptor mTAS2R5 ausgewahlt. Fir diesen Rezeptor
wurde schon gezeigt, dass er in HEK293/G15 Zellen exprimiert werden kann. AuRerdem ist bekannt, dass
Cycloheximid diesen Rezeptor aktiviert [Chandrashekar, 2000].

Die Analyse der Daten des humanen Genomprojektes hat eine von 24 TAS2R-Rezeptoren ergeben. Da
tausende verschiedener Bitterstoffe existieren ergibt sich eine sehr hohe Kombination moglicher
Rezeptor/Bitterstoff Paare. Deshalb schien es ratsam, ein Verfahren zu etablieren, dass einen hohen
Messdurchsatz erlaubt. Ein solches Messsystem ist Calcium-Imaging auf Basis eines Fluoreszenzplatten-
Lese-Gerates (Fluorescence Imaging Plate Reader, FLIPR). Mit diesem Gerat kénnen in einer Messplatte
bis zu 96 verschieden Rezeptor-Liganden-Kombinationen in einem einzigen Experiment von ca. 15
Minuten Dauer getestet werden. Ein weiterer Vorteil dieses Systems ist es, dass die Signale einer ganzen
Zellpopulation gemessen werden. Dadurch werden Variationen der Signalstarke auf Einzelzellebene
ausgeglichen, die Analyse vereinfacht, und statistisch besser gesicherte Messwerte erzeugt.

Mit Hilfe einer HEK293 Zellinie, die die G-Protein Untereinheit G5 stabil exprimiert, konnten im FLIPR
nach Stimulation mit Cycloheximid Signale aufgezeichnet werden. Das Signal ist dosisabhangig und
sattigbar (Abb. 3.7). Es wurde nur in mTAS2R5 transfizierten Zellen beobachtet. Die Kontrollen ohne
transfizierten Rezeptor zeigten bei keiner Konzentration ein Signal. Anhand der Messdaten konnte eine
erste Dosiswirkungskurve fir die mTAS2R5 berechnet werden (Abb. 3.7). Die ermittelten halbmaximale
Aktivierung des Rezeptors (ECsg) von 0,4 uM entspricht dabei sehr gut dem schon publizierten ECso-Wert
von ca. 0,3 uM fiir diesen Rezeptor [Chandrashekar, 2000].
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Abb. 3.7 Dosis-Wirkungskurve von mTAS2R5 bei Stimulation mit verschiedenen Cycloheximidkonzentrationen

A: FLIPR Spuren von mit mTAS2R5-DNA transfizierten HEK293-G,1s Zellen nach Applikation unterschiedlichen
Cycloheximidkonzentrationen. Die einzelnen Kurven sind Mittelwerte von je 4 Messlochern, in denen dieselben
Cycloheximidkonzentration getestet wurde. B: Aus den Messdaten errechnete Dosis-Wirkungskurve. Bei der Analyse der
Messdaten wurden Schwankungen der Zellzahlen durch Normalisierung auf das Isoproterenolsignal (Kapitel 2.7) berlcksichtigt.
Die Angaben beziehen sich prozentual auf das in diesem Versuch gemessene Maximalsignal und sind um die Basislinie
korrigiert.



41

3.2.3 Vergleich des Rezeptor mTAS2R5 mit verschieden N-terminalen Epitops

Veranderungen der Rezeptorstruktur kénnen zu einer Veranderung der Rezeptorakivitat fihren. So
kénnte das Anfiigen eines N-terminalen Membrantransport-Epitops die Ligandenbindung beeinflussen.
Deshalb ist es wichtig, zu untersuchen, ob das N-terminale Epitop einen Einfluss auf die Signalantwort
besitzt. Um dieser Frage nachzugehen, wurden mTAS2R5-Varianten mit verschieden N-Termini
funktionell untersucht. Sowohl der Rezeptor mit SST-Epitop, als auch der Rezeptor mit RHO-Epitop
reagieren im gleichen Konzentrationsspektrum auf Cycloheximid (Abb.3.8A). Die benutzten Epitope sind
in ihrer Lange, als auch in ihrer Aminosduresequenz sehr unterschiedlich (Sequenz RHO-Epitop:
MNGTEGPNFYVPFSNKTGVV; Sequenz SST-Epitop: MAAVTYPSSVPTTLDPGNASSAWPLDTSLGNAS
AGTSLAGLAVSG). Auch die errechneten Dosiswirkungskurven beider Rezeptorvarianten sind sehr
ahnlich (Abb. 3.8B). Der ECso-Wert fir mTAS2R5 mit SST-Epitop ist 0,1 + 0,08 uM. Der ECso-Wert von
MmTAS2R5 mit RHO-Epitop ist 0,2 + 0,1 pM. Der einzige Unterschied zwischen den Rezeptorvarianten
liegt in der Grofle der Signalamplituden. Fir den Rezeptor mit SST-Epitop ist sie um ca. 30% grofier
(3.8A).

Auch bei Expression des Rezeptors, ohne N-terminales Epitop, sind kleine Signale zu detektieren (Abb.
3.8A). Im Vergleich zu Rezeptoren mit einem N-terminalen Transport-Epitop zeigen sie nur eine
Signalamplitude 3 - 5 % (Abb. 3.8A). Da die Signale des Rezeptors ohne N-terminales Epitop selbst bei
maximaler Stimulation nahe des Detektionslimits liegen, kann eine schwache Aktivierung des Rezeptors
bei geringen Ligandenkonzentrationen nicht gemessen werden. Deshalb ist fir mTAS2R5 ohne N-
terminales Epitop die Berechnung einer Dosiswirkungskurve nicht moglich. Soweit beobachtbar spricht
der Rezeptor auf die gleichen Cycloheximidkonzentrationen an, wie die modifizierten Rezeptoren und
erreicht auch bei den gleichen Konzentrationen sein Maximalsignal.

Um Schwankungen der Transfektionseffizienz als Ursache flir beobachtete Unterschiede in den
Signalamplituden auszuschlieBen, wurden parallel zur Transfektion der Zellen in den FLIPR Platten,
weitere Zellen transfiziert. Diese erhielten ein 1:1 Gemisch aus Rezeptor kodierendem Plasmid und
einem Plasmid, das fir Enhanced Green Fluorescence Protein (EGFP) kodiert. 24 Stunden nach der
Transfektion wurde die Gesamtzahl der Zellen sowie der Anteil an EGFP positiven Zellen bestimmt. Die,
als Quotient beider Werte, ermittelte Transfektionseffizienz fiir die verschiedenen Rezeptorplasmide lag
bei 25 - 40% (Tabelle 3.2). Zur Bestimmung der Expressionseffizienz wurde in einem weiteren Ansatz die
Zahl der mTAS2R5 exprimirenden Zellen immunologisch ermittelt Je nach Konstrukt lag die Expression
bei 0,8 - 1,2% (Tabelle 3.2). Die bei Transfektions- und Expressionsraten beobachteten Schwankungen
betrug bis zu 45%. Die maximal mdglichen Schwankungen der Transfektionseffizienz ist grof3 genug, um
den Unterschied in der Signalstarke von mTAS2R5 mit RHO- und SST-Epitop erklaren zu kénnen. Da die
Effektivitdt des SST-Epitops gegenuber der des RHO-Epitops keinesfalls als schlechter ist, wurde das

SST-Epitop in allen weiteren Arbeiten als verwendet.
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Abb. 3.8 Signale und Dosiswirkungskurven von mTAS2R5 mit verschiedenen N-terminalen Epitopen
A: Signale der mit verschiedenen mTAS2R5 Varianten transfizierten HEK293-G,15 Zellen nach Applikation von 10 yM
Cycloheximid. SST-Epitop: mTAS2R5 mit N-terminalem SST-Epitop; RHO-Epitop: mTAS2R5 mit N-terminalem RHO-
Epitop. Einschub: vergréRerte Darstellung des Signals von mTAS2R5 ohne N-terminales Epitop und der nur mit
Kontrollplasmid transfizierten Negativkontrolle. B: Dosiswirkungskurven von mTAS2R5 mit N-terminalem SST-Epitop und
mTAS2R5 mit N-terminalem RHO-Epitop. Die Messwerte beziehen sich auf das gemessene Maximalsignal. Sie sind um
die Basislinie korrigiert und auf das Signal des R-adrenergen Rezeptors nach Stimulation mit Isoproterenol normalisiert.

Tabelle 3.2 Transfektions- und Expressionseffizienz der mTAS2R5 Varianten
. Zellen EGFP !EG.FP Zellen mTAS2R5 mTA§2R5
Plasmid esamt Expression exprimierende esamt Expression exprimierende
9 P Zellen [%] 9 P Zellen [%]
Kontrolle 770 £ 76 213436 28 689 + 41 S
MTASZRS 696 + 37 197 £ 15 28 744 + 108 9+1 1,2
mTAS2RS 715+ 71 291+ 33 40 860 + 85 9+4 1,0
> 870 + 57 204 +43 25 870 + 57 7:4 0.8

3.3 Identifizierung eines neuen Rezeptor-Liganden Paares

Parallel zum Aufbau des Messsystems (Kapitel 3.2) wurden alle 24 menschlichen TAS2R-Rezeptoren
(hTAS2R1, 2, 5, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 16, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 19, 50), sowie 3
Rezeptoren der Maus (mTAS2R5, 8, 19) und 9 Rezeptoren der Ratte (rTAS2R1, 2, 3,4, 5,7, 8, 9, 12)
kloniert. Nachdem mTAS2R5 im FLIPR sicher nachgewiesen werden konnte, wurden schon klonierte
Rezeptoren mit einer Reihe von Bitterstoffen getesteten, um neue Rezeptor Liganden Paare zu
identifizieren. Bei der Auswahl, der verwendeten Bitterstoffe (Tabelle 3.3), wurde besonders auf eine
unterschiedliche chemischen Struktur wert gelegt, um ein mdglichst breites Spektrum an Bitterstoffe zu
testen. Die Testsubstanzen wurden mindestens 10-fach hoher, als ihre im Menschen ermittelte
Wahrnehmungsschwelle, eingesetzt. Es wurden Bitterstoffe bevorzugt, die vom Menschen schon in

niedrigen Konzentrationen wahrgenommen werden. Diese Strategie ermdglichte es, mit geringen

Substanzkonzentrationen  arbeiten zu  kdnnen. Dadurch  kdnnen einige bei  hohen
Substanzkonzentrationen auftretende technische Probleme vermieden werden. So sind viele Bitterstoffe
aufgrund ihrer  Hydrophobizitdt in  hohen Konzentrationen nur schwer I6slich. Hohe

Substanzkonzentrationen andern auch die Osmolaritat der Messlésung, was zu osmotischem Stress fir
die Zellen fihrt. Fir viele Bitterstoffe wurde insbesondere in hohen Konzentrationen auch in Zellen, ohne

transfizierten TAS2R-Rezeptor, Anderungen der intrazelluldren Calcium-Konzentration beobachtet.
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Die Tests ergaben, dass hTAS2R16 transfizierte HEK293 Zellen auf Stimulation durch D-(-)-Salcin mit

einer transienten Erhéhung des intrazellularen Calcium-Spiegels reagieren (Abb.3.9.A + B). Eine genaue

Charakterisierung zeigte, dass es sich um ein dosisabhangiges Signal handelt (Abb. 3.9B). Die zur

Aktivierung des Rezeptors notwendige Minimale Salicinkonzentration liegt bei ca. 0,1 mM. Das Signal ist

sattigbar und erreicht seine Maximalamplitude bei einer Konzentrationen von ca. 10 mM. (Abb. 3.9B). Das

Signal ist in seinem transienten Verlauf sehr &hnlich zum Signal des Rezeptors mTAS2R5. Es ist
spezifisch fur TAS2R16. Weder Zellen ohne TAS2R-Rezeptor, noch Zellen, die mit anderen TAS2R-
Rezeptoren transfiziert waren zeigen eine Antwort auf Salicin-Stimulation (Abb. 3.9A + C). Anhand der

Dosiswirkungskurve wurde ein ECso-Wert von 1,4 mM ermittelt (Abb. 3.9D).

Tabelle 3.3 Zur Suche nach neuen Liganden Rezeptor Paaren ausgewihlte Bitterstoffe
Testkonzentration humaner Schwellwert
Name Struktur
[mM] [mM]
CH,
| H
. N q
Atropin 0 —C —CHCH,0H
i 0,007 0,0007
o
Cc
Kolchizin 0,3 0,03
Chininsulfat 0,04 0,004
Denatoniumbenzoat
o CH,CH; 0,1 0,00001
NH—C —CH,NCH, @
(IZHQCHS
CH,
OH
OH
Epicatechin HO o .
@j 10 0,1
""0H
OH
Nicotin = N
| | 2 0,02
N CH,
CH;
. HN N
Theobromin |
OJ\"Q A 3 03
CH,
HOCH, HOCH,
0
Salicin
Ho © 10 0,2
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Abb. 3.9 Signale und Dosiswirkungskurve von hTAS2R16 exprimierenden Zellen nach Stimulation mit D-(-)-Salicin

A.: 96-Loch-Platte mit HEK293-Gq15 Zellen, in die alle 24 hTAS2Rs in jeweils 4 neben einander liegende Ldcher der Messplatte
transfiziert wurden. Auf die ganze Platte wurde zundchst 10 mM Salicin und dann 10 uM Isoproterenol appliziert. Nur in Reihe 8 A,
B, C, D in die hTAS2R16-DNA transfiziert wurde, sind Signale nach Stimulation mit Salicin zu sehen. In allen Lochern der Platte ist
dagegen ein Signal auf die Positivkontrolle Isoproterenol zu sehen. B: -Messsignale, der hTAS2R16 exprimierenden HEK293-G,+5
Zellen nach Applikation verschiedener Konzentrationen von D-(-)-Salicin (0 mM, 0,05 mM, 0,1 mM, 0,3 mM, 0,6 mM 1 mM, 2 mM, 3
mM, 4 mM). Die einzelnen Kurven sind Mittelwerte von je 5 Messlocher, in denen dieselben Salicinkonzentration getestet wurde C:
Messsignale von mit Plasmid ohne Rezeporgen transfizierten HEK293-G,15 Zellen nach Applikation derselben Konzentrationen von
D-(-)-Salicin, als Negativkontrolle. Die einzelnen Kurven sind Mittelwerte von je 3 Messlocher, in denen dieselben
Salicinkonzentration getestet wurde D: Dosiswirkungskurve von hTAS2R16 nach Abzug der Basislinie und Normalisierung auf das
Isoproterenolsignal. Der errechnete ECs liegt bei 1,4 mM und der Schwellwert bei 0.07 mM. E: Strukturformel von D-(-)-Salicin
bestehend aus |: Glucosegruppe, II: 2-Acetoxbenzol-Substitution an C1 in R Stellung. Die Zahlen 1-6 geben die Position der C-
Atome im Glucosemolekdl an.
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3.4 Analyse der Ligandenspezifitit von hTAS2R16

Sollte die TAS2R-Familie die einzige Familie von Bitterrezeptoren sein, so ware aufgrund dieser
Beobachtung zu erwarten, dass ein Rezeptor durch viele Substanzen aktiviert werden muss. Dem
entgegen steht jedoch die Beobachtung, dass die bisher funktionell exprimierten Rezeptoren, obwohl sie
mit Dutzenden von Bitterstoffen getestet wurden, jeweils sehr spezifisch nur durch einen einzigen
Agonisten aktiviert wurden [Chandrashekar, 2000]. Sollte dieses Verhalten typisch fir die TAS2R-
Rezeptoren sein, so ware die Familie der TAS2R-Rezeptoren bei weitem zu klein, um alle bekannten
Bitterstoffe detektieren zu kénnen. Deshalb ist die Frage, wie viele Bitterstoffe einen humanen TAS2R-
Rezeptor aktivieren kénnen, sehr wichtig.

Die chemische Struktur des Salicins ist bekannt. Salicin besteht aus einem Glucosering, der (ber eine 13-
glykosidische Bindung an C1 mit einem Phenolderivat verbunden ist (Abb. 3.9E). Anhand der
Strukturformel ist es méglich, chemisch verwandte Substanzen auszuwahlen. Diese wurden im FLIPR mit
hTAS2R16 exprimierenden HEK293-G,5 Zellen getestet, um herauszufinden, ob weitere Substanzen den
Rezeptor aktivieren. Tatsachlich konnten durch Messung von Strukturderivaten des Salicins noch 12
andere hTAS2R16-Agonisten identifiziert werden (Tab. 3.4A, B). Dies zeigt, dass zumindest hTAS2R16
durch ein breites Spektrum strukturverwandter Substanzen aktiviert werden kann. Alle bisher bekannten
hTAS2R16 Agonisten besitzen ein Pyranose-Grundgerist, das an C1 substituiert ist. Die ECso-Werte
sowie die Aktivierungsschwellen der Substanzen zeigen erhebliche Unterschiede (Tab. 3.4). So besitzen
gute Agonist wie Salicin, Phenyl-3-D-Glycosid und Naphtyl-R-D-Glycosid einen ECso-Wert von ~1 mM.
Ein schlechter Agonist wie Amygdalin besitzt dagegen einen ECs-Wert von 20 mM. Die Hohe der ECx,-
Werte ist dabei mit der Hydrophobizitat der Substitution an C1 korreliert. Anderen strukturverwandte
Molekile wie R-D-Glucose, Phenyl-3-D-Galaktosid und Phenyl-a-D-Glucosid sind keine hTAS2R16
Agonisten (Tab. 3.4C), Auch die fir die Suche nach neuen Rezeptor Liganden Kombinationen
verwendeten Bitterstoffe aktivieren den Rezeptor nicht (Tabelle 3.3). Deshalb missen TAS2R16
Agonisten einige gemeinsame Schllsseleigenschaften besitzen, die notwendig sind um den Rezeptor zu

aktivieren.

Tab 3.4 Charakterisierung der hTAS2R16 Ligandenstruktur

Schwellwert ECso
Name Strukturformel [mM] [mM]
A: Liganden mit Variationen der C1 Substitution
HQCH,
o
Naphtyl-8-D-Glucosid Ho.{_).o_o:) 0,4+0,1 1,0+0,1
HO OH
HOCH,
)
Phenyl -8-D-Glucosid HO™ O_O 0,07 £ 0,02 1,1£0,1
HO OH
HQGH,  HOCH,
o
salicin HO® OO 0,07 £0,02 1,4£0,2
HO OH




46

HOCH, HCO
. /o)
Helicin HO® 0@ 0,3£0,1 23204
HO OH
HQOCH,
. o
Arbutin HO® OOOH 0,5+0,2 58£0,9
HO OH
HQCH, NO,
o}
2-Nitrophenyl-8-D-Glucosid OH» (o) 0,3-1 k. D.
HO OH
HOCH,
o
4-Nitrophenyl-8-D-Glucosid OH» OONOZ 1-3 k. D.
HO OH
HOCH,
Methyl-8-D-Glucosid HO« ° OCH, 15+ 6 k. D.
HO OH
HOCH,
O
Esculin H0|-{_>—0 4+2 k. D.
HO OH Hmo
B: Agonisten mit Variationen anderer Positionen
HQCH,
o
4-Nitrophenyl-R-D-Thioglucosid oH, SGN% 1-5 k. D.
HO OH
HQCH,
o}
4-Nitrophenyl-R-D-Mannosid OH» O—<§>=NO2 1-3 k. D.
HO ©OH
HQCH
02
HO® Occy;
Amygdalin < 2 2,3+0,9 20+ 3,4
ve HO OH o o
' 7/
/N
HO OH
C: kein Agonist
HQCH,
Phenyl-R-D-Galaktosid Hood © 0@ k. A. k. A.
HO oH
HQCH,
o)
Phenyl-a-D-Glucosid HO® "'O‘O k. A. k. A.
HO OH
HQCH,
o}
R-D-Glucose HO OH k. A. k. A.
HO OH

A: Alle bisher identifizierten TAS2R16 Agonisten, die eine Variation der Substitution an C1 aufweisen. B: TAS2R16 Agonisten mit
einer Variation an anderen Positionen. C: Zu TAS2R16-Agonisten strukturverwandte Substanzen, die den Rezeptor nicht aktivieren.
Schwellwert: niedrigste Konzentration in der im FLIPR eine Aktivierung von hTAS2R16 transfizierten Zellen beobachtet wurde
(Mittelwert aus mindestens 3 unabhangigen Experimenten). Wichtige Unterschiede zwischen den chemischen Strukturen wurden rot
hervorgehoben. k. D.: keine Daten wegen Messproblemen, wie z. B. osmotischen Stress, Toxizitat, Unldslichkeit der Substanzen in
hohen Konzentrationen oder endogenen Zellantworten auch in Abwesenheit des Rezeptors. k. A.: kein Agonist bis zur Konzentration
von 150 mM. Hohere Konzentrationen wurden nicht mehr getestet, da bei diesen Konzentrationen eine starken Reduktion der
zellularen Antwort (vermutlich durch osmotischen Stress) beobachtet wurde.
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3.5 Vergleich der im FLIPR und beim Menschen ermittelten Schwell- und ECso-Werte

Nach der Identifizierung eines menschlichen Rezeptors und seiner Liganden in einem in vitro System
(Kapitel 3.4) stellt sich die Frage, ob diese Ergebnisse auf menschliche Sinneswahrnehmungen
Ubertragbar sind. Schmecken die anhand der chemischen Struktur ausgewahlten Substanzen, die im
FLIPR den Rezeptor aktivieren, flir Menschen Uberhaupt bitter? Wenn ja, in wieweit sind dann die
Konzentrationen, die hTAS2R16 aktivieren mit denen vergleichbar, in denen Menschen diese Substanzen
als bitter empfinden?

Um diese Fragen zu klaren, wurden psychophysikalische Experimente am Menschen durchgefiihrt. So
wurde durch Verdinnungsreihen die Bestimmung der menschlichen Wahrnehmungsschwellwerte fir die
von uns identifizierten TAS2R16 Agonisten bestimmt. Zusatzlich wurden fiir die Substanzen soweit
moglich auch Dosiswirkungskurve und ECso-Werte fiir die Bitterintensitat der Substanzen beim Menschen
ermittelt. (Kapitel 2.10.1). Fur die Bitterstoffe Phenyl-R-D-Glucosid, Salicin, Arbutin und Helicin wurde
auch der Verlauf der gesamten Dosiswirkungskurven zwischen den menschlichen und im FLIPR
erhaltenen Daten verglichen (Abb. 3.10).

Alle in Humanversuchen getesteten Substanzen, die im FLIPR als TAS2R16 Agonisten identifiziert
wurden, schmecken fir Menschen bitter. Fir alle Substanzen ergibt der Vergleich der Schwell- und ECsg-
Werte des Menschen mit den im FLIPR gemessenen Werten eine sehr gute Korrelation (Tabelle 3.6). So
liegt zum Beispiel der Schwellwert fir Salicin im FLIPR bei 0,07 £ 0,02 mM und im humanen Experiment
bei 0,2 £ 0,1 mM. Der ECso-Wert im FLIPR betragt 1,4 £ 0,2 mM und der entsprechende menschliche
ECso-Wert betragt 1,1 £ 0,3 mM. Fir Salicin, Helicin und Arbutin sind die im Mensch und im FLIPR
ermittelten Dosiswirkungskurven nahezu identisch (Abb. 3.10). Nur den Bitterstoff Phenyl-3-D-Glucosid
kénnen Menschen scheinbar etwas besser wahrnehmen, als anhand der FLIPR Messdaten zu erwarten
ist. Die Abweichungen sind aber auch hier sehr gering und liegen fast im Bereich des Messfehlers. So
liegt der ECsp-Wert fir Phenyl-3-D-Glucosid beim Menschen bei 0,7 £ 0,2 mM und der im FLIPR

gemessene ECsp-Wert bei 1,1 + 0,1 mM.
Tab 3.6 Vergleich der im FLIPR und beim Menschen ermittelten Schwell- und ECs-Werte

Substanz Schwellwert FLIPR Schwellwert Mensch ECs FLIPR ECso Mensch
[mM] [mM] [mM] [mM]
Naphtyl-B-D-Glucosid 0,4+0,1 0,2+0,1 1,0+0,1 1,4+0,4
Phenyl -8-D-Glucosid 0,07 £ 0,02 0,1+0,05 1,1+0,1 0,7+0,2
Salicin 0,07 £ 0,02 0,2+0,1 14£0,2 11£03
Helicin 0,3+0,1 0,4+0,1 2,304 2,2+0,7
Arbutin 0,5£0,2 0,9£0,3 5,8:+0,9 54£1,8
2-Nitropheny!-8-D- 0,3-1 k. D. k. D. k. D.
Glucosid
Methyl-B-D-Glucosid 15+ 6 32+ 11 k. D. 320+ 108
Esculin 4+2 4+2 k. D. k. D.
Amygdalin 2,3+0,9 k. D. 20+ 3,4 k. D.

k. D.: keine Daten wegen Messproblemen, wie zu hohem osmotischen Stress, Unléslichkeit der Substanzen in hohen
Konzentrationen, endogenen Zellantworten in Abwesenheit des Rezeptors oder Toxizitat fir den Menschen.
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Abb. 3.10 Vergleich der im FLIPR und beim Menschen ermittelten Dosiswirkungskurven
Die FLIPR Dosiswirkungskurven (schwarze Linen) zeigen die Anderung der intrazelluléren Ca®*-Konzentration von
hTAS2R16 exprimierenden HEK293-Ggs Zellen in Abhéngigkeit von der Stimulation mit den hTAS2R16 Agonisten
Phenyl-R-D-Glucosid (A), Salcin (B), Helicin (C) und Arbutin (D) in steigenden Konzentrationen. Diese Daten wurden mit
den von uns ermittelten menschlichen psychophysikalischen Daten verglichen (gestrichelte Linie), die die
konzentrationsabhéngige Anderung der Intensitit des Bittergeschmacks der gleichen Substanzen von der menschlicher
Probanden zeigen. Alle Kurven sind auf das Maximalsignal normiert.

3.6 Untersuchung der Desensitivierbarkeit des hTAS2R16-Signals im Einzelzell-Calcium-Imaging.
Desensitiverung ist ein typische Eigenschaft vieler G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. Deshalb ist es von
Interesse, zu untersuchen, in wie weit hTAS2R16 dieses Verhalten zeigt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 3.11 zusammen gefalt: hTAS2R16 exprimierende
Zellen zeigen Desensitivierung, da nach mehrfacher Stimulation mit Phenyl-3-D-Glucosid eine deutlich
Reduktion der Signalantwort zu sehen ist. Die Desensitivierung ist reversibel, da nach einiger Zeit nach

Stimuliation mit Phenyl-R-D-Glucosid wieder starke Signale gemessen werden koénnen. hTAS2R16
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exprimierende Zellen zeigen auch Kreuzdesensitivierung, da bei Applikation zweier unterschiedlicher

hTAS2R16 Agonisten (z. B. Salicin/Helicin) ebenfalls eine reversible Reduktion der Signalantwort zu

sehen ist.
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Abb. 3.11 Desensitivierung und Kreuzdesensitivierung von hTAS2R16 exprimierender Zellen im Einzelzell-Calcium Imaging

Einzelzell-Calcium-Imaging Messsignale aus einem typischen Experiment mit hnTAS2R16-DNA transfizierten HEK293-G15
Zellen. In diesem Experiment wurden 60 Zellen untersucht. Die Grafik zeigt das durchschnittliche Signal von 6 auf
hTAS2R16 Agonisten reagierenden Zellen. Der schwarze Balken gibt den Zeitpunkt und die Dauer der Applikation an.
Phenyl-R-D-Galaktosid (kein TAS2R16 Agonist) wurde als Negativkontrolle zuerst appliziert. Dann die TAS2R16 Agonisten
Phenyl-R-D-Glucosid, Salicin und Helicin. Bei wiederholter Applikation von Phenyl-3-D-Glykosid ist anhand der reduzierten
Antwort eine deutliche, aber reversible Desensitivierung zu erkennen. Eine reversible Kreuzdesensitivierung kann fir
Salicin / Helicin und fiir Helicin / Phenyl-B-D-Glycosid gezeigt werden. Am Ende des Versuchs wird als Positivkontrolle
Isoproterenol appliziert. Nach jeder Applikationen wurde durch Waschen mit Barth L6sung die jeweilige Substanz entfernt.

3.7 Adaptation und Kreuzadaptation des Bittergeschmacks von hTAS2R16 Agonisten beim
Menschen

Der Bittergeschmack vieler Substanzen ist im Menschen adaptierbar. D. h. nach einer langeren
Verkostung schmeck ein Bitterstoff weniger bitter. Im in vitro System konnte gezeigt werden, das
hTAS2R16 desensitiverbar und kreuzdesensitiverbar ist (Kapitel 3.6). daher stellt sich die Frage ob der
Bittergeschmack von hTAS2R16 Agonisten im Menschen auch eine spezifische Kreuzadaptation zeigen.
Aufgrund der vorhergehenden Ergebnisse (Kapitel 3.6) wiirde ein solche Beobachtung nahe legen, dass
die Kreuzadapation von hTAS2R16 Agonisten durch die Desensititvierung des hTAS2R16 Rezeptors
verursacht wird. Deshalb wurde in psychophysikalschen Experimenten untersucht, ob hTAS2R16
Agonisten im Menschen kreuzadaptieren.

In dem Abb. 3.12 gezeigten Experiment muf3ten 10 trainierte Probanden zunachst hintereinander
Lésungen mit hohen Konzentrationen der hTAS2R16 Agonisten Phenyl-R3-D-Glykosid, Salicin und Helicin

fur 15 Sekunden verkosten und dann die Bitterintensitat auf einer 1- 5 Skala bewerten. Nach einer 30
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minudtigen Pause, in der sich die Probanden von etwaigen Adaptationseffekten erholen konnten, wurde
zunachst Denatonium das hTAS2R16 nicht aktiviert (Kapitel 3.4), in einer maRig bitteren Konzentration
verkostet. Dann wurde der hTAS2R16 Agonist Phenyl-3-D-Glucosid verkostet und 2 Minuten im Mund
behalten. Die Probanden mussten dabei die Bitterintensitat der Substanz nach 15, 30, 60, und 120
Sekunden bewerten. Wie in Abb. 3.12 zu sehen ist, nahm die Bitterintensitat der Substanz wahrend
dieses Zeitraums stark ab. Es wurde also eine Adaptation beobachtet. Nach 2 Minuten wurde das Phenyl-
R-D-Glucosid ausgespuckt und die Probanden hatten die beiden anderen hTAS2R16 Agonisten Salicin
und Helicin zu verkosten und nach jeweils 15 Sekunden zu bewerten. Fir beide Substanzen konnte eine
deutliche Kreuzadaptation festgestellt, da sie, wie das Phenyl-B-D-Glucosid, als nur schwach bitter
bewertet wurden (Abb. 3.12). Die Bewertung der Bitterintensitdt des im Anschluss verkosteten
Denatoniums, der kein hTAS2R16 Agonist ist, war jedoch im Vergleich zur vorhergehenden Bewertung
nahezu unverandert. Dies zeigt, dass sich die Adaptation auf die hTAS2R16 Agonisten beschrankt. 30
Minuten nach dem Ende des Versuches war die Bewertung der Bitterintensitat der hTAS2R16 Agonisten
wieder normal (Abb. 3.12). d. h der Adaptationsprozess ist reversibel. Die gezeigte spezifische
Kreuzadaptation von hTAS2R16 Agonisten ein weiterer Beweis, dass hTAS2R16 der menschliche
Bitterrezeptor flr Salicin und verwandte Substanzen ist. Diese Ergebnisse sind auch erste Hinweise, dass

die Desensitiverung von TAS2R-Rezeptoren die Ursache fir die Bitteradaption der Menschen ist .
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Abb. 3.12_Adaptation und Kreuzadaptation des Bittergeschmacks von hTAS2R16 Agonisten beim Menschen
Die TAS2R16 Agonisten Phenyl-R8-D-Glucosid, Salicin und Helicin wurden zundchst einzeln verkostet und ihre
Bitterintensitat nach 15 Sekunden bewertet. Dann erfolgte eine 2 minltige Verkostung von Phenyl-R-D-Glucosid, dessen
Bitterintensitat nach 15, 30, 60 und 120 Sekunden bewertet werden musste. Es ist eine deutliche reversible Adaptation der
Bitterintensitat von Phenyl-3-D-Glucosid zu beobachten. Die beiden TAS2R16 anderen Agonisten Salicin und Helicin
zeigen Kreuzadaptation, da sie ebenfalls einen deutlich reduzierten Bittergeschmack aufweisen. Die Bitterintensitat der
Kontrollsubstanz Denatoniumbenzoat (kein TAS2R16 Agonist )hingegen ist von der Adaptation nicht betroffen.
Phenyl-R-D-Glucosid 8 mM (P); Salicin 8 mM (S); Helicin 8 mM (H); Denatoniumbenzoat

0,0003 mM (D).
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3.8 Adaptation und Kreuzadaptation von hTAS2R16 Agonisten und strukturverwandten Nicht-
Agonisten beim Menschen

Eine weitere Vorhersage anhand unserer in vitro Messdaten war es, dass zu hTAS2R16 Agonisten,
strukturverwandte Substanzen, die hTAS2R16 nicht aktivieren, fur den Menschen auch nicht bitter
schmecken. Dies ist jedoch nicht der Fall, da Phenyl-a-D-Glucosid in sehr hohen Konzentationen
(Schwellwert ca. 10 mM) fiir Menschen schwach bitter schmeckt. In psychophysikalischen Experimenten
zeigen hTAS2R16 Agonisten Kreuzadaptation (Kapitel 3.7). Sollte Phenyl-a-D-Glucosid einen anderen
Rezeptor, als hTAS2R16 aktiveren, ware fir diese Substanz keine Kreuzadaptation zu erwarten. Um diese
Hypothese zu untersuchen, wurde ein weiteres psychophysikalisches Experiment durchgefiihrt.

Zehn trainierte Probanden mussten zunachst Lésungen mit hohen Konzentrationen an Phenyl-a-D-Glykosid,
sowie den hTAS2R16 Agonisten Salicin und Helicin fir 15 Sekunden verkosten und dann die Bitterintensitat
auf einer 1- 5 Skala bewerten. Nach einer 30 minitigen Pause, in der sich die Probanden von etwaigen
Adaptationseffekten erholen konnten, begann das eigentliche Experiment. Zunachst wurde Denatonium in
einer maRig bitteren Konzentration verkostet,. Danach wurde Phenyl-a-D-Glucosid fir 3 Minuten verkostet.
Die Probanden muBten die Bitterintensitat der Substanz nach 15, 30, 60, 120 und 180 Sekunden bewerten.
Wie zuvor (Kapitel 3.7) nahm die Bitterintensitat der Substanz wahrend dieses Zeitraums stark ab (Abb.
3.13). Nach 3 Minuten wurde das Phenyl-a-D-Glucosid ausgespuckt, und die Probanden hatten die beiden
hTAS2R16 Agonisten Salicin und Helicin zu verkosten und nach jeweils 15 Sekunden zu bewerten. Fir
beiden Substanzen wurde keine Kreuzadaptation mit Phenyl-a-D-Glucosid festgestellt (Abb. 3.13). Auch die
Bewertung der Bitterintensitat des im Anschluss verkosteten Denatoniums war nahezu unverandert. Damit
wurde die Hypothese, dass der Bittergeschmack von Phenyl-a-D-Glucosid adaptiert aber keine

Kreuzadaptation mit hTAS2R16 Agonisten beobachtet werden kann, experimentell bestatigt.
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Abb.3.13 Der Bittergeschmack von_ hTAS2R16 Agonisten und Phenyl-a-D-Glucosid zeigt keine Kreuzadaptation
Die TAS2R16 Agonisten Salicin und Helicin und Phenyl-o-D-Glucosid, wurden zunachst einzeln verkostet und ihre
Bitterintensitat nach 15 Sekunden bewertet. Dann erfolgte eine 3-minitige Inkubation mit Phenyl-a-D-Glucosid, dessen
Bitterintensitat nach 15,30, 60, 120 und 180 Sekunden bewertet werden mufte. Der Phenyl-o-D-Glucosid zeigt eine deutliche
reversible Adaptation. Die beiden TAS2R16 Agonisten Salicin, Helicin sowie die Kontrollsubstanz Denatoniumbenzoat sind
davon nicht betroffen sind. Phenyl-o-D-Glucosid 150 mM ( Pa); Mg™gl Salicin 8 mM (S); Helicin 8 mM (H); [
Denatoniumbenzoat 0,0003 mM (D).
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3.9 Nachweis der hTAS2R16 mRNA in menschlichen Geschmacksknospen

Die gute Korrelation aller in unserem in vitro System identifizierten hTAS2R16 Agonisten mit der
menschlichen Wahrnehmung dieser Substanzen als Bitterstoffe macht es sehr wahrscheinlich, dass
TAS2R16 beim Menschen fiir die Erkennung dieser Bitterstoffe notwendig ist.

Eine wichtige Voraussetzung hierflr ist allerdings, dass der Rezeptor auch in Geschmacksrezeptorzellen
gebildet wird. Daher wurden an menschlichem Zungengewebe der Wallpapillen RT-PCR und in situ
Hybridisierungs Experimente durchgefihrt (Abb. 3.14).

Die Ergebnisse der RT-PCR in Abb.3.14A zeigen klar, dass hTAS2R16 in der menschlichen Wallpapille
exprimiert wird, da aus Wallpapillen cDNA (Bahn 5) mit Hilfe von hTAS2R16 spezifischen Primern ein
Fragment amplifiziert werden konnte. Die GréRe des DANN-Fragments von 910 bp entsprach genau den
Erwartungen. Anhand der beiden Negativkontrollen in Bahn 3 + 4 ist auszuschlieBen, dass das PCR-
Produkt auf Kontaminationen mit Plasmid-DNA oder genomischer- DNA zuriickzuflihren ist. Die
Expression von hTAS2R16 ist spezifisch, da in keinem anderen der getesteten Gewebe hTAS2R16
mRNA dektektiert werden konnte (Abb. 3.14A Bahn 6-14). Eine mangelhafte cDNA-Synthese ist als
Ursache auszuschlieRen, da es mdglich war in allen cDNA Praparationen, R-Aktin-cDNA nachzuweisen.
In zwei unabhangigen Proben, die aus dem Gewebe der gesamten Zunge (Zungenepithel +
Zungenmuskulatur) bestehen, konnte hTAS2R16 nicht nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass die die
Expression von hTAS2R16 in der menschlichen Zunge auf nur sehr wenige Zellen beschrankt ist, da die
hTAS2R16 Konzentration in cDNA aus dem gesamten Zungengewebe unter der Nachweisgrenze liegt
(Abb. 3.14A Bahn 6+7). Die Ergebnisse der in situ Hybridisierung (Abb. 3.14B) zeigen weiterhin, dass die

hTAS2R16-exprimierenden Zellen in Geschmacksknospen liegen.



7 Zungenepithel + Zungenmuskulatur eines Embryos

6 Zungenepithel + Zungenmuskulatur

o
(7]
<
8
o
=
=
2
°
T & @
« L o
I 3 £
)
§ & 2 ¢ 2 s
] o Q c
§ E 2 g e . 9o & &5 L 8 &
< ] 2 o = ] [ o c T s N :Q
0 H] € c = < o = 5 [} [} 8 =
= = £ < 2 o Z a T T o Q
g o 6 6 = o 4 o ++ &« ™ = n
- N © < n © o - - - - - -
A
hT2R16
B Aktin
hT2R16 anti sense
e T R
B i Bl

Abb 3.14 Nachweis derhrTAS2R16 mRNA in menschlichen Geschmacksknospen durch RT-PCR und in situ

Hybridisierung

A) RT-PCR Experiment. Bahn 1 + 15: GroéRenstandard, Bahn 2: Positivkontrolle Amplifikation von
hTAS2R16 aus Plasmid-DNA, Bahn 3: Negativkontrolle PCR ohne cDNA um Kontamination der Reaktion
durch Plasmid DNA auszuschlielen. Bahn 4: Negativkontrolle PCR von cDNA Synthese Ansatz mit
Wallpapillen RNA ohne Reverse Transkriptase um auszuschlieRen, dass die eingesetzte RNA mit
genomischer DNA kontaminiert ist. Bahn 5: PCR von cDNA der Wallpapillen. Bahn 6-14: PCR von cDNA
aus diversen menschlichen Geweben. Ein hTAS2R16 PCR Produkt ist nur in der Positvkontrolle (Bahn 2)
und in der Wallpapille (Bahn 5) nachweisbar. B) In situ Hybridisierung von Wallpapillengewebe mit
hTAS2R16 Sense und Antisense cRNA. Fur die Antisense Proben kann ein deutliches Signal in den
Geschmacksknospen detektiert werden (Schwarze Pfeile), wahrend in der Negativkontrolle (Sense cRNA)
keine spezifische Farbung zu erkennen ist.
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3.10 Identifizierung und Charakterisierung weiterer TAS2R-Rezeptor Ligandenpaare

Wahrend der Charakterisierung des TAS2R16 Rezeptors gelang es, weitere Rezeptor Liganden
Kombinationen zu identifizieren. So reagiert der zu mTAS2RS néachst verwandte Rezeptor der Ratte
rTAS2R9 ebenfalls auf Cycloheximid. Trotz einer Aminosaureidentitdt von nur 86% sind die
Dosiswirkungskurven und ECsp-Werte von mTAS2R5 (Abb.3.15; ECsy: 0.07 uM) und rTAS2R9 (Abb.
3.15; ECsp: 0,1 uM) nahezu identisch. Die hohe Sequenzverwandtschaft sowie die identische Funktion
zeigen, dass es sich bei rTAS2R9 um den zu mTAS2R5 orthologen Rezeptor der Ratte handelt.
Interessanterweise reagiert der zu den beiden Rezeptoren nachst verwandte menschliche Rezeptor
hTAS2R10 dagegen auf Strychnin, Brucin und Denatoniumbenzoat (Abb. 3.15). Diese Liganden weisen
gegenuber Cycloheximid eine sehr unterschiedliche chemische Struktur auf. Die im FLIPR
aufgezeichneten hTAS2R10 Signalantworten sind mit 200 - 500 relativen Lichteinheiten relativ klein. Da
eine geringe oder maRige Aktivierung des Rezeptors wegen des Detektionslimits von ca. 50 - 100
Einheiten nicht gemessen werden kann, ist die Berechnung einer Dosiswirkungskurve nicht sinnvoll. Die
Tatsache, dass die maximale Aktivierung des Rezeptors jedoch schon bei ca. fiir alle drei Substanzen
schon bei 100 —200 uM erreicht zu ist und der menschliche Schwellwert fiir Strychnin bei 2 pM liegt

deutet darauf hin, dass hTAS2R10 der menschliche Strychnin- bzw. Brucinrezeptor sein kénnte.
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Abb. 3.15 Weitere identifizierte TAS2R Rezeptoren

A: Vergleich der Dosiswirkungskurven mit mTAS2R5- bzw. rTAS2R9-DNA transfiziete HEK293-G,s Zellen nach
Stimulation mit Cycloheximid. Bei der Analyse der Messdaten wurden Schwankungen der Zellzahlen durch
Normalisierung Die Angaben beziehen sich prozentual auf das in diesem Versuch gemessene Maximalsignal und sind
um die Basislinie korrigiert .B-D: Signalantwort von hTAS2R10-DNA transfizierte HEK293-G,s Zellen im FLIPR nach
Applikation von Denatonium (B), Strychnin (C) und Brucin (D). Die einzelnen Kurven sind Mittelwerte von je 3
Messloéchern, in denen dieselbe Konzentration getestet wurde.
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3.11 Charakterisierung der Ligandenspezifitat der TAS2R-Rezeptoren

Aufgrund der Sequenzverwandtschaft ist es interessant, ob Cycloheximid auch den Rezeptor TAS2R10
aktivieren kann oder umgekehrt Strychnin den Rezeptor rTAS2R9. Dies flhrt zu der Frage, ob diese
Rezeptoren fiir die jeweils identifizierten Liganden spezifisch sind, oder ob einige dieser Substanzen in
der Lage sind auch mehr als einen Rezeptor zu aktivieren. Daher erfolgte eine Kreuztestung der von uns
funktionell identifizierten Rezeptoren rTAS2R9, hTAS2R10 und hTAS2R16 mit Agonisten fir andere
Rezeptoren. Die Konzentrationen wurden dabei so gewahlt, dass der flir diese Substanz identifizierte
Rezeptor stark aktiviert wurde. Die Ergebnisse zeigen, dass die Rezeptoren sehr spezifisch nur mit den
fur sie als Liganden identifizierten Substanzen reagieren (Abb. 3.16). Auch die beiden
sequenzverwandten Rezeptoren rTAS2R9 und hTAS2R10 zeigen in den benutzten Konzentrationen

keinerlei Kreuzreaktivitdt. Diese Ergebnisse wurden von zwei weiteren unabhangigen Experimenten
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Abb. 3.16 Ligandenspezifitidt der TAS2R Rezeptoren

Einzelzell-Calcium-Imaging-Experimente von mit TAS2R-Rezeptor-DNA transfizierten HEK293-G,s Zellen nach
Applikation von Strychnin (Stry), 0,2 mM; Cycloheximid (Cyc), 0,01 mM Salicin (Sal), 3 mM. Die schwarzen Balken
zeigen die Dauer der Applikation. hnTAS2R16: Antwort von 5 aus 53 analysierten Zellen. hTAS2R10: Antwort von
9 aus 81 analysierten Zellen. rTAS2R9: Antwort von 8 aus 36 analysierten Zellen.

3.12 Untersuchung der Expression und Lokalisation von TAS2R-Rezeptoren in HEK293 G15 Zellen
Unter der Annahme, dass die TAS2R-Rezeptoren, die einzige Familie der Bitterrezeptoren darstellt,
misste es daher mdglich sein, flr jeden Bitterstoff einen Rezeptor zu identifizieren. Im Rahmen der
Suche nach Liganden wurden alle 24 klonierten TAS2R-Rezeptoren mehrfach mit einer Auswahl von
neun fir den Menschen bitterer Substanzen getestet (Tab.3.3 + Strychnin). Bislang konnte nur fir zwei
dieser getesteten Bitterstoffe, ein menschliche Rezeptoren identifiziert werden. Eine mdgliche Erklarung
fur dieses Ergebnis kdnnten individuelle Unterschiede in der Expression- oder der Membrantransport der
verschieden TAS2R-Familienmitgliedern in den HEK293 Zellen sein.

Analysen der Expressionsrate von 22 humanen TAS2R-Rezeptoren sowie von mTAS2R5 und rTAS2R9
zeigt grolRe Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptoren (Tabelle 3.7). So besitzen 60% (13 von
22) der untersuchten menschlichen Rezeptoren sowie rTAS2R9 eine Expressionsrate von mehr als 10%.
MTAS2R5 sowie 14% (3 von 22) der hTAS2Rs haben Expressionsraten zwischen 1% - 10%. Nur 18% (4
von 22) Rezeptoren liegt Expressionsrate unter 1%. Fir die beiden Rezeptoren hTAS2R47 und
hTAS2R49 (9%) konnte keine Expression detektiert werden. Auch die Analyse der Lokalisation der

Rezeptoren an der Zelloberflache ergab deutliche Unterschiede. So ist nur bei 55% (12 von 22) der
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hTAS2R-Rezeptoren eine Kolokalisierung des Rezeptors mit der Plasmamembran nachweisbar (Tabelle
3.6). Die in dieser Arbeit funktionell exprimierten TAS2R-Rezeptoren gehéren dabei alle in die Gruppe
der Rezeptoren mit einer deutlich nachweisbaren Expression an der Zelloberflache (Abb.3.5 + 3.17;
Tabelle 3.7). Variationen in der Expression und subzellularen Lokalisation der einzelnen TAS2R-
Rezeptoren in HEK293 Zellen sind also ein Grund, warum bislang nicht fir alle Substanzen Rezeptoren

identifiziert wurden.

hTAS2R16 Membran Rezeptor Uberlagerung
hTAS2R10 Membran Rezeptor
rTAS2R9 Membran Rezeptor

Abb. 3.17 Zelloberflichenexpression von hTAS2R16, hTAS2R10 und rTAS2R9
Aufnahmen mit dem konfokalen Microskop von rTAS2R9, hTAS2R16 und hTAS2R10 24 Stunden nach der transienten
Transfektion in HEK293 G15 Zellen. WeilRer Balken 20 uM. Membran (rot): Cytoplasmamembran nach Concanavalin A-
Biotin/Avidin D-Texas Red Detektion; Rezeptor (griin): Rezeptor nach Maus-Anti-HSV/Anti-Maus-Alexa 488 Detektion;
Uberlagerung: Uberlagerungsaufnahme von Membran und Rezeptor. Die durch Kolokalisierung von Membran und
Rezeptor entstehende deutliche Gelbfarbung zeigt, dass ein Teil des Rezeptorproteins an die Zelloberflache gelangt.

Tabelle 3.7 Untersuchung der Expression und Membranlokalisation von TAS2R-Rezeptoren

Rezeptor Expresssion Membran- Rezeptor Expresssion Membran-

[%] standigkeit [%] standigkeit
hTAS2R1 20 + hTAS2R40 29 +
hTAS2R3 35 + hTAS2R41 32 -
hTAS2R4 n. A n. A hTAS2R42 0,1 -
hTAS2R5 n. A: n. A hTAS2R43 3 -
hTAS2R7 14 + hTAS2R44 6 +
hTAS2R8 1 +/- hTAS2R45 0,1 -
hTAS2R9 0,5 - hTAS2R46 0,5 -
hTAS2R10 13 + hTAS2R47 - -
hTAS2R13 16 - hTAS2R48 14 +
hTAS2R14 12 + hTAS2R49 - -
hTAS2R16 20 + hTAS2R50 15 +
hTAS2R38 35 + mTAS2R5 1,5 +
hTAS2R39 14 - rTAS2R9 27 +

+: alle analysierten Zellen zeigen eine Kolokalisierung von Membran und Rezeptor; +/-: einige der untersuchten Zellen
zeigen Kolokalisierung von Membran und Rezeptor; - keine Kolokalisierung von Membran und Rezeptor detektierbar, n. A.:
nicht analysiert
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3.13 Untersuchung der G-Protein Kopplung von TAS2R-Rezeptoren in HEK293 Zellen

Auch die Fahigkeit verschiedener TAS2R-Rezeptoren mit der G-Protein Alpha Untereinheit m G5 zu
interagieren, kénnte individuelle Unterschiede aufweisen. Einen ersten Hinweis, auf solche Unterschiede
lieferte eine Analyse der Signaltransduktion von hT2R16 in HEK G15 Zellen in Einzelzell-Calcium-
Imaging-Experimenten. Die G-Protein Untereinheit G5 ist Pertussis Toxin insensitiv. Eine Inkubation
von hTAS2R16 exprimierenden HEK293-G,, 15 Zellen mit Pertussis Toxin sollte daher keine Auswirkungen
auf die Signalamplitude besitzen. Uberraschende Weise unterdriickt eine 2 stiindige Inkubation der
transfizierten Zellen mit 1 uM Pertussis Toxin jede Antwort auf eine Stimulation durch Salicin (Abb.
3.18A). Die Signalantwort des an G,15 koppelnden R-adrenergen Rezeptors auf Isoproterenol bleibt
dagegen unbeeinflusst (Abb. 3.18A). Im parallel durchgefiihrten Kontrollexperiment ohne Pertussis Toxin
Zugabe ist dagegen ein deutliches Signal zu sehen (Abb. 3.18B). Weitere Experimente beide den
hTAS2R16 in HEK293 Zellen ohne G,45 transfizierte wurde zeigten, dass auch in Abwesenheit von G5
Signale gemessen werden kénnen (Abb. 3.18C). In Kontrollexperiment zeigen Zellen ohne hTAS2R16
keine Signale (Abb. 3.18D). Der Rezeptor muss also an ein von HEK293 Zellen endogen exprimiertes
Pertussis Toxin sensitives G-Protein koppeln. Fir mTAS2R5 wurde eine Kopplung an G5 beschrieben
[Chandrashekar, 2000]. Daher ware zu erwarten, dass die Signale dieses Rezeptors Pertussis Toxin
insensitiv sind. Deshalb wurde im FLIPR eine vergleichende Analyse der Signale von hTAS2R16 und
MTAS2R5 mit und ohne Pertussis Toxin durchgefiihrt. Wie zu erwarten, ist das mTAS2R5 Signal
Pertussis Toxin insensitiv, wahrend das hTAS2R16 Signal durch Zugabe von Pertussis Toxin blockiert
wird (Abb. 3.19). Diese Ergebnisse zeigen klar, dass es zwischen den einzelnen TAS2R Rezeptoren im
in vitro System individuelle Unterschiede beziiglich ihrer Fahigkeit gibt, mit den in HEK293-G,15 Zellen
angebotenen G-Proteinen zu interagieren. Im Calcium Imaging kann die Aktivierung eines Rezeptors nur
dann nachgewiesen werden, wenn dies zu einer Veranderung des intrazellularen Calcium Spiegels fuhrt.
Da nicht alle TAS2Rs an G5 koppeln kénnte dies dazu fuhren, dass die Aktivierung eines Rezeptors
nicht zu Anderungen des intrazellularen Calcium Spiegels fiihrt und somit unbemerkt bleibt. Dieses kann

ein weiterer Grund sein, warum nicht fiir alle Bitterstoffe Rezeptoren identifiziert wurden.
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Abb. 3.18 Untersuchungen zur Signaltransduktion von hTAS2R16

A: Mit hTAS2R16-DNA transfizierte HEK293-G,15 Zellen, nach einer 2-stiindigen Inkubation mit 1 uM Pertussis Toxin
(PTX) zeigen keine Signale mehr auf eine Stimulation mit Salicin. Die Signalantwort auf Isoproterenol ist dagegen
nicht verandert B: Mit hTAS2R16-DNA transfizierte HEK293-G,5 Kontrollzellen ohne PTX Inkubation zeigen dagegen
ein deutliches Salicin Signal. C: hTAS2R16-DNA transfizierte HEK293 Zellen ohne G,i5 zeigen ebenfalls ein
deutliches Salicin Signal. Antwort von 5 aus 38 analysierten Zellen. D: nicht transfizierte HEK293 Zellen ohne G5
zeigen dagegen kein Salicin Signal. Antwort von 10 aus 40 analysierten Zellen. Da in HEK293 Zellen ohne G5 eine
Aktivierung des R-adrenergen Rezeptors durch Isoproterenol keine ca® Signale auslost, wurde in Experimenten C+
D als Positivkontrolle ATP benutzt. Dies aktiviert in den Zellen endogen exprimierte Adenosinrezeptoren.

1000 — 3500
w A Salicin T o B !soproterenol
S |== 3 3000
] ™ n
3 800 hTAS2R16 3 I hTAS2R16
=  mTAS2R5 £ 2500 mTAS2R5 L
T 600- s T .7
< 'E 2000 1
s T g
5 400- 5 1500
5 |
S T 21000
2001 5
S - . oz 500
0
Kontr. Sal Sal Kontr Cyc Cyc 0 Kontr. Sal sal Kontr. Cyc Cyc
+ + + +
PTX PTX PTX PTX
Abb. 3.19 Vergleich der Wirkung von Pertussis Toxin auf das mTAS2R5 und hTS2R16 Signal

A: hTAS2R16 bzw. mTAS2R5-DNA transfizierte HEK293-G,1s Zellen nach einer 2-stiindigen Inkubation mit 1 uM
Pertussis Toxin (PTX). hTAS2R16-DNA transfizierte Zellen zeigen keine Signale nach Stimulation mit 10 mM Salicin
(Sal) wahrend die Signalantwort von mit mTAS2R5-DNA transifzierten Zellen nach Stimulation mit 10 pM
Cycloheximid (Cyc) durch Pertussis Toxin nicht beeinflusst wird. Kontr.: Signal von mit rezeptorlosem Plasmid
transfizierten Zellen nach Applikation von 10 mM Salicin (Sal) bzw. 10 pM Cycloheximid (Cyc). B: Die
Isoproterenolsignale derselben Zellen werden dagegen nicht von Pertussis Toxin beeinfluRt. Die einzelnen Balken
sind Mittelwerte von je 3 Messlochern.
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3.14 Vergleichende Analyse der hTAS2R16 Aminosauresequenzen mit anderen humanen TAS2R-
Rezeptoren

Trotz der hohen Divergenz zwischen den TAS2R-Rezeptoren zeigt die Analyse von hTAS2R16 und den
anderer TAS2R-Rezeptoren einige Gemeinsamkeiten (Tabelle 3.8 + Abb. 4.3). So sind die
Transmembrandomanen (TM) und die intrazelluldaren Schleifen deutlich starker konserviert, als die
extrazellularen Schleifen. Insbesondere in der extrazelluldaren Schleife zwischen der TM4 und TM5
befindet sich eine hypervariable Region, in der die Sequenzdivergenz zwischen den einzelnen
Rezeptoren besonders stark ist. Uberraschenderweise sagen Analysen mit dem Programm
PredictProtein trotz dieser starken Variabilitédt in 22 der TAS2R-Rezeptoren in dieser Region ein Asn-
Glykosylierungsmotiv vorher (Ausnahmen: TAS2R44 + 41). Weiterhin wird mit Ausnahme von TAS2R38,
TAS2R44 und TAS2R16 fur alle Rezeptoren ein putatives Myristoylierungmotiv in TM1 vorhergesagt. Von
24 analysierten Rezeptoren besitzen 18 mindestens ein intrazelluldres Caseinkinase 2 (CK2)
Phosphorylierungsmotiv (Ausnahme: TAS2R1, 7, 16, 39, 40, 44). Von diesen haben 15 das CK2 Motiv in
der intrazellularen Schleife zwischen TM1 und TM2. Fir 21 Rezeptoren wird mindestens ein
intrazellulares Proteinkinase C Phosphorylierungsmotiv vorhergesagt (Ausnahme TAS2R3, 9, 42). Das

PKC Motiv befindet sich bei 15 von 21 Rezeptoren in der intrazellularen Schleife zwischen TM5 und TM6.

3.14 Vergleichende Analyse der hTAS2R16 Aminosauresequenzen mit anderen humanen TAS2R-

Rezeptoren
Tabelle 3.8 Vorhergesagte Transmebrandoménen und Rezeptormotive
Rezeptor Aminoséureposition der Motive + Aminoséaureposition
Transmembrandoménen
™| TM | TM | TM | TM | TM | TM Phosporylierung Glykosylierung | Myristoylierung
1 2 3 4 5 6 7
TAS2R1 7 | 60 | 93 | 125|183 | 221 | 254 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 109 SVR 163 NATI 20 GIFTNG
36 | 87 | 110|143 | 202 | 243 | 272
TAS2R3 8 | 43 | 97 [ 129|189 | 235 | 271 CK2 Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 42 SLSD 166 NVTE 14 GTQFTL
30 | 63 | 115|149 | 208 | 255 | 291 220 SSRD 20 GILVNC
TAS2R4 4 | 47 | 76 | 132|173 | 227 | 253 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 38 SHR 164 NNTS 20 GIIMNL
30 | 71 | 108 | 150 | 200 | 248 | 279 44 SDR 169 NISE
126 SPK
202 SLR
290 TAK
CK2 Phos
42 SSSD
TAS2R5 4 43 | 83 | 125|176 | 223 | 251 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 31 SFR 155 NSSI 20 GLIGNG
32 | 75 | 102 | 148 | 196 | 244 | 276 CK2 Phos
31 SFRE
108 TTFD
TAS2R7 12 | 56 | 91 | 129 | 190 | 236 | 265 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 207 SLR 167 NLTW 20 GILGNA
36 | 76 | 109 | 147 | 208 | 256 | 288 296 SLK 175 NKTQ 28 GLVNCM
TAS2R8 8 | 53 | 83 | 126 | 188 | 237 | 265 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 301 TCR 167 NITE 20 GILGNG
33 | 71 | 109 | 147 | 209 | 256 | 289 CK2 Phos
42 STVD
TAS2R9 7 | 56 | 94 | 129 | 187 | 230 | 262 CK2 Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 42 SLID 164 NITW 20 GIWGNG
33 | 77 | 122 | 146 | 206 | 249 | 285 93 NNSS
113 NISH
TAS2R10 8 | 42 | 83 | 127|183 | 228 | 257 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 288 SLR 158 NTDV 20 GVLGNG
26 | 62 | 108 | 148 | 201 | 247 | 279 CK2 Phos
217 SNTE




TAS2R13 4 56 | 97 | 129 | 186 | 233 | 256 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 37 SRK 162 NTTW 20 GNLSNG
30 | 77 | 122 | 152 | 206 | 253 | 284 CK2 Phos 166 NFSM
37 SRKE
42 SSVD
TAS2R14 8 | 58 | 91 | 129 | 185 | 233 | 260 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 215 TVK 153 NASI 3 GVIKSI
33 | 75 [ 109 | 148 | 206 | 252 | 283 223 STK 162 NKTC 20 GNLGNS
CK2 Phos 171 NFTR
42 SSVD
TAS2R16 8 | 44 | 87 | 125|183 | 228 | 256 PKC Phos Asn Glyc
- - - - - - - 217 SMK 163 NSTV
33 | 72 | 105|146 | 204 | 248 | 280 79 NLTI
TAS2R38 17 | 57 | 94 | 143 | 195 | 250 | 277 PKC Phos Asn Glyc
- - - - - - - 137 SRK 178 NNTR
38 | 78 [ 122|163 | 221 | 272 | 299 226 TMK
318 SLK
CK2 Phos
51 SNSD
TAS2R39 31| 75 | 118 | 162 | 210 | 264 | 290 PKC Phos Asn Glyc
- - - - - - - 72 SGR 185 NNSF
51 ] 92 | 137 [ 184235281 | 313 234 SLK 194 NSTK
TAS2R40 24 | 68 | 95 | 137 | 200 | 251 | 283 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 219 SLK 170 NSSI 32 GILGSG
45 | 87 | 114|156 | 220 | 271 | 307 238 SMK 179 NSTE 44 GAEWAR
TAS2R41 7 | 46 | 91 | 133|186 | 236 | 270 PKC Phos Myrist
- - - - - - - 119 TYK 12 GTVHNF
31 | 64 [ 109 | 151 | 207 | 255 | 286 133 SLK
CK2 Phos
124 TRIE
TAS2R42 8 | 46 | 94 | 128 | 190 265 CK2 Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - 29 TELD 189 NLTL 6 GLIVNL
30 | 64 | 112|148 | 208 287
TAS2R43 4 56 | 94 | 128 | 185 | 227 | 259 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 220 STK 161 NMTW 20 GNFANG
23 | 75 | 119 | 149 | 203 | 250 | 282 CK2 Phos 176 NMTV
42 SFAD
TAS2R44 4 56 | 87 | 127|185 | 227 | 259 PKC Phos
- - - - - - - 113 TWK
30 | 75 | 108 | 147 | 203 | 247 | 282
TAS2R45 4 56 | 99 | 128|185 | 227 | 259 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 220 STK 161 NMTW 20 GNFANG
23 | 75 | 119|149 | 203 | 247 | 282 CK2 Phos
42 SFAD
TAS2R46 4 | 47 | 88 | 128 | 185 | 227 | 260 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 220 SMK 161 NMTW 20 GNFANG
23 | 71 [ 108 | 149 | 203 | 250 | 281 CK2 Phos 176 NTTV
42 SFAD
TAS2R47 7 | 48 | 88 | 127 | 185 | 231 | 260 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 220 STK 161 NVTW 20 GNFANG
30 | 64 | 108 | 145 | 203 | 249 | 281 205 SLR 176 NMTL
CK2 Phos
42 SFVD
TAS2R48 2 56 | 93 | 127 | 185 | 227 | 259 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 38 TRK 161 NVTW 20 GNVANG
20 | 75 | 111 | 149 | 203 | 250 | 283 220 STK
283 SRK
CK2 Phos
42 SSAE
TAS2R49 7 | 47 | 94 | 128 | 185 | 227 | 259 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 220 STK 161 NVTW 20 GNFANG
30 | 71 | 111 | 146 | 203 | 250 | 282 285 TLK 176 NLTV
CK2 Phos
42 SSAD
TAS2R50 4 56 | 89 | 128 | 185 | 227 | 259 PKC Phos Asn Glyc Myrist
- - - - - - - 220 STK 161 NMTG 20 GNFANG
24 | 75 [ 108 | 149 | 203 | 250 | 281 285 TLK
CK2 Phos
42 SSAD

TM: putative Transmembrandomanen, Asn Glyc: Asn Glykosylierung, PKC Phos: Phosphorylierung durch

Phos: Phosphorylierung durch Caseinkinase 2, Myirst: Myristoylierungsmotiv.
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3.15 Analyse der SNP Datenbank des Humanen Genomprojektes

Die Gene jedes Individuums weisen haufig an einigen Nukleinsdurepositionen Variationen der DNA
Sequenz, so genannte "Single Nucleotide Polymporphisms" (SNPs) auf. Eine Analyse der SNP
Datenbank des Humanen Genomprojektes ergab fiir die menschlichen TAS2R-Rezeptoren eine Vielzahl
von SNPs im kodierenden Bereich (Tabelle 3.9). So wurde in 24 analysierten humanen TAS2R-
Rezeptoren insgesamt 77 SNPs identifiziert. Davon flihren 54 zu einem Aminosaureaustausch. Von
diesen haben mindestens 10 eine Allefrequenz von mehr als 10% und sind daher relativ haufig. Fir die
Rezeptoren TAS2R44, TAS2R45 und TAS2R46 SNPs identifiziert, die ein Stopkodon verursacht und so
den Leserahmen dieser Gene vorzeitig unterbrechen. Fir den Rezeptor hTAS2R39 ist ein SNP
identifiziert worden, der den Leserahmen verschiebt und somit ebenfalls zum Funktionsausfall des
Rezeptors fuhrt.

Tabelle 3.9 Bekannte SNPs der humanen TAS2R-Rezeptoren

Gen + Austausch Position
X SNP Name - = - = Allelfrequenz
Acessionnr. Base Aminoséure Basenpaare Aminosdéure
rs2234231 CIT P/L 128 43 unbekannt
rs41469 G/A R/H 332 111 A 0.46/G 0.54
hTAS2R1 rs223432 G/A ClY 422 141 unbekannt
NM019599 rs2234233 CIT R/W 616 206 C 0.87/T 0.13
rs2234234 CIT S/S 675 225 unbekannt
rs2234235 TIC L/L 850 284 unbekannt
Do s rs227009 cr GIG 807 369 unbekannt
53181498 G/A R/Q 8 3 unbekannt
rs2233996 G/C R/IR 9 3 unbekannt
rs2233997 AIC YI/C 17 6 unbekannt
rs2233998 T/C FIS 20 7 unbekannt
R rs2233999 TIA FIL 186 62 unbekannt
rs2234000 CIT T/IM 221 74 C 0.94/T 0.56
rs2234001 G/C VIL 286 96 C 0.78/G 0.22
rs2234002 G/A SIN 512 171 A 0.78/ G 0.22
rs2234003 A/G v 571 191 unbekannt
rs2234013 G/A G/S 58 20 unbekannt
rs2227264 GIT S/l 77 26 unbekannt
awsains rs2234014 cIT PIL 338 113 unbekannt
rs2234015 G/A R/Q 638 213 unbekannt
rs2234016 GIT R/L 294 881 unbekannt
rs3759251 AIT T/S 787 263 A 0.97/T 0.03
l?l\-ll-lﬁg.’?;z rs3759252 C/IA I/ 828 276 unbekannt
rs619381 G/A M/l 912 304 unbekannt
hTAS2R8 52391467 G/A L/L 549 183 unbekannt
NM023918 rs2537817 AIG M/V 922 308 unbekannt
rs3741845 T/C V/IA 560 187 C 073/T 027
RTMAZS?g:? rs3944035 CIT L/F 910 304 unbekannt
rs2159903 CIT P/L 926 309 unbekannt
th':zsgg‘;f rs597468 cIT ™ 467 156 unbekannt
thazsggo:* $51478988 A/G N/S 776 259 C0.73/T 0.27
hJIGZS§§R2124 rs3741843 G/A R/R 375 125 A 0.97/G 0.03
rs2233988 CIT TIT 300 100 unbekannt
rs2692396 GIC VIV 303 101 unbekannt
:mﬁzsglg rs2233989 TIC L/L 460 154 unbekannt
rs846664 TIG N/K 516 172 A 0.71/C 0.29
rs860170 G/A R/H 665 222 A 0.55/G 0.45
rs1726866 T/C V/IA 785 262 unbekannt
T;:A“giggf rs713598 CIT AP 49 145 C 0.60/G 0.40
hTAS2R38 SNP1 AIT N/I 557 186 unbekannt
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hTAS2R39 Leserahmen
AF494230 hTAS2R39 SNP1 AJAA verschoben 967 323 unbekannt
hTAS2R40 keine SNPs
AF494229 bekannt
rs1404635 AlG TIT 189 64 unbekannt
Tl-:ﬁgizR;; hTAS2R41 SNP1 T/C L/P 380 127 unbekannt
hTAS2R41 SNP2 A/G SIS 885 295 unbekannt
rs1650017 GIC AP 931 31 unbekannt
rs1669411 T/C N/N 930 310 unbekannt
hTAS2R42 rs1669412 G/IA R/IQ 875 292 unbekannt
AX097739 rs1451772 AlG Y/C 794 265 unbekannt
rs1669413 GIT G/W 763 255 unbekannt
rs1650019 AlG L/L 561 187 unbekannt
rs3759246 G/C R/IT 893 298 unbekannt
hTAS2R43 | hTAS2R43 SNP1 CIG SIW 104 35 unbekannt
AF494237 hTAS2R43 SNP2 G/A R/H 635 212 unbekannt
hTAS2R43 SNP3 GIC TIT 663 221 unbekannt
rs3759247 G/IA W/ Stop 900 300 unbekannt
rs3759246 GIC RIT 893 298 unbekannt
TI;A4§4212RZ4: hTAS2R44 SNP1 AIT M/L 162 484 unbekannt
hTAS2R44 SNP2 TIA FIY 869 290 unbekannt
hTAS2R44 SNP3 G/A VIM 899 297 unbekannt
rs3759247 AlG G/ Stop 900 300 unbekannt
hTAS2R45 rs3759246 GIC RIT 893 298 unbekannt
AF494226 rs3759245 CIT R/IC 712 238 unbekannt
rs3759244 T/C FIL 703 235 unbekannt
rs2708381 G/IA W/ Stop 749 250 unbekannt
rs2708380 TIA L/M 682 228 unbekannt
hTAS2R46 rs2598002 T/G FIV 106 36 unbekannt
AF494227 hTAS2R46 SNP1 AT QH 888 296 unbekannt
hTAS2R46 SNP2 AIG M/V 889 297 unbekannt
hTAS2R46 SNP3 TIC FIF 108 36 unbekannt
rs2597924 G/A R/H 920 307 unbekannt
hTAS2R47 rs1669405 TIG L/W 842 281 unbekannt
AF494233 rs2599404 T/G FIL 756 252 unbekannt
rs2600355 T/G VIV 54 18 unbekannt
';leﬁgizR;f rs1868769 TIC LL 418 140 unbekannt
TI;A4§4212R;(? hTAS2R49 SNP1 AIG K/R 164 55 unbekannt
hTAS2R50 rs1376521 AIG Y/C 608 203 G 0.66/ A0.34
AF494235 hTAS2R50 SNP1 AlG P/P 777 259 unbekannt

Unterstrichene SNPs wurden mehrfach beobachtet. Bei den Klonierungsarbeiten wurden einige SNPs beobachtet, die noch nicht in
der Datenbank eingetragen sind. Diese wurden Durch Rezeptorname + SNP + Nummer gekennzeichnet (z. B. hnTAS2R50 SNP1).

Die Analyse des hTAS2R16 Gens in der SNP Datenbank des Humanen Genomprojektes ergab finf
eingetragene SNPs (Tabelle 3.8 + Abb. 3.20). Die ersten drei sind konservative SNPs, d. h. sie fihren
nicht zu einem Aminosaureaustausch. Der vierte SNP an Position 516 fuhrt zum Austausch Asparagin
172 (Asn) gegen Lysin (Lys). Der Austausch liegt in der extrazelluldren Schleife zwischen
Transmembranregion 4 und 5 (Abb. 3.20). Die Haufigkeit dieses SNP Allels wird mit 54,7% A, 45,3% G
angegeben. Auch der flinfte SNP bei Base 665 fuhrt zum Austausch der eines Arginins 222 (Arg) gegen
ein Histidin (His). Der Austausch liegt in der dritten intrazelluldren Schleife zwischen TM5 und TM6 (Abb.
3.20). Die Allelfrequenz wird mit A 70,6% und C 29,4% angegeben. Die Daten des Genomprojektes
bestatigen die Existenz des von uns gefunden SNPs an Position 665 der kodierenden Region. Da diese

beiden SNPs zum Aminosaureaustausch flihren, kdnnten sie die Rezeptorfunktion beeinflussen.
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A

e ATG TAS2R16 TAA (e
_ I | | |

identifizierte 300 C/T 303 G/C 460 T/C 516 T/C 665 T/C
SNPs 100 Thr/Thr 101 Val/Val 154 Leu/Leu 172 Asn/Lys 222 Arg/His

Abb. 3.20 Bekannte Variationen des TAS2R16 Gens
A: ldentifizierte Variationen des TAS2R16 Gens mit Angabe der Nukleotid- und Aminosaureposition. Rot:
Genvariationen die zu Aminosaureaustausch fiihren. B: Schematische Abbildung des Rezeptorproteins in der
Membran. Rot: Position der von Genvariationen betroffenen Aminosaure.

3.16 Korrelation menschlicher Salicinschwellwerte mit hTAS2R16 Genvariationen

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass TAS2R16 den Bitterrezeptor zur Detektion von Salicin und
verwandten bitteren R-Glykosiden darstellt. Allerdings sind viele der bislang vorgelegten Befunde nur
indirekte Beweise, die auf einer sehr guten Korrelation der in vitro Messergebnisse mit entsprechenden
Befunden beim Menschen beruhen. Ein unabhangiger Beleg daflir, dass hTAS2R16 der menschliche
Salicinrezeptor ist, kdnnte erbracht werden, indem man zeigt, dass menschlichen Probanden mit einem
veranderten hTAS2R16-Gen, auch eine veranderte Wahrnehmung von Salicin besitzen.

In Kapitel 3.15 wurde gezeigt, dass auch das hTAS2R16 Gen Variationen aufweist. Daher ist es mdglich,
dass ein Teil der menschlichen Populationen eine Variante des TAS2R16 Rezeptors mit veranderter
Funktion besitzt. Deshalb wurde in einer Pilotstudie versucht, Personen zu identifizieren, die
Veranderungen in der Wahrnehmung des Bittergeschmacks von Salicin aufweisen. Bei diesen Personen
sollte untersucht werden, ob die veranderte Wahrnehmung von Salicin durch Variationen des TAS2R16
Gens verursacht wird. SNPs kommen natrlich in vielen Genen vor. Deshalb ist es denkbar, dass ein
SNP in einem anderen fir den Bittergeschmack notwendigen Gen, wie z. B. dem G-Protein Gustducin
ebenfalls zu einer veranderten Wahrnehmung von Bitterstoffen fiihren kann Auch andere Faktoren, wie
Alter, Erndhrungsgewohnheiten oder Erkrankungen koénnen natlrlich auch einen Einfluss auf die
Bittersensitivtitat von Probanden ausiben [Drewnowski, 1997; Schiffman, 1993a]. Um die Probanden auf
solche Effekte hin zu kontrollieren, wurde in den psychophysikalischen Experimenten nicht nur der
Schwellwert von Salicin, sondern als Kontrolle auch der Schwellwert von Denatonium bestimmt.
Genetische Analysen wurden nur bei Probanden durchgefuhrt, die eine normale Denatoniumsensitivitat
aufwiesen. In einer Pilotstudie mit 60 untrainierten Probanden wurde eine Bestimmung des

Wahrnehmungsschwellwerte fur Salicin durchgefihrt. Bei allen 60 getesteten Probanden gab es keine
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Auffalligkeiten fir den Denatoniumschwellwert. Fir Salicin wurden dagegen Variationen des
Schwellwertes beobachtet. 51 Probanden hatten einen Schwellwert von ~0,2 mM. Vier Probanden
erwiesen sich als Salicin hyposensitiv, da sie einen vierfach hdéheren Schwellwert von ca. 0,8 mM
besalen. Funf weitere Probanden wurden als Salicin hypersensitiv klassifiziert, da sie einen flinffach
niedrigeren Schwellwert von ca. 0,04 mM besalRen. Von allen Hyper- und Hyposalicinschmeckern sowie
von vier zufallig ausgewahlten Normalschmeckern wurde jeweils genomische DNA gewonnen und die
Sequenz der kodierenden Region des TAS2R16 Gens analysiert. Fur den Salicin hypersensitiven
Phanotyp wurde kein gemeinsamer SNP in der kodierenden Region gefunden. Der hyposensitiven
Phanotyp von Probanden korreliert dagegen mit einem G/A SNP bei 665 bp (Tabelle 3.10). Alle
hyposensitiven Probanden sind in dieser Position homozygot A, wahrend der Rest der Probanden einen
heterozygoten Genotyp besitzt. Dieser SNP flhrt zum Austausch eines Arginins (Arg) gegen ein Histidin
(His) in der intrazellularen Schleife zwischen Transmembranregion 5 und 6 (Abb. 3.20). Weitere SNPs

wurden in den Proben nicht beobachtet.

Tabelle 3.10 Geno- und Phanotyp der 12 analysierten Probanden

Proband Nummer Salicin-Sensitivitat Genotyp
9 normal 665 heterozygote G/A
8 normal 665 heterozygote G/A
6 normal 665 heterozygote G/A
3 normal 665 heterozygote G/A
2 hyposensitiv 665 homozygote A
4 hyposensitiv 665 homozygote A
1 hyposensitiv 665 homozygote A
5 hyposensitiv 665 homozygote A
1 hypersensitiv 665 heterozygote G/A
7 hypersensitiv 665 heterozygote G/A
10 hypersensitiv 665 heterozygote G/A
12 unsicher® 665 homozygote A

*wurde zuerst als hypersensitiv klassifiziert. Nach erfolgter Sequenzanalyse wurde mit allen Probanden die Schwellwertbestimmung
wiederholt. Bei Proband 12 &nderte sich die Klassifikation von hypersensitiv auf einen Wert zwischen normalsensitiv und
hyposensitiv. Die Klassifikation aller anderen Probanden wurde bestatigt.
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4. Diskussion

4.1 Ergebnisse der Genomanalyse

4.1.1 Zahl der TAS2R-Gene

Die Analyse der Datenbank des humanen Genomprojektes ergab eine Zahl von 24 TAS2R-
Rezeptorgenen und 15 Pseudogenen (Kapitel 3.1). Die Existenz der identifizierten 24 Gene wurde durch
Klonierung von PCR-Produkten aus genomischer DNA, sowie ihrer Sequenzierung bestatigt. Diese wird
im Wesentlichen durch den Vergleich der hier beschriebenen Rezeptoren mit einer kiirzlich publizierten
Sequenzanalyse bestatigt [Conte, 2002]. Allerdings ist dort ein zusatzlicher TAS2R-Rezeptor auf
Chromosom 7 beschrieben (hTAS2R60: Datenbanknummer: NM_177437). Dessen Sequenz besal} in
frheren Versionen der Datenbank des humanen Genomprojektes eine Stopcodon und wurde in dieser
Arbeit als Pseudogen klassifiziert. Eigene Klonierungsarbeiten sowie die Tatsache, dass in der aktuellen
Version des humanen Genomprojektes die Rezeptorsequenz korrigiert wurde, bestatigen die Existenz des
von Conte et al. beschriebenen weiteren TAS2R-Rezeptor-Gens. Da das Genomprojekt weitgehend fertig
gestellt ist, muss es sich bei diesen 25 Rezeptoren um nahezu alle menschlichen TAS2R-Rezeptorgene
handeln. Da es noch einige Licken im Genomprojekt gibt [Bork, 2001], kann nicht véllig ausgeschlossen
werden, dass die Sequenzinformation fiir den einen oder anderen TAS2R-Rezeptor noch fehlt. Weiterhin
wurden die TAS2R-Gene, deren Leserahmen unterbrochen ist, nur anhand der Datenbankinformation als
Pseudogene klassifiziert. Eine experimentelle Bestatigung dieser Klassifikation, durch Klonierung und
Sequenzierung der Pseudogene, erfolgte bisher nur fir hTAS2RyP4 und hTAS2RyP5. Statistisch
gesehen weist die Datenbank des Genomprojektes weisen nur alle 10 000 bp einen Sequenzierfehler auf
[Bork, 2001]. Trotzdem ware es moglich, dass weitere TAS2R-Gene, wie bei TAS2R60 geschehen,
aufgrund von Sequenzierfehlern des humanen Genoms zu unrecht als Pseudogen klassifiziert worden
sind. Es wurden auch mehrere Polymorphismen (SNPs) beobachtet, die Stopcodons verursachen und so
einen funktionellen Rezeptor in ein Pseudogen verwandeln (Kapitel 3.15). Daher ist auch der umgekehrte
Fall denkbar, dass in manchen Personen aus einem Pseudogen aufgrund eines SNPs ein funktioneller
Rezeptor wird. Aufgrund dieser Faktoren ist es moglich, dass sich die Gesamtzahl der TAS2R-Rezeptoren

noch geringfigig erhoht.

4.1.2 Chromosomale Lokalisation der TAS2R-Gene

TAS2R-Gene sind ausschlieBlich auf den Chromosomen 5, 7 und 12 lokalisiert (Abb. 3.1). Schon diese
Lage ist ein starkes Indiz dafiir, dass es sich bei den TAS2R-Rezeptoren um Bitterrezeptoren handelt. Auf
allen Chromosomen, die TAS2R-Rezeptorgene enthalten, wurden durch Kartierungen anhand von
Genmarkern verschiedene ,Bitterloci“ beschrieben [Adler, 2000]. So liegt ein Genlocus zur Wahrnehmung
des Bitterstoffes PROP auf Chromosom 7, in der Region des hTAS2R38 Gens, [Kim, 2003; Guo, 2001].
Ein weiterer PROP-Genlocus wurde auf Chromosom 5p15, genau dort, wo hTAS2R1 lokalisiert ist,

beschrieben [Reed, 1999]. Die menschlichen Bitterrezeptoren auf Chromosom 12 liegen in der Region



66

12p13.31-32. Der zu dieser Region syntene Locus der Maus liegt am distalen Ende von Maus
Chromosom 6 [Gregory, 2002; Adler, 2000]. Dort sind auch in der Maus viele TAS2R-Rezeptorgene
lokalisiert [Adler, 2000]. In diesem Bereich wurden in der Maus Genloci flr die Bitterstoffe Cycloheximid,
Chinin, Raffinoseundeakaacetat und Saccharoseoktaacetat kartiert [Capeless, 1992; Lush, 1995; Lush,
1988; Lush, 1986; Lush, 1984; Lush, 1981].

4.1.3 Evolution der TAS2R-Gene

Mit Ausnahme von hTAS2R1 liegen alle hTAS2R-Rezeptorgene in Gruppen vor (Abb. 3.1). Alle
Rezeptorgene, die auf Chromosom 12 liegen, zeigen untereinander eine grofRere Sequenzhomologie als
zu Rezeptoren von Chromosom 7 und 5 (Tab. 3.1). Die Mitglieder der Unterfamilie TAS2R43 - TAS2R50
weisen im Vergleich zu den anderen TAS2R-Rezeptoren eine auliergewdhnlich hohe Sequenzhomologie
von ~70 - 90% auf (Abb. 3.2). Sie liegen hintereinander auf demselben Abschnitt von Chromosom 12.
Diese Beobachtungen sind starke Indizien dafir, dass die TAS2R-Genfamilie durch eine Reihe von
Genduplikations- und Translokationsereignissen entstanden ist. Fur die mit den TAS2R-Rezeptoren
entfernt verwandten olfaktorischen Rezeptoren [Adler, 2000] wurden solche Mechanismen beschrieben
[Young, 2002a; Young, 2002b]. Die Tatsache, dass die TAS2R-Gene auf Chromosom 12 untereinander
eine ldentitat von 46 % aufweisen, wahrend sie mit den Rezeptoren von Chromosom 7 und 5 nur zu 26 %
identisch sind, ist wahrscheinlich darauf zurlick zu flihren, dass die TAS2R-Rezeptoren auf Chromosom
12 jinger sind, als die Rezeptoren von Chromosom 7 und 5. Die hohe Sequenzhomologie zwischen den
Mitgliedern der Unterfamilie TAS2R43 -TAS2R50 zeigt, dass es sich hier um jlingste Unterfamilie der
menschlichen TAS2R-Rezeptoren handelt.

Der Vergleich menschlicher TAS2R-Gene mit entsprechenden Sequenzen von Nagern zeigt, dass die
meisten dieser Rezeptoren nur eine geringe Sequenzverwandtschaft zu Rezeptoren der jeweils anderen
Spezies besitzen (Abb. 3.3). So ist nur fir wenige menschliche Rezeptoren eine eindeutige Zuordnung zu
einem entsprechenden Rezeptor von Nagern moglich. Meist zeigt ein Rezeptor der einen Spezies
Homologie zu einer ganzen Rezeptorgruppe der anderen Spezies (Abb. 3.3). In Analogie zu den
olfaktorischen Rezeptoren lasst sich auch diese Beobachtung am besten durch Genduplikations und/oder
Genkonversionsereignisse [Young, 2002a] nach der evolutiondren Trennung von Nagern und Primaten
vor ca. 96 Millionen Jahren [Nei, 2001] erklaren. Bei Maus und Ratte, deren Evolution erst seit ca. 33
Millionen Jahren getrennt verlauft [Nei, 2001], kann jedem Rezeptor der Ratte ein eindeutig
sequenzverwandter Rezeptor der Maus zugeordnet werden (Abb. 3.3). Die Sequenzdivergenz der
Rezeptoren von Nagern und Mensch (Abb. 3.3), sowie die groRe Zahl menschlicher Pseudogene (Abb.
3.1), flhren zu der Vermutung, dass die molekulare Evolution der TAS2R-Rezeptoren
Uberdurchschnittlich schnell verlauft. Die so genannte Evolutionsperioden-Regel (UEP-Regel) erlaubt eine
grobe Abschéatzung der durchschnittlich zu erwartenden Sequenzunterschiede aufgrund einer getrennten
Evolution. Die UEP-Regel besagt, dass pro 10 Millionen Jahre getrennter Evolution durchschnittlich ca.
1% Anderung der Aminosduresequenz zu erwartet ist, wenn das gleiche Protein in zwei getrennten

Spezies vorkommt [Wilson, 1977]. Nager weisen, vermutlich aufgrund ihrer kurzen Generationszeit, eine
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doppelt so schnelle molekulare Evolution auf [Adkins, 2001; Ohta, 1993], daher sind ca. 2% Anderung der
Aminosauresequenz je 10 Millionen Jahre getrennter Evolution erwarten. Aufgrund der Trennung von
Maus und Mensch vor ca. 96 Millionen Jahren ist fiir ein beliebiges Protein, das in beiden Spezies
vorkommt, eine Anderung von ca. 20% der Aminosduresequenz zu erwarten. Der Vergleich des
Konservierungsgrades, einiger zufallig ausgewahlter G-Protein gekoppelter Rezeptoren, bestatigt diese
Erwartungen. So zeigen der Dopaminrezeptor D4, der [R-adrenerge Rezeptor 3 und der
Somatostatinrezeptor 1 zwischen Maus und Mensch eine durchschnittliche Sequenzidentitat von ca. 85%
(Tab. 4.1). Auch die Sequenzhomologie der mit den TAS2R-Rezeptoren entfernt verwandten
olfaktorischen Rezeptoren liegt zwischen Maus und Mensch noch bei 73% [Glusman, 2001]. Vergleicht
man die sequenzhomologen Paare der TAS2R-Rezeptoren von Maus und Mensch, so zeigen diese nur
eine reduzierte Sequenzidentitdt von durchschnittlich 55% (Tab. 4.1). Dies spricht fir eine schnelle
molekulare Evolution der TAS2R-Rezeptoren. Auch Sequenzvergleiche der TAS2R-Rezeptoren von Ratte
und Maus bestatigen diese Beobachtung. Aufgrund der Trennung vor 33 Millionen Jahren wiirde man
eine Sequenzdivergenz von 6-7% erwarten. Tats&chlich ist liegt sie jedoch bei durchschnittlich 14% (Tab.
4.1).

Dieses Ergebnis lasst sich vielleicht durch folgende Hypothese erklaren: Eine wichtige Funktion des
Bittergeschmacks ist die Warnung vor Giftstoffen in Nahrungsmitteln [Lindemann, 1996]. Werden toxische
Stoffe in Nahrungsmitteln nicht erkannt, kann dies zum Tod flhren. Folglich haben Individuen, die eine
solche Substanz wahrnehmen, einen starken Selektionsvorteil. Da sich die Nahrungsspektren von Nagern
und Menschen unterscheiden [Laska, 2002], sollten in der Nahrung der beiden Spezies auch zum Teil
unterschiedliche Giftstoffe enthalten sein. Da es fiir das Uberleben beider Arten wichtig ist, die fiir sie
relevanten Stoffe zu erkennen, flhrt dies zu einer schnellen Anpassung der TAS2R-Rezeptoren an die
Giftstoffe des jeweiligen Nahrungsspekirums. Dieser Mechanismus kénnte fir die hohe
Sequenzdivergenz der TAS2R-Rezeptorgene verantwortlich sein. Die Hypothese, der schnellen Evolution
von TAS2R-Rezeptoren durch positive Selektion wird auch durch eine im Mai 2003 erschienen Arbeit
bestatigt [Shi, 2003].

Die oben genannte Hypothese impliziert, dass die stark strukturverwandten Rezeptoren von Maus und
Ratte durch identische oder dhnliche Substanzen aktiviert werden kénnen. Im Gegensatz dazu sollten die
entfernt verwandten Rezeptoren des Menschen durch andere Liganden aktiviert werden. Fir die
Rezeptoren mTAS2R5, rTAS2R9 und hTAS2R10 konnte dies in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden.
Der Rezeptor mTAS2R5 reagiert auf Cycloheximid [Chandrashekar, 2000]. Der orthologe Rezeptor der
Ratte rTAS2R9 (Abb. 3.3) reagiert ebenfalls auf Cycloheximid (Kapitel 3.10). Der zu rTAS2R9 und
mMmTAS2R5 am engsten sequenzverwandte Rezeptor des Menschen, hTAS2R10 (Abb. 3.3), wird dagegen
durch Strychnin, nicht jedoch durch Cycloheximid aktiviert (Kapitel 3.10 + 3.11). Dies zeigt, dass die
orthologen Rezeptoren der Maus und Ratte auch durch identische Substanzen aktiviert werden. Der
entsprechende Rezeptor des Menschen hat dagegen schon andere funktionelle Eigenschaften. Dieses
Ergebnis stitzt die oben genannte Hypothese. Sollte dieses auch auf die anderen TAS2R-Rezeptoren
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Ubertragbar sein, so bedeutet dies, dass die meisten menschlichen TAS2R-Rezeptoren durch andere

Substanzen aktivierbar sind, als die mit ihnen verwandten Rezeptoren von Ratte und Maus.

Tabelle 4.1 Aminoséaureidenititen homologer G-Protein gekoppelten Rezeptoren aus Mensch, Maus und Ratte

Sequenzvergleich Maus / Ratte Sequenzvergleich Maus / Mensch
Rezeptoren Aminoséaureidentitat Rezeptoren Aminosaureidentitat
[%] [%]
Dopaminrezeptor D4 94 Dopaminrezeptor D4 76
Beta-adrenerger-Rezeptor A3 91 Beta-Adrenerger-Rezeptor A3 80
Somatostatinrezeptor 1 99 Somatostatinrezeptor 1 99
mTAS2R19 / rTAS2R1 85 mTAS2R19 / hTAS2R1 46
mTAS2R18 / rTAS2R3 92 mTAS2R18 / hTAS2R16 51
mTAS2R26 / rTAS2R12 91 mTAS2R26 / hTAS2R41 68
mTAS2R21 / rTAS2R7 82 mTAS2R21 / hTAS2R13 57
mTAS2R30 / rTAS2R6 89 mTAS2R30 / hTAS2R7 67
mTAS2R31 / rTAS2R13 74 mTAS2R31 / hTAS2R42 42

Fir den Sequenzvergleich wurden nur TAS2R-Rezeptoren ausgewahlt, fir die in allen drei Spezies ein einzelner eindeutig
sequenzverwandter Rezeptor identifiziert werden konnte (Abb. 3.3).

4.2 Funktionelle Expression von TAS2R-Rezeptoren

4.2.1 Einfluss des N-terminalen Transport-Epitops auf mTAS2R5

Um Liganden fiir die TAS2R-Rezeptoren zu identifizieren wurden diese funktionell in HEK 293 Zellen
exprimiert. Dabei gilt es einige technische Probleme zu l6sen: So ist fur die heterologe Expression einiger
Chemorezeptoren, wie den olfaktorischen Rezeptoren, ist der Transport der Rezeptoren an die
Zelloberflache ein bekanntes Problem [Krautwurst, 1998]. In dieser Arbeit konnte am Beispiel von
MTAS2RS5 gezeigt werden, dass auch die TAS2R-Rezeptoren von diesem Problem betroffen sind. Ohne
N-terminale Modifikation ist fiir diesen Rezeptor in HEK293 Zellen keine Expression an der Zelloberflache
nachweisbar (Abb. 3.5). Bei funktionellen Messungen liegen die Signale im Bereich des Detektionslimits
(Abb. 3.8.A). Die Tatsache, dass Uberhaupt Signale gemessen werden kénnen, zeigt, dass ein geringer
Teil der Rezeptoren die Cytoplasmamembran erreicht. Durch Fusion des Rezeptors mit einem N-
terminalen Membrantransport-Epitop kann eine deutliche Verbesserung des Transports der Rezeptoren
an die Zelloberflache erreicht werden (Abb. 3.5), was sich auch in einer etwa 20-fach ho&heren
Signalamplitude der modifizierten Rezeptoren widerspiegelt (Abb. 3.8.A). Sowohl die immunologischen als
auch die funktionellen Analysen, zeigen, dass die Fusion von TAS2R-Rezeptoren mit einem N-terminalen
Membrantransport-Epitop eine notwendige Voraussetzung fir die effiziente funktionelle Analyse dieser
Rezeptoren in HEK293 Zellen darstellt. Trotz der Verwendung von sehr unterschiedlichen N-terminalen
Membrantransport-Epitopen sind die Dosiswirkungskurven sehr &hnlich (Abb. 3.8.B). Auch die
Abweichungen der errechneten ECsy Werte von mTAS2R5-SST (ECsp: 0,1 £ 0,08 uyM) und mTAS2R5-
RHO (ECsp: 0,2 +0,1uM) liegen im Bereich des Messfehlers. Dies zeigt, dass die
Ligandenbindungseigenschaften des Rezeptors durch N-terminale Modifikationen nicht wesentlich

verandert werden.
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4.2.2 Expression von TAS2R-Rezeptoren

Analysen der humanen TAS2R-Rezeptoren in HEK293 Zellen zeigen, dass ihre Expression grof3e
Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptoren aufweist (Kapitel 3.12). Als Ursache kommen viele
Faktoren, wie z. B. die Stabilitat der mRNA oder des Proteins, sowie Variation der Transkriptions- oder
Translationseffizienzen und eine falsche Proteinfaltung in Betracht [Kaufman, 2000; Opekarova, 2003].
Der Rezeptor mTAS2R5 st trotz einer nachweisbaren Expressionsrate von nur 1% in funktionellen
Experimenten noch gut detektierbar ist. Daher kann vermutlich davon ausgegangen werden, dass dies
auch auf jeden anderen TAS2R-Rezeptor zutrifft, der mindestens dieselbe Expressionsrate zeigt. Von 22
analysierten menschlichen Rezeptoren haben 16 eine Expressionsrate von mehr als 1% (Tab. 3.7), d. h
mindestens 75% der TAS2R-Rezeptoren konnten fir funktionelle Experimente ausreichend exprimiert
sein. Fur vier weitere Rezeptoren liegt die Expressionsrate unter 1% (Tab. 3.7). Dies kénnte zu gering
sein, um sie sicher in funktionellen Experimenten nachzuweisen. Da diese Rezeptoren jedoch in einigen
wenigen Zellen produziert werden, ist es vermutlich méglich, durch Erzeugung von Zelllinien und Wahl
geeigneter Zellklone eine ausreichende Expression dieser Rezeptoren zu erreichen. Nur fir zwei TAS2R-
Rezeptoren scheinen HEK293 Zellen als Expressionssystem nicht geeignet, da fir diese Rezeptoren
keine Expression nachweisbar ist (Tab. 3.7). Um diese Rezeptoren dennoch funktionell zu analysieren,
misste eventuell eine andere Zell wie z. B. CHO oder RIN Zellen auf Expression dieser Rezeptoren
getestet werden.

Die Expression des Rezeptors hTAS2R16 kann in 20% der Zellen detektiert werden. Der Rezeptor
MTAS2RS ist dagegen nur in 1% aller Zellen nachweisbar (Tab. 3.7). Trotzdem lassen sich fur beide
Rezeptoren in FLIPR-Experimenten ahnlich grof3e Signale messen (Abb. 3.7A + 3.9B). Bei einer starken
Reduktion der Zahl der exprimierenden Zellen wirde man eigentlich auch eine Reduktion der
Signalantwort erwarten. Eine mdgliche Erklarung fir diesen scheinbaren Widerspruch ist die Annahme,
dass die beiden Rezeptoren zwar in gleich vielen Zellen exprimiert werden, aber Mengen des
produzierten Rezeptorproteins starke Unterschiede aufweisen. Da aufgrund der
Signalamplifikationskaskade von G-Protein gekoppelten Rezeptoren [Lamb, 1992] kann selbst eine kleine
Menge exprimierten Rezeptors eine groRe Signalantwort auslésen [Lefkowitz, 1978]. Dies kann erklaren,
warum trotz einer unterschiedlichen Menge an Rezeptorprotein in funktionellen Experimenten gleich
groRe Signale detektiert werden. Dies konnte erklaren, warum mTAS2R5 trotz einer wesentlich
geringeren Expressionsrate in den funktionellen Experimenten ahnlich starke Signale zeigt wie
hTAS2R16. Ein experimenteller Hinweis, dass dies tatsachlich der Fall sein kann, liefert Tabelle 3.2 Sie
zeigt, anhand der EGFP-Expression, dass in diesem Versuch fir alle Rezeptoren eine Transfektionsrate
von ca. 30% erreicht wurde. Aber nur in ca. 1% der transfizierten Zellen kann die Expression des
Rezeptors mTAS2R5 nachgewiesen werden. Dies kann darauf zurtick zu fihren sein, dass mTAS2R5 nur
in den am besten exprimierenden Zellen nachgewiesen werden kann, wahrend seine Expression in den

vielen Zellen unter dem Detektionslimit liegt.
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4.2.3 Membranlokalisation von TAS2R-Rezeptoren in HEK293 Zellen

Die Analyse der subzellularen Lokalisation von TAS2R-Rezeptoren an der Plasmamembran von HEK293
Zellen zeigt, dass es auch hier groRe Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptoren gibt. So ist nur flur
12 von 22 analysierten menschlichen Rezeptoren ein Transport des Rezeptors in die Membran
nachweisbar (Kapitel 3.12). Dies zeigt, dass das zum Membrantransport verwendete SST-Epitop nicht fiir
alle TAS2R-Rezeptoren gleich gut geeignet ist. Der Membrantransport ist dabei nicht mit der
Expressionsrate korreliert. So ist z. B. der Rezeptor hTAS2R41 nicht in der Plasmamembran lokalisiert,
obwohl er in 32% aller Zellen exprimiert wird. Der Rezeptor hTAS2R44, der nur in 6% aller Zellen
exprimiert wird, zeigt dagegen in jeder Zelle deutliche Membranstandigkeit.

Die bisher funktionell identifizierten Rezeptoren hTAS2R16, hTAS2R10, mTAS2R5 sowie rTAS2R9
zeigen eine deutliche Lokalisation an der Zelloberflaiche (Abb.3.5 + 3.17; Tab. 3.7). Daher ist eine gute
Membranlokalisation vermutlich eine wichtige Voraussetzung fiir eine funktionelle Analyse dieser
Rezeptoren. Dies ist nur fur 12 von 22 untersuchten menschlichen Rezeptoren der Fall. Eine wichtige
Strategie zur weiteren Optimierung der funktionellen Expression von TAS2R-Rezeptoren ist daher die
Verbesserung ihrer Membranlokalisation. Beim Vergleich verschiedener HEK293-Zellen, die mit dem
gleichen Rezeptor transfiziert sind, zeigen sich haufig Unterschiede in der Membranlokalisation. So kann
selbst bei Rezeptoren mit sehr schlechter Membanlokalisation manchmal in einigen wenigen Zellen eine
Lokalisation des Rezeptors and der Zelloberfliche nachgewiesen werden. Durch Erzeugung von HEK293
Zelllinien, die Rezeptoren dauerhaft exprimieren und Wahl entsprechender Klone konnte die

Membranlokalisation der "problematischen"” TAS2R-Rezeptoren vielleicht verbessert werden.

4.2.4 Analyse der G-Protein Kopplung von TAS2R-Rezeptoren in HEK293 Zellen

Die vergleichende Analyse der G-Protein Kopplung von mTAS2R5 und hTAS2R16 zeigt eindeutige
Unterschiede bezlglich der Kopplung der Rezeptoren an G,s. Das Signal von mTAS2R5 ist nicht
Pertussis-Toxin sensitiv (Abb. 3.19). Dies bestatigt publizierte Daten, die eine Interaktion von mTAS2R5
mit diesem G-Protein zeigen [Chandrashekar, 2000]. Das Signal von hTAS2R16 kann durch Pertussis-
Toxin dagegen vollstandig blockiert werden (Abb. 3.18 +3.19). Dies und die Tatsache, dass die
Aktivierung von hTAS2R16 in Abwesenheit von G5 in HEK293 Zellen gemessen werden kann, zeigen
eindeutig, dass dieser Rezeptor nicht an G,5, sondern an in HEK293 Zellen endogen vorhandene G-
Protein Untereinheiten koppelt. Bei den benutzten endogenen G-Protein-Untereinheiten muss es sich um
G-Protein-Alpha-Untereinheiten vom G- oder G,-Typ handeln, da Pertussis-Toxin nur auf diese wirkt
[Fields, 1997]. In Geschmacksrezeptorzellen wird von TAS2R-Rezeptoren sehr wahrscheinlich ein
heterotrimerer G-Protein Komplex aus Alpha-Gustducin, Beta-1 oder Beta-3 und Gamma-13 aktiviert
[Huang, 1999]. Alpha-Gustducin, das eng mit Transducin verwandt ist, gehoért zur Familie der G-
Untereinheiten [McLaughlin, 1992]. Daher ist es am wahrscheinlichsten, dass hTAS2R16 in HKE293
Zellen mit einer G-Protein-Alpha-Untereinheit vom G;-Typ interagiert. Die Aktivierung von G-
Untereinheiten senkt unter anderem den cAMP-Spiegel der Zellen [Fields, 1997] und kann daher nicht

direkt die beobachtete Ca2+-Freisetzung verursachen. Fir Beta-Gamma-Untereinheiten wurde dagegen
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schon eine Freisetzung von Ca** durch die Aktivierung von Phospholipase C (PLC) oder Ca®*-Kanélen
beobachtet [Sanborn, 1998]. Daher kénnte das beobachtete Ca2+-SignaI eine Folge der Aktivierung einer
endogenen Beta-Gamma-Untereinheit sein.

Die beobachteten Unterschiede zeigen, dass nicht alle TAS2R-Rezeptoren an G5 koppeln kénnen. Es
kann vermutlich nicht davon ausgegangen werden, dass alle TAS2R-Rezeptoren mit in HEK293 Zellen
endogen vorhandenen G-Protein-Untereinheiten interagieren kénnen. Daher ist die G-Proteinkopplung ein
kritischer Punkt flr die weitere erfolgreiche Identifizierung von Rezeptor-Liganden-Paaren. Eine
Optimierung der Signaltransduktion ist dringend erforderlich. Eine Erfolg versprechende Strategie ist die
Modifikation von G,5. So ist z. B bekannt, dass die fliinf C-terminalen Aminosauren der G-Protein-Alpha-
Untereinheiten besonders wichtig fir die Interaktion von Rezeptor und G-Protein sind [Liu, 1995]. Ein
Austausch dieser Aminosauren im G,15 gegen die 5 letzten Aminosauren von Gustducin kdnnte daher die
Interaktion der TAS2R's mit G5 stark verbessern. Fir andere Rezeptoren wurde mit dieser Strategie eine
erhebliche Verbesserung der G-Protein-Kopplung erreicht [Kostenis, 2001]. Gustducin gehort zum Gi-Typ
der G-Proteine. Fir G; -gekoppelte Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass ein Austausch der letzten 44
Aminosauren von G5 gegen die eines G; [Mody, 2000] sowie eine Verklirzung des N-Terminus um die
ersten 6 Aminosauren die Kopplung des Rezeptors and das modifizierte G5 verbessert [Kostenis, 1997].
Daher sind auch diese Modifikationen sinnvoll. Auch eine N-terminale Palmitoylierung [Kostenis, 2002]
und/oder eine Fusion des G-Proteins mit dem Rezeptor [Seifert, 1999] kdnnte die Interaktion der TAS2R's
mit G,45 verbessern.

In Geschmacksrezeptorzellen koppeln die TAS2R-Rezeptoren an einen G-Protein-Komplex aus Alpha-
Gustducin, Beta-1 oder Beta-3 und Gamma-13 [Huang, 1999]. Nach Aktivierung von Alpha-Gustducin soll
durch eine Phosphodiesterase eine Senkung des cAMP-Spiegels erfolgen [Yan, 2001]. Der Beta-Gamma-
Komplex des G-Proteins soll dagegen die Phospholipase C Beta 2 aktivieren [Yan, 2001]. Dieser
Signalpfad fuhrt zur Bildung von IP3 und damit zur Freisetzung von Ca®*. Daher konnte eine andere Erfolg
versprechende Strategie zur Optimierung der Interaktion von G-Protein und TAS2R-Rezeptoren auf der in

vitro Rekonstitution dieser Signaltransduktion in HEK293 Zellen beruhen.
4.3 Identifizierung und Charakterisierung eines neuen Rezeptor-Liganden-Paares

4.3.1 Identifizierung von Salicin als Ligand fiir hTAS2R16

hTAS2R16 transfizierte HEK293 Zellen reagieren auf Stimulation mit D-(-)-Salcin mit einer transienten
Erhéhung des intrazellularen Calcium Spiegels (Kapitel 3.3). Das Signal ist reversibel desensitivierbar und
konzentrationsabhangig (Abb. 3.9B + 3.11). Da Pertusis Toxin das Salicin-Signal vollstdndig blockieren
kann (Abb. 3.18 + 3.19), muss es sich um ein G-Protein gekoppeltes Signal handeln [Fields, 1997]. Das
Salicin-Signal weist daher die typischen Eigenschaften eines Signals von G-Protein gekoppelten
Rezeptoren auf [Kohout, 2003; Kostenis, 2001]. Das Signal ist auch spezifisch fiir nTAS2R16 transfizierte
Zellen und nicht in Kontrollen ohne hTAS2R16 zu beobachten (Abb.3.9). Diese Ergebnisse belegen, dass
Salicin ein spezifischer Agonist fir den Rezeptor hTAS2R16 ist.
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4.3.2 Ligandenstruktur von hTAS2R16 Agonisten

Salicin gehort zur Substanzklasse der bitteren Glykoside. Es besteht aus einem Glucosering, der Gber
eine R-glykosidische Bindung an C1 mit einem Phenolderivat verbunden ist (Abb. 3.9E). Anhand der
bekannten chemischen Struktur des Salicins ist es mdglich, verwandte Substanzen zu testen (Kapitel 3.4).
Es wurden 11 weitere Substanzen identifiziert, die den Rezeptor aktivieren (Tab. 3.4). Durch den
Vergleich der hTAS2R16 Agonisten mit strukturverwandten Substanzen, die den Rezeptor nicht
aktivieren, ist es moglich, ein Strukturmodell fir hnTAS2R16 Agonisten zu entwickeln (Tab. 3.4). So ist das
Phenyl-3-D-Galaktosid im Gegensatz zum Phenyl-R-D-Glucosid nicht in der Lage, den Rezeptor zu
aktivieren. Beide Substanzen unterscheiden sich nur in der sterischen Position der C4-Hydroxylgruppe
(Tab. 3.4). Beim Phenyl-R-D-Glucosid steht die C4-Hydroxylgruppe aquatorial zum Ringsystem (~ auf
Hohe des Ringsystems), beim Phenyl--D-Galaktosid dagegen axial (senkrecht zum Ringsystem). Dieses
Ergebnis fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass bei hTAS2R16-Agonisten die C4-Hydroxylgruppe aquatorial
zum Ringsystem angeordnet sein muss.

Weiterhin ist anhand der Unterschiede in den Schwell- und ECsp-Werten klar zu erkennen, dass die
Substanzen umso effektiver als Agonisten wirken, je unpolarer Ihre Substitution an C1 ist (Tab. 3.4). Dies,
und die Beobachtung, dass B-D-Glucose kein Agonist ist, zeigt, dass die an C1-Substitution an der
Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor beteiligt ist. Allerdings ist eine groRe Variation der chemischen
Struktur in dieser Position erlaubt (von einer Methyl- bis zu einer Naphtylsubstitution). Auch die Position
der C1-Substitution am Glucosering ist fiir die Rezeptor-Liganden-Interaktion entscheidend. Der Rezeptor
wird selektiv durch R-Pyranoside aktiviert (Tab. 3.4). a-Pyranoside, wie Phenyl-a-D-Glucosid, bei denen
die C1 Substitution axial zum Ringsystem liegt, kdnnen den Rezeptor nicht aktivieren. Ein Austausch des
Sauerstoffs an C1, der die hydrophobe Substitution mit dem Glucosemolekdl verkniipft, gegen Schwefel
hat keine Wirkung (Tab. 3.4). Daher scheint diese Position fir die Rezeptor-Liganden-Interaktion nicht
wichtig zu sein. Mannosen wie 4-Nitrophenyl-3-D-Mannose, bei der die C2 Hydroxylgruppe im Gegensatz
zur Glucose axial zum Ringsystem steht, sind genauso gute TAS2R16 Agonisten, wie das entsprechende
Glucosederivat. Daher scheint die Hydroxylgruppe an C2 fir die Bindung des Liganden an den Rezeptor
ebenfalls nicht von grol3er Bedeutung zu sein. Die Tatsache, dass auch Amygdalin ein TAS2R16-Agonist
ist (Tab. 3.4), legt nahe, dass wahrscheinlich auch die C6-Hydroxylgruppe nicht an der Liganden-
Rezeptor-Interaktion beteiligt ist. Amygdalin besitzt zwei Modifikationen: Einerseits ist es an C6 Uber eine
1,6-beta-glykosidische Bindung mit einer weiteren Glucosegruppe verknipft, andererseits sitzt vor dem
aromatischen Rest an C1 eine Nitrilgruppe, wodurch die Polaritat dieser Gruppe deutlich erhdht wird. Die
Zunahme der Polaritat der C1 Substitution ist ausreichend, um den relativ hohen Schwell- und ECso-Wert
zu erklaren. Wirde die C6-Hydroxylgruppe eine wichtige Rolle bei der Liganden-Rezeptor-Interaktion
spielen, so ware es schon aus sterischen Griinden sehr wahrscheinlich, dass Amygdalin seine Fahigkeit
verlieren wirde, den Rezeptor zu aktivieren. Aufgrund des Mangels an geeigneten Testsubstanzen
konnte bisher weder fir das O-Atom der Halbacetalbindung zwischen C5 und C1 noch fiir die C3-

Hydroylgruppe ermittelt werden, ob sie bei der Liganden-Rezeptor-Interaktion eine Rolle spielen.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TAS2R16 Agonisten strukturell sehr unterschiedlich sein
kdénnen, solange sie einige Schllisseleigenschaften aufweisen. Anhand dieser Ergebnisse wurde das in
Abb. 4.1 dargestellte Ligandenmodell entwickelt. Anhand dieses Modell lasst sich vorhersagen, dass
TAS2R16 von Dutzenden, wenn nicht Hunderten verschiedener bitterer Pyranoside aktiviert werden kann.
Sollten auch die anderen Mitglieder der TAS2R-Familie ein breites Substanzspektrum als Liganden
akzeptieren, so ware damit zumindest ein Teil des Ratsels geklart, warum der Mensch trotz einer nur ca.
25 Mitglieder umfassenden Familie von Bitterrezeptoren in der Lage ist, so viele unterschiedliche

Bitterstoffe wahrzunehmen.

Nicht wichtig fiir

Rezeptor-Liganden-Interaktion . HOC . H R1 muss ein hydrophober Rest sein, es
6 2 ist aber eine breite Strukturvariation
erlaubt
’7 1 ¢ von einer Methy- bis Naphtylsubsitution.
5 Nicht wichtig fiir
O{- Rezeptor-Liganden-Interaktion
4— Rezeptor ist selektiv fiir B-Pyranoside
Rezeptor ist selektiv fiir
Cya

dquatoriale Stellung der
fiir C4-Hydroxylgruppe—»>

|2
3 2 Nicht wichtig fiir
<« Rezeptor-Liganden-Interaktion

OH

Abb. 4.1 Ligandenmodell fiir hnTAS2R16 Agonisten
Rot: Gruppen, die fiir die Rezeptor-Liganden-Interaktion wichtig sind. Griin: Gruppen, die keinen Einfluss auf
die Rezeptor-Liganden-Interaktion besitzen. ?: Aus Mangel an geeigneten Testsubstanzen noch nicht
untersuchte Gruppen.

4.3.3 Bedeutung von Salicin und verwandten hTAS2R16 Agonisten

D-(-)-Salicin ist ein Naturstoff, der am aus der Weide gewonnen werden kann. Es ist das am meisten
produzierte phenolische Glucosid [Ruuhola, 2000]. Pflanzen produzieren Salicin zum Frafl3schutz vor
Insekten [Ruuhola, 2001]. Die pharmakologische Wirkung des Salcins ist schon seit Uber 3500 Jahren
bekannt [Vane, 2000]. Es besitzt eine entziindungshemmende und schmerzlindernde Wirkung [Vane,
2000] und wird in diesem Rahmen auch heute noch in der Naturmedizin eingesetzt. Inzwischen ist Salicin
jedoch weitgehend durch das auf Grundlage des Salicins entwickelte Aspirin (Acetylsalicylsaure) als
Schmerzmittel ersetzt worden. Auch viele andere hTAS2R16 Agonisten wie z. B. Helicin, Arbutin und
Amygdalin sind Pflanzeninhaltsstoffe. Arbutin findet auch heute noch in Cremes zur Hautaufhellung

Verwendung [Choi, 2002]. Amygdalin ist ein aus Bittermandeln und Apfelkernen bekanntes Toxin
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[Dicenta, 2002], das auch schon in der Krebstherapie eine sehr umstrittene Verwendung fand [Vickers,
2001]. Phenolische Glucoside kommen in vielen Pflanzen vor, auch einige unserer
Nahrungsmittelpflanzen enthalten sie [Herrmann, 1989]. Da viele dieser Substanzen diverse
pharmakologische Wirkungen haben, soll uns der bittere Geschmack dieser Pflanzeninhaltstoffe sicherlich

vor Vergiftungen schitzen.

4.4 Spezifitat der TAS2R-Rezptoren fiir ihre Liganden

Der Rezeptor hTAS2R16 kann durch viele strukturell recht verschiedene Substanzen (Abb. 4.2) aktiviert
werden (Kapitel 3.4). Anhand der bisher erhobenen Daten kann gezeigt werden, dass allein dieser
Rezeptor potentiell in der Lage ist, sehr viele verschiedene Substanzen zu detektieren. Bemerkenswert ist
in diesem Zusammenhang aber auch die Tatsache, dass die Rezeptoren sehr wohl eine gewisse
Spezifitat zeigen. So missen hTAS2R16 Agonisten einige Schlisseleigenschaften aufweisen, um den
Rezeptor aktivieren zu kénnen (Kapitel 4.3.2). Auch alle anderen getesteten menschlichen TAS2-
Rezeptoren zeigen keine Reaktion auf Salicin (Abb. 3.9.A). Allerdings kann aus diesem Experiment nur
eingeschrankt die Schlussfolgerung gezogen werden, dass es keinen weiteren menschlichen Rezeptor
gibt, der auf Salicin reagiert. So kann, derzeit vermutlich nur ein Teil derTAS2R-Rezeptoren funktionell
analysiert werden (Kapitel 4.2). Deshalb wurden TAS2R-Rezeptoren, die funktionell exprimiert werden
kénnen, darauf hin untersucht, ob sie auch durch Agonisten anderer TAS2R-Rezeptoren aktiviert werden
(Kapitel 3.11). Die Ergebnisse zeigen, dass hTAS2R16 nicht durch den rTAS2R9-Agonisten Cycloheximid
oder den hTAS2R10-Agonisten Strychnin aktiviert wird. Der Rezeptor hTAS2R10 kann nicht durch Salicin
und Cycloheximid aktiviert werden, wahrend rTAS2R9 nicht durch Salicin und Strychnin reagiert. Dies
zeigt, dass Agonisten eines Rezeptors Ublicherweise andere Rezeptoren nicht aktivieren kdnnen. Der
menschliche Rezeptor hTAS2R 10 kann durch mehrere Substanzen aktiviert werden kann (Kapitel 3.10).
Auch wenn bislang nur drei Agonisten fir diesen Rezeptor bekannt sind, zeigt der Vergleich der
chemischen Struktur von Strychnin und Denatonium,zeigt, wie unterschiedlich auch hier die Agonisten
desselben Rezeptors sein kdnnen (Abb. 4.2). Um auch fiir hTAS2R10 und ein Ligandenmodell entwickeln
zu kénnen, missen weiterer Agonisten identifiziert werden. Diese Resultate weisen darauf hin, dass
vermutlich viele oder alle TAS2R-Rezeptoren durch ein breites Substanzspekirum aktiviert werden
kénnen. Daher ist es durchaus mdglich, dass die TAS2R-Rezeptorfamilie beim Menschen ausreichend fiir
die Detektion aller Bitterstoffe ist. Da alle TAS2R-Rezeptoren vermutlich in der selben Zelle vorkommen
[Adler, 2000] ist es auch moglich, dass die Rezeptoren Di- oder Multimere bilden kénnen. Ein solcher
Mechanismus kdnnte zur Erkennung der vielen Bitterstoffe beitragen. Dieser Aspekt sollte bei zukunftigen
Studien bertcksichtigt werden. Daher sollte die Fahigkeit der TAS2Rs zu Bildung von Dimeren sowohl
biochemisch, als auch funktionell untersucht werden.
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Chemische Struktur einiger A TAS2R16-Agonisten
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Chemische Struktur der hTAS2R10-Agonisten

N . I o
CH,0
I OA
CH CH
CH,0 N Q 3

NH— C CH NCH

© = o &H, CH

H 0 o

Strychnin Brucin Denatoniumbenzoat

Abb. 4.2 Chemische Struktur von hTAS2R10- und hTAS2R16-Agonisten
Oben: drei anhand ihrer divergenten Struktur ausgewidhlte hTAS2R16-Agonisten. Unten: Die
chemische  Struktur der drei Dbislang identifizierten = TAS2R10-Agonisten.  Quelle:
www.sigmaaldrich.com

4.5 Vergleich der Ergebnisse des FLIPR-Systems mit menschlichen Sinneswahrnehmungen

Der Vergleich der im FLIPR erhaltenen Ergebnisse mit Sinneswahrnehmungen des Menschen zeigt in
vielen Punkten eine sehr gute Korrelation. Testsubstanzen zur Identifikation von hTAS2R16-Agonisten
wurden nur anhand ihrer chemischen Struktur ausgewahit. Die erst spater durchgefiihrten
psychophysikalischen Experimente zeigen, dass alle Substanzen, die TAS2R16 in unserem in vitro
System aktivieren konnten, flir Menschen bitter schmecken (Tab. 3.6). Dariiber hinaus sind fir alle
getesteten Substanzen die im FLIPR ermittelten Schwell- und ECs-Werte mit den in
psychophysikalischen Experimenten ermittelten Werten nahezu identisch (Tab. 3.6 + Abb. 3.10). Diese
Beobachtungen bestatigen das Ergebnis der FLIPR-Versuche, dass hTAS2R16 der menschliche
Rezeptor fir bittere Pyranoside ist.

Fir den Rezeptor hTAS2R10 werden im FLIPR schon bei ca. 0,1 - 0,2 mM Konzentrationen flir Brucin
und Strychnin die maximalen Signalamplituden gemessen (Kapitel 3.10). Diese Signale sind zu klein um
eine Dosiswirkungskurve erstellen und den Schwellwert ermitteln zu kénnen (Griinde siehe Kapitel 4.2).
Die Toxizitat von Brucin und Strychnin verhindert zudem die Erstellung von menschlichen
Dosiswirkungskurven, aus denen der ECso-Wert und Konzentration der maximalen Bitterintensitat ermittelt
werden koénnten. Der menschliche Schwellwert von Strychnin liegt bei 2 yM [Skramlik, 1926]. Die
Signalsattigung des hTAS2R10-Rezeptors wird schon bei 100- bis 200-fach héheren Konzentrationen
erreicht wird. Daraus ergibt sich eine sinnvolle Korrelation zwischen Schwellwert im Menschen und
starken Aktivierung von hTAS2R10. Diese macht es wahrscheinlich, dass hTAS2R10 der Rezeptor des

Menschen flr Strychnin und Brucin ist. Die gute Korrelation der menschlichen Schwellwerte mit den
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FLIPR-Daten gilt jedoch nicht fiir die Kombination von hTAS2R10 und Denatoniumbenzoat. Der Rezeptor
hTAS2R10 kann durch Denatoniumbenzoat im Bereich von ca. 10 -100 uM aktiviert werden. Der
menschliche Schwellwert fir Denatoniumbenzoat liegt aber bei nur 0,01 uM [Schiffman, 1993a]. Daher
sind die Konzentrationen, in denen diese Substanz den Rezeptor hTAS2R10 aktiviert, immer noch
vielfach hoher als der entsprechende Schwellwert des Menschen. In Anbetracht der sonst guten
Korrelation ist es eher unwahrscheinlich, dass hTAS2R10 den besten Rezeptor flur Denatoniumbenzoat
darstellt. Es wurde schon gezeigt, dass auch der Rezeptor hTAS2R4 in millimolaren Konzentrationen
durch Denatoniumbenzoat aktiviert werden kann [Chandrashekar, 2000]. Angesichts der Tatsache, dass
die Rezeptoren durch ein breites Spektrum unterschiedlicher Substanzen aktiviert werden kdnnen (Kapitel
4.3 + 4.4) ist es nicht Uberraschend dass einzelne Bitterstoffe, trotz der oben gezeigten Spezifitat,
mehrere Rezeptoren aktivieren kénnen.

Die gute Korrelation der Messwerte im FLIPR und der Geschmackstests beim Menschen zeigt weist
darauf hin, dass die Konzentrationen, in denen wir Bitterstoffe wahrnehmen, schon auf Ebene der
Geschmacksrezeptoren kodiert sind und nicht erst durch Rechenleistungen in héheren Hirnzentren
ermittelt werden. Weiterhin kann gezeigt werden HEK293 Zellen ein gutes in vitro Modell zur isolierten
Analyse dieser Rezeptoren darstellt. Es scheint sogar mdglich, die dort erhaltenen Ergebnisse direkt auf

menschliche Geschmackswahrnehmungen zu libertragen.

4.6 Desensitivierung von TAS2R-Rezeptoren als mogliche Ursache fiir die Bitteradaption des
Menschen

In der vorliegenden Arbeit kann gezeigt werden, dass mehrfacher oder lang anhaltender Stimulation mit
Agonisten zu einer starken Reduktion der hTAS2R16 Signale flhrt (Abb. 3.11). Er ist also, wie viele
andere G-Protein gekoppelte Rezeptoren, desensitivierbar bzw. kreuzdesensitivierbar [Zhang, 1997;
Chuang, 1996]. Auch beim Menschen flhrt eine mehrfache oder lang anhaltende Stimulation mit
Bitterstoffen zu einer starken Reduktion des Bittergeschmacks [Keast, 2002; Lawless, 1982]. Dieses
Adaption genannte Phanomen ist auch fiir viele andere Sinnesleistungen wie z. B. die Wahrnehmung des
Geruchs, die Photorezeption oder der Temperatur typisch [Dudel, 1996]. Interessanterweise scheint die
Bitteradaption des Menschen abhangig vom gewahlten Stimulus zu sein. So fiihrt die Dauerstimulation mit
der bitteren Aminosaure L-Tryptophan auch zu einer starken Adaption fiir den Bitterstoff L-Phenylalanin
[Keast, 2002]. Die Bitterstoffe Chinin und Harnstoff sind dagegen von diesem Kreuzadaption genannten
Phanomen nicht betroffen [Keast, 2002]. Aufgrund der Beobachtung, dass hTAS2R16
kreuzdesensitivierbar ist, liegt die Vermutung nahe, dass die Desensitivierung von einzelnen
Bitterrezeptoren die molekulare Ursache fir die Bitteradaption beim Menschen sein kdnnte. Sollte dies der
Fall sein, so sind anhand unserer in vitro-Messergebnisse bei psychophysikalischen Versuchen mit
Menschen folgende Beobachtungen zu erwarten:

1. TAS2R16-Agonisten sollten auch beim Menschen eine Kreuzadaption zeigen.

2. Bitterstoffe, die keine TAS2R16-Agonisten sind, sollten nicht kreuzadaptieren.
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Der Verlauf des psychophysikalischen Adaptionsexperimente (Kapitel 3.7 + 3.8) entspricht diesen
Vorhersagen. So zeigen die hTAS2R16 Agonisten Salicin, Helicin und Phenyl-R3-D-Glucosid
Kreuzadaption. Denatonium sowie Phenyl-a-D-Glucosid, die keine hTAS2R16 Agonisten sind, zeigen mit
hTAS2R16 Agonisten keine Krezuzadaption. Dies ist ein weiter Beweis dafir, dass hTAS2R16 den
Bitterrezeptor fir Salicin und verwandte Substanzen darstellt. Die Ergebnisse belegen auch die These,
dass die Bitteradaption beim Menschen durch eine spezifische Desensitivierung einzelner Rezeptoren
verursacht werden kann. Allerdings hangt diese Interpretation entscheidend von der Art der neuronalen
Informationsleitung ab (Kapitel 1.4).

Das neuronale Mustererkennungsmodell, das vor allem von in Ratte und Maus erhobenen Daten gestutzt
wird, postuliert die Existenz von Rezeptorzellen und Neuronen, die durch alle Geschmacksqualitaten
aktiviert werden [Smith, 2000]. In diesem Modell gibt es nur eine geringe Spezifitdt der Neurone und
Rezeptorzellen fiir jede Geschmacksqualitat [Smith, 2000]. Sollte dieses Modell zutreffen, so ware neben
der oben genannten Interpretation auch eine andere Interpretation der Kreuzadaptionsexperimente
moglich. Die Adaption koénnte dann auch durch Desensitivierung von Gruppen von
Geschmacksrezeptorzellen oder ableitender Neurone hervorgerufen werden, die auf Salicin und
verwandte Agonisten am besten reagieren. Im Mustererkennungsmodell kann es dem Gehirn auch
moglich sein, zwischen verschiedenen Bitterstoffen zu unterscheiden, da in diesem Modell jede Substanz
ein eigenes spezifisches Erregungsmuster erzeugen kann. Deshalb ware es auch denkbar, dass die
Adaption durch Rechenleistung des Gehirns erzeugt wird. Allerdings koénnen Ratten verschiedene
Bitterstoffe nicht anhand ihres Bittergeschmacks unterscheiden [Spector, 2002], was dem
Mustererkennungsmodell widerspricht.

Das Geschmacksbahnenmodell postuliert die Existenz von spezifischen Rezeptorzellen und Nervenfasern
fir jede einzelne Geschmacksqualitat [Hellekant, 1998]. Fir den Bittergeschmack heilt dies, dass alle
Bitterrezeptoren in derselben Bitterrezeptorzelle exprimiert werden. Sollte dieses Modell zutreffen, so
wirde jeder Bitterstoff Rezeptoren in derselben Zelle und damit auch dieselben ableitenden Nervenfasern
aktivieren. Deshalb gibt es fiir das Gehirn sowie die ableitenden Neurone keine Mdglichkeit zwischen
verschiedenen Bitterstoffen zu unterscheiden. Daher kann ein spezifischer Desensitivierungseffekt von
einzelnen Substanzen nicht mehr durch Ereignisse auf neuronaler Ebene kodiert werden. Er muss daher
schon auf Ebene der Rezeptorzelle kodiert sein. Da die Bitterrezeptoren sehr wahrscheinlich die gleiche
Signaltransduktion in der Zelle nutzen (Kapitel 1.5.5), missen die Rezeptoren selbst die Ursache flr die
Desensitivierungseffekte sein.

Inzwischen sprechen sehr viele Beobachtungen dafiir, dass das Geschmacksbahnenmodell richtig ist. So
zeigen die Geschmacksrezeptorzellen auf molekularer Ebenen eine deutliche Spezialisierung (Kapitel
1.4). Insbesondere legen in situ Hybridisierungsexperimente nahe, dass alle TAS2R-Rezeptoren in
denselben Geschmacksrezeptorzellen koexprimiert werden [Adler, 2000]. Die molekularbiologischen
Daten werden inzwischen auch durch eine ganze Reihe weiterer Befunde wie z. B. neuronalen
Ableitungen und Befunden an genetisch veranderten Tiermodellen gestitzt (Kapitel 1.4). Diese

Ergebnisse, sowie die Tatsache, dass die TAS2R-Rezeptoren in HEK293 Zellen Desensitivierung zeigen,
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lassen es als wahrscheinlich erscheinen, dass die Adaption von Bitterstoffen auf der Desensitivierung von

Rezeptoren beruht.

4.7 Mogliche Ursachen des Bittergeschmacks von Phenyl-a-D-Glucosid

Eine weitere Vorhersage anhand unserer in vitro-Messdaten war es, dass zu TAS2R16-Agonisten
strukturverwandte Substanzen, die hTAS2R16 nicht aktivieren, fir den Menschen auch nicht bitter
schmecken. Dies ist jedoch nicht der Fall, da Phenyl-a-D-Glucosid in Konzentrationen fiir Menschen
schwach bitter schmeckt. Fur die Interpretation dieses Ergebnisses sind folgende Punkte wichtig: Der
menschliche Schwellwert von Phenyl-o-D-Glucosid liegt bei 9 + 3 mM und der ECs,—Wert bei 50 £ 17 mM.
Im FLIPR dagegen kann in TAS2R16 transfizierten Zellen auch bei einer Applikation von bis zu 150 mM
Phenyl-a-D-Glucosid keine Rezeptoraktivierung detektiert werden. Fir andere TAS2R16 Agonisten mit
vergleichbar hohen Schwellwerten, wie z. B. Amygdalin, kbnnen dagegen im FLIPR deutliche Signale
gemessen werden. Daher sind Messfehler als mogliche Erklarung unwahrscheinlich. Der mit Phenyl-o-D-
Glucosid nachst strukturverwandte TAS2R16-Agonist, das Phenyl-3-D-Glucosid, hat im FLIPR einen
Schwellwert von 0,07 + 0,02 mM (Mensch: 0,1 = 0,05 mM) und einen ECs, von 1,1 + 0,1 mM (Menschen:
0,7 £ 0,2 mM). Damit ist der Schwell- und der ECso-Wert von Phenyl-3-D-Glucosid um fast drei
Zehnerpotenzen geringer als der von Phenyl-a-D-Glucosid. All diese Beobachtungen zeigen, dass
Phenyl-a-D-Glucosid wahrscheinlich von einem anderen Rezeptor als TAS2R16 detektiert wird.
Versuche, diesen Rezeptor mit Hilfe des FLIPRs zu identifizieren, blieben bislang erfolglos (mdgliche
Ursachen siehe Kapitel 4.2). Eine andere Alternative zu untersuchen, ob Phenyl-R-D-Glucosid einen
anderen Rezeptor als TAS2R16 aktiviert, bieten Kreuzadaptionsexperimente. Sollten TAS2R16 Agonisten
und Phenyl-R-D-Glucosid unterschiedliche Rezeptoren aktivieren, so sollte keine Kreuzadaption zwischen
diesen Substanzen nachweisbar sein (Kapitel 4.5). In entsprechenden psychophysikalischen
Adaptionsexperimenten zeigt sich, dass Adaption mit Phenyl-a-D-Glucosid wie erwartet nicht zu einer
Kreuzadaption mit hTAS2R16-Agonisten fiihrt (Kapitel 3.8). Dies ist natlrlich ein starker Hinweis, dass
Phenyl-a-D-Glucosid einen anderen Rezeptor als hTAS2R16 aktiviert. Es starkt auch die These, dass die
spezifische Desensitivierung von Rezeptoren die molekulare Ursache fir die Adaption des menschlichen
Bittergeschmacks ist.

4.8 Expression von TAS2R16

Bislang wurde nur fur hTAS2R3, hTAS2R4 und hTAS2R5 durch RT-PCR die Expression in der humanen
Wallpapille nachgewiesen [Ueda 2001]. Die Expression von TAS2R16 wurde bislang noch nicht
untersucht. Die in Kapitel 3.9 durchgefiihrte RT-PCR zeigt eindeutig, dass die mRNA von hTAS2R16 in
Wallpapillen enthaltendes Gewebe der menschlichen Zunge nachgewiesen werden kann (Abb. 3.14A
Bahn 5). Die Expression der mRNA ist spezifisch auf Zungengewebe beschrankt, da in allen anderen
untersuchten menschlichen Geweben keine Expression von hTAS2R16-mRNA nachweisbar war. Dieser
Befund entspricht den Resultaten der Expression von TAS2R-Rezeptoren in Nagern: dort konnten sie nur
in Zunge und Hoden nachgewiesen werden, nicht aber in Gehirn, Vomeronasalorgan oder Leber
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[Matsunami, 2000]. Sogar auf der menschlichen Zunge ist die Expression von hTAS2R16 nur auf wenige
Zellen beschrankt, da in Gewebepraparationen der gesamten Zunge, inklusive der Zungenmuskulatur, die
Expression von hTAS2R16 unter dem Detektionslimit lag (Abb. 3.14A Bahn 6 +7). TAS2R-Rezeptoren
kommen nur in einem Teil der Geschmacksrezeptorzellen einer Knospe vor [Adler 2000; Matsunami,
2000]. Die Geschmacksknospen stellen nur einen kleinen Bruchteil der Zellen des gesamten
Zungenepithels dar. Die Zahl der Zellen im nur wenige Zellschichten dicken Zungenepithel ist wiederum
im Vergleich zur Zellzahl der Zungenmuskulatur sehr gering. Daher entsprechen die Ergebnisse der RT-
PCR den Erwartungen an das Expressionsmuster  eines  spezifisch exprimierten
Geschmacksrezeptorgens. Die in situ Hybridisierung (Abb. 3.14B) bestatigt, dass es sich bei den

hTAS2R16 mRNA exprimierenden Zellen um Zellen innerhalb von Geschmacksknospen handelt.

4.9 Ergebnisse der Analyse der Aminosauresequenz

Die Sequenzanalysen der TAS2R-Rezeptorfamilie (Tabelle 3.8) zeigen, dass alle 25 menschlichen
TAS2Rs, wie alle anderen G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCRs), Uber sieben
Transmembranregionen (TM) verfugen. Untersuchungen zur Signaltransduktion dieser Rezeptoren
[Chandrashekar, 2000] sowie eigene Arbeiten (Kapitel 3.13) zeigen, dass diese Rezeptoren an G-Proteine
koppeln koénnen. Anhand ihrer entfernten Sequenzverwandtschaft zum Rhodopsin- sowie zu den
Geruchs- und Vomeronasalorgan-Rezeptoren vom V1R-Typ, lassen sich die TAS2R-Rezeptoren in die
Familie 1 der GPCRs einordnen [Adler, 2000; Bockaert, 1999]. Allerdings sind sie eher untypische
Vertreter dieser Rezeptorfamilie. Viele sonst bei GPCRs weit verbreitete Strukturmerkmale besitzen sie
nicht. So bilden die meisten GPCRs zur Stabilisierung der Rezeptorstruktur ein Disulfidbriicke zwischen
der ersten und zweiten extrazellularen Schleife aus [Bockaert, 1999]. Den meisten TAS2R-Rezeptoren
fehlen aber entsprechenden Cysteinreste (Beispiele siehe Abb. 4.3). GPCRs haben meist am
intrazellularen Ende der TM3 ein sehr konserviertes D/ERY Motiv, dass fir die Rezeptoraktivierung
wichtig ist [Bockaert, 1999]. Auch dieses Motiv fehlt den TAS2Rs (Abb. 4.3). Nur 4 Aminosauren, alle in
putativen Transmembrandoméanen, sind in allen menschlichen TAS2R-Rezeptoren identisch (Abb. 4.3).
Da diese starke Konservierung bei der sonst Ublichen Strukturdivergenz der TAS2R-Rezeptoren
vermutlich kein Zufall ist, sollten diese Aminosauren wichtige Aufgaben erfillen. Aufgrund ihrer Lage (Abb.
4.3 + 4.4) im Kern oder nahe der intrazellularen Seite der Transmembranregionen werden sie aber
vermutlich nicht an der Ligandenbindung beteiligt sein. Fir das konservierte Leucin in TM2, das
Tryptophan in TM3 und das Leucin in TM5 ist eher zu vermuten, dass sie flr eine bestimmte
Konformation der Transmembranregionen notwendig sind. An der Abschaltung des Rezeptors kdénnten,
wie bei vielen anderen Rezeptoren auch, Arrestin sowie G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen beteiligt
sein [Ferguson, 1998; Zhang, 1997]. Ein Hinweis hierauf ist, dass Arrestin-Beta-2 in
Geschmacksrezeptorzellen von Ratten vorkommt. Stimulation von Geschmacksrezeptorzellen mit
Bitterstoffen fiihrt zu einer Akkumulation von Beta-Arrestin an die Membran dieser Zellen (P. Widmayer,
personliche Mitteilung). Das konservierte Serin ganz am intrazellularen Ende der TM5 kdénnte daher fir

die Desensitivierung des Rezeptors durch Phosphorylierung mittels G-Protein  gekoppelter
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Rezeptorkinasen wichtig sein [Pitcher, 1998]. Bei der Betrachtung der konservierten und nicht
konservierten Bereiche dieser Rezeptoren fallt auf, dass Transmembrandomanen sowie die intrazellularen
Schleifen einen deutlich héheren Konservierungsgrad aufweisen als die extrazellularen Schleifen. Die
extrazellulare Schleife zwischen TM4 und TM5 scheint besonders variabel zu sein (Abb. 4.3). Bitterstoffe
haben eine sehr unterschiedliche chemische Struktur (Kapitel 1.6). Daher sollten, die Bindungszentren der
TAS2R-Rezeptoren fir ihre jeweiligen Liganden sehr unterschiedlich gebaut sein [Adler, 2000]. Deshalb
sind die variablen extrazellularen Bereiche, besonders die zwischen TM4 und TM5, exzellente Kandidaten
fir das Bindungszentrum [Adler, 2000].

Bei der Analyse der TAS2R-Rezptorsequenzen wurden trotz der hohen Strukturdivergenz einige
gemeinsame Motive beobachtet (Kapitel 3.14). So weisen alle TAS2Rs mit Ausnahmen von 2 Rezeptoren
ein Glykosylierungmotiv in der dritten extrazellularen Schleife auf (Tab. 3.8). Die Existenz und der hohe
Konservierungsgrad dieses Motivs ist erstaunlich, da die Sequenz der TAS2R-Rezeptoren in dieser
Region eigentlich sehr variabel ist (Abb. 4.3). Daher ist mit hoher Wahrscheinlichkeit davon aus zu gehen,
dass die Rezeptoren an dieser Stelle eine Glykosylierung aufweisen. DieKonservierung dieses Motivs
deutet auf eine wichtige Funktion dieser Glykosylierung hin. Zwar ist ein Einfluss dieser Glykosylierung auf
die Ligandenbindung maoglich [Varki, 1993], aber aufgrund der sehr vielfaltigen chemischen Struktur der
Bitterstoffe eher unwahrscheinlich. Vermutlich spielt die Gykosilierung eher eine wichtige Rolle fir die
korrekte Faltung oder die subzelluldre Lokalisation des Rezeptorproteins [Varki, 1993]. Vielleicht kann
durch gezielte Mutation dieses Motivs eine verbesserte Lokalisation des Rezeptors an der
Plasmamembran der HEK293 Zellen erreicht werden. Fir die meisten TAS2R-Rezeptoren werden auch
Phosphorylierungmotive fir Caseinkinase 2 (CK2) in der ersten intrazellularen Schleife und/oder die
Proteinkinase C (PKC) in der dritten intrazellularen Schleife vorhergesagt (Kapitel 3.14). Diese Enzyme
kénnten daher, wie bei anderen Rezeptoren, ebenfalls an der Desensitivierung der TAS2R-Rezeptoren
beteiligt sein [Waugh, 1999; Pitcher, 1998]. Das in der TM1 vieler TAS2R-Rezeptoren vorhergesagte
Myristoylierungsmotiv liegt im Kern der Membranregion und ist es den entsprechenden Enzymen
vermutlich nicht zuganglich. Da die entsprechende Sequenz aber in vielen TAS2R-Rezeptoren konserviert
ist, kdnnte diese Aminosauresequenz fiir die strukturelle Konformation der TM1 wichtig sein und nur
zuféllig einem Myristoylierungsmotiv ahneln.

Da hTAS2R16 in HEK293 Zellen funktionell untersucht sowie immuncytochemisch nachgewiesen werden
kann, ist dieser Rezeptor natlirlich ein exzellenter Kandidat, um zu untersuchen, welche Auswirkungen
Mutationen der oben genannten Motive auf diesen Rezeptor haben. Die in diesem Zusammenhang fiir
solche Mutationsstudien interessanten Aminosauren sind in Abb. 4.4 dargestellt. Im Gegensatz zu vielen
anderen TAS2R-Rezeptoren besitzt hTAS2R16 keine putative CK2 Phosphorylierungsstelle und auch
kein Myristoylierungsmotiv in TM1. Allerdings hat dieser Rezeptor zwei putative Glykosylierungsmotive
sowie eine putative PKC-Phosphorylierungsstelle. Besonders interessant durfte die Mutation des in
TAS2R-Rezeptoren konservierten Serins an Position 202 sein, da dies Auswirkungen auf die
Rezeptordesensitivierung haben kdnnte.
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Abb. 4.3 Sequenzvergleich einiger menschlicher TAS2R-Rezeptoren
Eine vergleichende Analyse der TAS2R-Sequenzen. Putative Transmembrandoménen (schwarze Balken)
ASN-Glykosylierung (rot), Myristoylierung (griin) sowie Phosphorylierung durch Proteinkinase C (turkis)
Caseinkinase 2 (blau) Die Schattierung der Aminosauren zeigt ihren Konservierungsgrad : rosa: in allen 24
hTAS2Rs identisch, schwarz: hoch konserviert; dunkelgrau: konserviert; hellgrau: schwach konserviert; keine
Schattierung: nicht konserviert.

Abb. 4.4 Orientierung von hTAS2R16 in der Plasmamembran bl

Die Abbildung zeigt die Anordnung der Aminosauren von hTAS2R16 in der Plasmamembran. Die Position der fiir
diesen Rezeptor vorhergesagten Motive und Aminosaurevariationen sind farbig markiert. Grau: mdgliche
Glykosylierung; dunkelblau: moégliche PKC-Phosphorylierung; rosa: Position, der in allen TAS2R-Rezeptoren
identischen Aminosauren, die dunkelrosa dargestellte Aminosaure ist das konservierte Serin, rot: Positionen, an
denen Gen-Poylmorphismen fiir einen Aminosaureaustausch kodieren.
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4.10 Genvariationen

Die Wahrnehmung des Bittergeschmacks vieler Substanzen weist individuelle Unterschiede auf [Keast,
2002; Blakeslee, 1935]. Manche dieser Unterschiede sind eindeutig genetisch bedingt. Das prominenteste
Beispiel hierfir ist der Bittergeschmack von PROP und PTC [Guo, 2001]. Aber auch der Bittergeschmack
des Antibiotikums Chloramphenicol weist genetisch bedingte Unterschiede auf [Sugino, 2002]. Fir viele
weitere Stoffe wie z. B. Chinin, Cascarea, Antipyrin oder Vanillin ist bekannt, dass der Schwellwert flr den
Bittergeschmack dieser Stoffe zwischen verschiedenen Individuen um mehr als den Faktor 100 variieren
kann [Blakeslee, 1935]. Bislang ist nicht ermittelt worden, ob dies genetische Ursachen hat.

Die Analyse der Datenbanken des humanen Genomprojektes, sowie der klonierten TAS2R-Rezeptoren
ergab, dass die TAS2R-Rezeptoren in ihrer kodierenden Region mindesten 77 Genpolymorphismen
(SNPs) aufweisen (Kapitel 3.15). 54 dieser Polymorphismen flihren zu Aminosaureaustauschen.
Mindestens 10 von ihnen sind recht haufig, da sie eine Allelfrequenz von mehr als 10% besitzen.
Aufgrund der relativ groBen Zahl verschiedener SNPs ist es wahrscheinlich, dass zumindest einige die
Funktion der Rezeptoren beeinflussen werden. Vier weitere SNPs fiilhren sogar zum vdlligen
Funktionsausfall eines TAS2R-Rezeptors (Kapitel 3.15). Es liegt daher auf der Hand, zu vermuten, dass
Polymorphismen der TAS2R-Rezeptoren die Ursache flr genetisch bedingte Variationen menschlichen
Bittergeschmacks sind. Diese Vermutung wird durch eine kurzlich erschienene genetische Kartierung von
PROP/PTC-Schmeckern und Nicht-Schmeckern untermauert. Diese liefert starke Hinweise darauf, dass
SNPs des hTAS2R38-Gens die Ursache fiir die Variation des PROP/PTC-Geschmacks sind [Kim, 2003].
Aufgrund der funktionellen Identifizierung von hTAS2R16 als Rezeptor fir Salicin und verwandte
Substanzen, ist es mdglich, zu untersuchen, ob Variationen in der Wahrnehmung von Salicin durch
Polymorphismen im hTAS2R16-Gen verursacht werden. Analysen der Datenbanken des humanen
Genomprojektes ergaben, dass es in der kodierenden Region des hTAS2R16-Gens zwei SNPs gibt, die
zum Aminosaureaustausch filhren (Abb. 3.20). Eine als Pilotstudie, bei 60 Personen, durchgefiihrte
Bestimmung der Salicinschwellwerte, ergab 4 hyposensitive Probanden mit einem um den Faktor 4
erhoéhten Salicinschwellwert, sowie 3 hypersensitive Personen mit einem um den Faktor 5 erniedrigten
Schwellwert. Bei der Analyse der hTAS2R16-Rezeptorsequenz dieser Probanden ergab sich eine gute
Korrelation des hyposensitiven Phanotyps mit dem SNP rs860170. Da dieser an der Position 222 den
Austausch eines Arginins gegen ein Histidin bewirkt (Abb. 4.4), ist er als Ursache des Salicin
hyposensitiven Phanotyps ein guter Kandidat. Um dies zu verifizieren, sollten diese Versuche jedoch mit
einer groBeren Anzahl von Probanden wiederholt werden. Zumal in funktionellen FLIPR-Analysen bislang
keine schlechtere Aktivierbarkeit dieser hTAS2R16-Rezptorvariante festgestellt wurde. Allerdings ist
dieses Ergebnis nicht besonders lberraschend, da die Aminosaure 222 sich in der dritten intrazellularen
Schleife zwischen der Tansmembranregion V und VI befindet (Abb. 4.4). Die Liganden werden vermutlich
an der extrazellularen Seite des Rezeptors binden (siehe Kapitel 4.9). Deshalb ist es unwahrscheinlich,
dass dieser Aminosaureaustausch einen Einfluss auf Rezeptor-Liganden-Interaktion hat. Die dritte
intrazelluldre Schleife des Rezeptors ist dagegen fir die Rezeptor-G-Protein-Interaktion duf3erst wichtig

[Liu, 1996; Liu, 1995]. Daher kénnte dieser Aminosaureaustausch die Wechselwirkung zwischen Rezeptor
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und G-Protein beeinflussen. Da hTAS2R16 bei heterologer Expression in HEK293 Zellen anstelle seines
nattirlichen G-Protein-Komplexes (Kapitel 1.5.5) mit einem vorkommenden endogenen G-Protein-
Komplex interagiert (Kapitel 4.2.4), kénnen Effekte auf die G-Protein-Kopplung nur begrenzt untersucht
werden. Daher muss es ein Ziel weiterer Arbeiten sein, auch bei der heterologen Expression dieser
Rezeptoren den natiirlichen G-Protein-Komplex zur Kopplung an den IP;-Signalpfad zu nutzen. Fir die
Kombination aus einer Beta1-Gamma-13-Untereinheit, die vermutlich Teil des nativen G-Protein
Komplexes der TAS2R-Rezeptoren ist (Abb. 1.2), wurde schon biochemisch gezeigt sie die
Phospholipase C aktiviert und zur IPs-Produktion fihrt [Blake, 2001], ist dies technisch mdglich.

Zusammenfassend l3sst sich daher sagen, dass die Vielzahl der TAS2R-Polymorphismen eine gute
Erklarung fir viele der beim Menschen beobachteten individuellen Geschmacksvariationen bietet. In
dieser Studie konnten erste Hinweise erbracht werden, dass Variationen des TAS2R16 Gens tatsachlich
die Ursache fur eine veranderte Wahrnehmung von Salicin sind. Allerdings missen weitere Studien mit

mehr Probanden diese Befunde bestatigen.

4.11 Ausblick
Aus den Ergebnissen diese Arbeit ergeben sich eine ganze Reihe neuer Aspekte, deren weitere

Untersuchung sich lohnt:

In der vorliegenden Arbeit werden Indizien fiir ein schnelle molekulare Evolution der TAS2R gezeigt. Eine
spannende Frage ist der zugrunde liegende Mechanismus. Um die hier vorgeschlagene Hypothese zu
prufen, ob spezies-spezifische Unterschiede des Ernahrungsverhalten verantwortlich sind, waren eine
Studien der TAS2R-Rezeptoren in Primaten wiinschenswert. Sollte die Hypothese korrekt sein, so
muissen die TAS2R-Rezeptoren entfernt verwandter Primaten funktionell ahnlich sein, wenn diese
Spezies die gleichen Nahrungsquellen nutzen. Die TAS2R-Rezeptoren naher verwandter Affenarten, die
sich sehr unterschiedlich ernahren, sollten dagegen funktionelle Unterschiede aufweisen. Aufgrund der
Tatsache, dass fir hTAS2R10 und hTAS2R16 schon Liganden identifiziert wurden, sind die Gene dieser
beiden Rezeptoren fir solche Studien ideale Kandidaten.

Fir zwei menschliche Rezeptoren wurden hier spezifische Liganden identifiziert. Um die Frage zu
untersuchen, ob es neben der TAS2R-Familie noch andere Bitterrezeptoren geben muss, sollten fiir alle
anderen menschlichen TAS2R-Rezeptoren ebenfalls Agonisten identifiziert werden. In der vorliegenden
Arbeit kann gezeigt werden, dass zur funktionellen Expression aller TAS2R-Rezeptoren eine Optimierung

der Expression sowie der G-Protein -Kopplung notwendig ist.

In der vorliegenden Arbeit wird die Desensitivierung von Bitterrezeptoren als Mechanismus fir die
Adaption von Bitterstoffen beim Menschen vorgeschlagen. Um diese These weiter zu untermauern, ist es
notwendig, weitere Rezeptoren funktionell zu identifizieren und mit deren Agonisten

Kreuzdesensitivierungsexperimente  durchzufiihren. In diesem Zusammenhang ware es auch
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wilnschenswert, den genauen Mechanismus der Rezeptordesensitivierung zu ermitteln. Dies kdnnte es
ermoglichen die Desensitivierung einzelner Rezeptoren spezifisch zu unterdriicken und so diese

Hypothese zu beweisen.

Fir die TAS2R-Rezeptoren kann hier gezeigt werden, dass sie nicht, wie sonst fiir viele Rezeptoren
Ublich, hochspezifisch durch einige wenige Substanzen aktiviert werden. Daher ist eine weitere Frage, wie
so viele chemisch sehr verschiedene Agonisten den gleichen Rezeptor aktivieren kénnen. So ist bislang
nicht bekannt, ob alle Agonisten das gleiche Bindungszentrum nutzen, oder ob es modglicherweise
mehrere Bindungsstellen gibt. Um diese Frage nadher zu studieren, missen die Aminosauren des
Rezeptors, die an der Bindung des Liganden beteiligt sind, identifiziert werden. Ein Erfolg versprechender
Ansatz hierzu ware die Vorhersage der Rezeptorstruktur durch Computermodelling in Kombination mit

gezielten Mutationen sowie funktionellen Studien.

In hier werden erste Indizien fir einen Zusammenhang zwischen Variationen eines TAS2R-Rezeporgens
und einer Unterschiedliche Wahrnehmung eines Bitterstoffes beschrieben. Es muss durch weitere
Assoziationsstudien zwischen Geno- und Phanotypen, geklart werden, welche Auswirkungen diese
Genvariationen auf den menschlichen Geschmack haben. Sind manche Polymorphismen die Ursache fiir
ein verandertes Erndhrungsverhalten? Wenn ja, welche Auswirkungen hat dies auf unsere Gesundheit?
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5 Zusammenfassung

Menschen nehmen Tausende von Stoffen als bitter wahr. Die chemische Struktur der verschiedenen
Bitterstoffe ist sehr vielfaltig: Sie reicht von kleinen Molekilen wie Kaliumchlorid oder Harnstoff, bis zu
sehr komplexen organischen Verbindungen. Die Groflie der einzigen bekannten menschlichen Familie von
Bitterrezeptoren (TAS2Rs) wurde auf nur ca. 80-120 Mitglieder geschatzt. In Anbetracht der hohen Zahl
und Komplexitat der Bitterstoffe erscheint die Zahl von Rezeptoren als sehr gering. Dies fihrt natirlich zu
einer Reihe von Fragen: Wie viele Mitglieder hat die menschliche TAS2R-Genfamilie? Wie viele
verschiedene Substanzen konnen denselben Rezeptor aktivieren? Scheint die Zahl der TAS2R-
Rezeptoren ausreichend, alle Bitterstoffe wahrnehmen zu kénnen oder muss es noch andere

Bitterrezeptorfamilien geben? Diese Fragen zu beantworten, ist das Ziel der vorliegenden Arbeit.

Hier durchgefiihrte Analysen des menschlichen Genomprojektes zeigen, dass Menschen ca. 25 TAS2R-
Rezeptoren besitzt, die eine sehr divergente Aminosaurestruktur aufweisen. Diese Rezeptoren wurden in
eine neu entwickelte Expressionskassette kloniert, die den Transport des Rezeptors an die Zelloberflache
ermoglicht. Um Liganden fir die menschliche TAS2R-Rezeptoren zu identifizieren, wurden die
Rezeptoren in HEK293 Zellen exprimiert und mit verschiedenen Bitterstoffen stimuliert. Der Nachweis der
Rezeptoraktivierung erfolgte durch Calcium-Imaging. Es konnte gezeigt werden, dass hTAS2R16 der
menschliche Rezeptor zur Wahrnehmung von Salicin und verwandten bitteren Pyranosiden ist. So wird
hTAS2R16 in HEK293 Zellen durch Salicin und chemisch verwandte Substanzen aktiviert. Ein Vergleich
der in diesem Messsystem erhaltenen Daten mit  psychophysikalisch ermittelten
Geschmackswahrnehmungen beim Menschen, ergab eine hohe Ubereinstimmung. Die Ergebnisse
deuten auch darauf hin, dass die Desensitiverung einzelner Rezeptoren die Ursache fir die Adaption des
Bittergeschmacks ist. Der Nachweis der Expression des Rezeptors in menschlichen Geschmackspapillen,
sowie die festgestellte Assoziation des G/A Polymorpphismus an Position 665 des hTAS2R16 Gens mit
einer reduzierten Salicinwahrnehmung, sind weitere unabhangige Beweise fir diese These. Ein anderer
menschlicher Rezeptor, hTAS2R10, wird durch die Bitterstoffe Strychnin, Brucin und Denatonium aktiviert.
Dies sowie die Tatsache, dass die zur Aktivierung benutzten Konzentrationen eine sinnvolle Korrelation zu
dem menschlichen Geschmacksschwellwert von Strychnin zeigen, sind starke Hinweise, dass hTAS2R10

der menschliche Rezeptor zur Wahrnehmung von Strychnin und verwandten Substanzen ist.

Die vorliegenden Daten zeigen eindeutig, dass die TAS2R-Rezeptoren auch beim Menschen
Bitterrezeptoren darstellen. Sowohl hTAS2R16, als auch hTAS2R10 werden durch ein Spektrum
strukturell sehr unterschiedlicher Bitterstoffe aktiviert. Falls die anderen Mitglieder der TAS2R-Familie
ebenfalls dieses Verhalten zeigen, ware es mdglich, dass die nur ca. 25 Mitglieder umfassende TAS2R-
Rezeptorfamilie des Menschen tatsachlich zur Wahrnehmung aller Bitterstoffe ausreicht.
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