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Alles Fertige wird angestaunt,

alles Werdende wird unterschéitzt.

Friedrich Nietzsche
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Aminosiuren

Aminoséduren sind organische Verbindungen, die mindestens eine Aminogruppe sowie
mindestens eine Carboxylgruppe enthalten. Sie werden hidufig als ,,Bausteine des
Lebens* bezeichnet, da einige unter ihnen von allen Lebewesen bendtigt werden. Im
engeren Sinne sind damit in erster Linie die 20 proteinogenen L-a-Aminosiuren’
gemeint, die fiir die Biosynthese von Peptiden und Proteinen® (auch Eiweifie genannt)
genutzt werden. Die proteinogenen Aminosduren tragen neben der Carboxylgruppe
auch die Aminogruppe sowie ein Wasserstoffatom am a-Kohlenstoffatom ihres Carbon-
sduregeriists. Anhand der ebenfalls an diesem Kohlenstoffatom befindlichen charakte-
ristischen Seitenkette werden sie voneinander unterschieden und unterteilt (z.B. in
unpolar, ungeladen polar/neutral, basisch und sauer). In lebenden Systemen finden sich
neben diesen proteinogenen Aminosduren auch nichtproteinogene Aminosduren wie

z.B. Ornithin und Citrullin als Zwischenprodukte des Harnstoffzyklus bei Séugetieren.

Die Funktionen der Aminosduren im Organismus sind vielfdltig. Als Bausteine fiir
Proteine bilden sie die Grundlage zur Synthese von biokatalytisch aktiven Enzymen,
Schutzproteinen (z.B. Antikorper), Speicherproteinen (z.B. Ferritin), Strukturproteinen
(z.B. Kollagen), Transportproteinen (z.B. Hémoglobin, Ionenkandle) sowie von
Proteinen fiir Bewegung (z. B. Myosin) und Steuerung (z. B. Rezeptoren). Aminoséduren
dienen jedoch auch als Vorstufen zur Herstellung vieler biologisch aktiver Substanzen,
beispielsweise von Hormonen (z.B. Adrenalin), Neurotransmittern (z.B. Serotonin),
Purin- und Pyrimidinbasen (z.B. Adenin und Cytosin), Porphyrinen (z.B. Ham),
Coenzymbestandteilen (z.B. Cysteamin), Phospholipiden (z. B. Phosphatidylserine) und
Antioxidanzien (z. B. Glutathion). Dariiber hinaus wirken einige Aminoséduren selbst als

Neurotransmitter (z.B. Glutaminsdure). Und schlieSlich kdnnen sie durch Abbau und

' Mit Ausnahme der Aminoséure Glycin handelt es sich hierbei um optisch aktive Verbindungen, so dass
jeweils zwei Enantiomere (L- und D-Form) durch unterschiedliche Stellung der Aminogruppe am
asymmetrischen a-Kohlenstoffatom unterschieden werden. D-Aminoséuren sind im Gegensatz zu
L-Aminosduren in der Natur selten anzutreffen und nicht proteinogen.

? Proteine sind Makromolekiile, die durch Verkniipfung von mehr als 100 Aminosduren iiber
Sadureamidbindungen (sogenannte Peptidbindungen) gebildet werden. Verkniipfungen von weniger als
100 Aminosiuren werden Peptide genannt.
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Umbau zu Glukose, Ketonkdrpern oder Kreatin vom Organismus auch als Energie-

quelle genutzt werden.

1.2 Aminosiuren und Proteine als Nahrungsbestandteile

Einige der lebensnotwendigen proteinogenen Aminosduren sind fiir Sdugetiere essen-
tiell, da sie nicht von ihnen selbst, sondern nur von Mikroorganismen und Pflanzen
synthetisiert werden konnen und daher tliber die Nahrung aufgenommen werden miissen.
Hierzu zéhlen Valin, Leucin, Isoleucin, Methionin, Phenylalanin, Tryptophan, Threonin
und Lysin. Werden sie nicht in ausreichendem Malle aufgenommen, so fiihrt es lang-
fristig zu Mangelerscheinungen wie z.B. Gewichtsverlust, Verringerung von Muskel-
und Fettmasse, Odemen, Leistungsschwankungen und bei Kindern zu Wachstums-
storungen (Biesalski et al., 2010). Die iibrigen 12 proteinogenen Aminosduren gelten
als bedingt essentiell oder nichtessentiell und kdnnen aus metabolischen Vorstufen im
Organismus selbst aufgebaut werden. Um den tdglichen Aminosiure- und Proteinbedarf
des Korpers zu decken, wird einem gesunden Erwachsenen eine Eiweiflzufuhr von
0,8 g/kg Korpergewicht/Tag empfohlen (DGE, 2013).

Aminosduren, die mit der Nahrung aufgenommen werden, liegen dort {iberwiegend in
Form von Proteinen vor. Unter den tierischen Lebensmitteln ist der Eiweillanteil in
Fleisch (16—20 %), Fisch (17—-20 %), Hartkdse (25—-35 %) und Eiern (13 %) am
grofiten (Biesalski et al., 2010). In pflanzlichen Lebensmitteln findet sich der hochste
Eiweilligehalt in Hiilsenfriichten (21-34 %), Getreide (8—27 %) und Niissen (13—
26 %). Es gibt jedoch nicht nur Unterschiede im Eiweillgehalt der Nahrungsmittel,
sondern auch in ihrer Aminosdurezusammensetzung (Ninomiya, 1998). Je mehr diese
der vom Organismus bendtigten Zusammensetzung entspricht, umso hdoher ist die
Verwertbarkeit. Daher wird die biologische Wertigkeit von pflanzlichem gegeniiber

tierischem Eiweil oft als geringer eingestuft.

Auch freie Aminosduren sind, wenn auch in weit geringerem Male, in tierischen und
pflanzlichen Nahrungsmitteln zu finden (Kielwein & Batz, 1986; Ninomiya, 1998;
Jakob et al., 2007). In Berner Hobelkise beispielsweise, einem Extrahartkise, wurde ein
vergleichsweise hoher Gesamtgehalt an freien Aminosduren von bis zu 5,2 % ermittelt
(Jakob et al., 2007). Hierbei war der relative Anteil der proteinogenen Aminosédure
L-Glutaminsdure mit 17,8 % (absolut: 838 mg/100 g) am groBten. Im Vergleich dazu
enthalten 100 g Tomaten beispielsweise etwa 246 mg freie L-Glutaminsdure (Ninomiya,
1998).
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1.3 Aufnahme und Verwertung von Nahrungsproteinen

Werden Proteine vom Menschen (oder auch anderen Sdugern) iiber die Nahrung auf-
genommen, so gelangen sie — gemeinsam mit anderen Makro- und Mikrondhrstoffen —
zundchst in die Mundhdhle, dem ersten Abschnitt des Verdauungstrakts. Hier erfolgt die
Vermischung der Nahrung mit Speichelfliissigkeit sowie ihre mechanische Zerkleine-

rung bis zur Schluckfdhigkeit. AnschlieBend wird sie durch die Peristaltik der Speise-

rohrenwand in den Magen transportiert.

Um die Aminosduren der Nahrungsproteine im Korper verwerten zu konnen, ist zu-

nichst ein Abbau der Makromolekiile in Peptide und freie Aminoséuren durch enzyma-

tische Verdauungsprozesse notig (s. Abb. 1.1).

Nahrungsproteine

|

Magenlumen

Pepsine

Poly- und Oligopeptide

|

Diinndarmlumen

Trypsin
Chymotrypsin
Elastase
Carboxypeptidase
Aminopeptidase

und

Freie Aminosiuren (AS) —» AS-TS

Enterozyt

Di- und Tripeptide (Pep) = Pcpll =pPep —» Pepl

Peprfdas-enl |

Blut

—» Pep

—> AS =p ASTS =P AS

Abb. 1.1 Vereinfachte schematische Darstellung der enzymatischen Proteinverdauung sowie der
Peptid- und Aminosiureabsorption. — Die mit der Nahrung aufgenommenen Nahrungs-
proteine werden mit Hilfe von Verdauungsenzymen im Lumen von Magen und Diinndarm zu
Di- und Tripeptiden sowie freien Aminosduren abgebaut. Diese werden dann iiber aktive
Transportmechanismen (violett) in der apikalen Membran von Diinndarmenterozyten — dem
Peptidtransporter PepT1 sowie verschiedenen Aminosduretransportsystemen (AS-TS) — absor-
biert. Im Enterozyten werden die Peptide grifitenteils zu Aminosduren abgebaut, welche dann

tiber passive Transportsysteme (grau) in das Blut gelangen.
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Der Proteinverdau beginnt im Magen. Durch die von den Belegzellen der driisenhal-
tigen Magenschleimhaut ins Lumen abgegebenen Protonen und Chloridionen entsteht
Salzsdure. Der dadurch verursachte geringe pH-Wert fiihrt zur Denaturierung von Pro-
teinen, was diese fiir Verdauungsenzyme besser zugédnglich macht. Um die Magen-
schleimhaut selbst vor der Salzsdure zu schiitzen, wird von den oberflichennahen
Nebenzellen ein alkalischer Schleim abgesondert. Von den Hauptzellen der Magen-
schleimhautdriisen werden Pepsinogene ins Lumen sezerniert — inaktive Vorstufen
enzymatisch aktiver Proteasen (proteinspaltender Enzyme). lhre Aktivierung zu Pep-
sinen erfolgt durch Abspaltung eines blockierenden Peptids beim Kontakt mit der Salz-
sdure im Lumen. Die Pepsine katalysieren als Endopeptidasen die Spaltung von Amino-
sdureketten durch Hydrolyse von Peptidbindungen im Inneren der Proteine, so dass

Oligo- und Polypeptide entstehen.

Der Proteinverdau wird im an den Magen angrenzenden Diinndarm fortgesetzt. Dazu
werden vom exokrinen Teil der Bauchspeicheldriise inaktive Vorstufen proteolytischer
Enzyme produziert, bei Bedarf gemeinsam mit Bicarbonationen (zur Neutralisierung
des sauren Speisebreis) sezerniert und iiber einen Ausfiihrgang in das Duodenum (den
Zwdlffingerdarm) abgegeben. Hier wird die pankreatische Endopeptidase Trypsin iiber
eine membrangebundene Enteropeptidase des ins Darmlumen ragenden Biirstensaums
durch Abspaltung eines blockierenden Peptids aktiviert und aktiviert anschlieBend
autokatalytisch weitere Pankreasenzyme (Endopeptidasen: Chymotrypsin und Elastase;
Exopeptidasen: Carboxy- und Aminopeptidasen). Aullerdem spalten auch apikalmem-
brangebundene Peptidasen an Diinndarmepithelzellen Oligo- und Dipeptide auf. End-
produkte des Proteinverdaus sind schlieBlich Di- und Tripeptide sowie freie Amino-

sduren, wobei der Peptidanteil dabei deutlich iiberwiegt (Adibi & Mercer, 1973).

Fiir die Absorption der Peptide und Aminosduren aus dem Darmlumen ist ein spezieller
Zelltyp des Diinndarmepithels der Darmzotten verantwortlich, die Enterozyten. Di- und
Tripeptide werden {iber einen tertidr aktiven Transport mit Hilfe des integralen Mem-
branproteins Peptidtransporter 1 (PepT1) im Symport mit Protonen ins Zellinnere trans-
portiert (Fei et al., 1994; Walker et al., 1998; Jappar et al., 2010), wo sie durch zytoso-
lische Peptidasen in Aminosduren abgebaut werden (s. Abb. 1.1). Fiir die Aufnahme
von freien Aminosduren aus dem Darmlumen ins Zytosol der Enterozyten gibt es meh-
rere Aminoséduretransportsysteme in der apikalen Enterozytenmembran — verschiedene
sekundir aktive Na'-Symporter sowie tertidir aktive Aminosdure-Antiporter (Broer,

2008). Der basolaterale Transport von Aminosduren aus den Enterozyten ins Inter-
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stitium erfolgt ebenfalls iiber eine Reihe von spezifischen Transportern, oft iiber einen

passiven Transport mittels Uniportern.

Vom Interstitium gelangen die Aminosduren schlieBlich ins Blut, um im gesamten
Korper verteilt und verwertet werden zu konnen (s. Abb. 1.2). Vorrangig werden sie
hierbei fiir die Synthese von Proteinen und anderen biologisch aktiven Substanzen
genutzt (s. 1.1). Uber die Leberpfortader gelangen sie als Erstes in die Leber. Sie gilt als
zentrales Organ des Aminosdurestoffwechsels. Der grofite Teil der liber die Nahrung
aufgenommenen Aminosduren wird liber membranstindige Aminosduretransportsys-
teme in die Hepatozyten (die funktionellen Leberzellen) transportiert. Hier werden sie
nicht nur zur Synthese zelleigener Molekiile, sondern auch vieler Blutplasmaproteine
genutzt (z.B. des Transportproteins Albumin oder von Gerinnungsfaktoren), die an-
schlieBend ins Blut abgegeben werden. Ein groBBer Anteil der Proteinneusynthesen (ca.
30 %) erfolgt auch im Skelettmuskelgewebe (Suter, 2008), dem groBten Reservoir von

Proteinen und freien Aminosduren im Korper (Biesalski et al., 2010).

Absorption von Neusynthese
Aminosiuren im nichtessentieller
Diinndarm Aminosiuren

N '4

Pool freier
Aminosiuren
des Korpers

PRl
Hormone | Proteine | Glukose NH;

Neurotransmitter Ketonkiorper
Purin- und Pyrimidinbasen

Porphyrine ‘ 1

Coenzymbestandteile
Phospholipide | ATP €O, H,0 | | Harnstoff |

u.a.

Abb. 1.2 Aminosdureverwertung im Organismus. — Die iiber die Nahrung sowie teils durch Neusynthese
erhaltenen Aminosduren werden vom Organismus im Baustoffwechsel (orange) zur Bildung von
Proteinen sowie anderen biologisch aktiven Substanzen benotigt. Besteht ein Aminosduretiber-
schuss, so wird dieser durch Umwandlung in Glukose und Ketonkérper dem Energiestoffwechsel
(blau) zugefiihrt und zu Adenosin-5'-triphosphat (ATP), Kohlendioxid (CO;) und Wasser (H,0)
abgebaut. Der dabei anfallende zytotoxische Ammoniak (NH;) wird in Harnstoff umgewandelt
und ausgeschieden.

Sollten mehr freie Aminosduren zur Verfligung stehen als im Baustoffwechsel benotigt
werden, so gelangen sie in den Energiestoffwechsel. Eine Einspeicherung im Korper,

wie es bei Kohlenhydraten (in Form von Glykogen) und Fetten (in Form von Triglyzeri-

den) der Fall ist, erfolgt nicht. Beim Abbau von Aminosduren sowie beim Umbau der
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Aminosduren zu Glukose und Ketonkorpern entsteht Ammoniak. Da dieser zytotoxisch
ist, wird er in der Leber im Zuge des Harnstoffzyklus groBtenteils in ungiftigen Harn-
stoff umgewandelt. Dieser gelangt dann iiber das Blut in die Nieren. Dort erfolgt die
Ultrafiltration des Blutes in den Nierenkorperchen (den Glomeruli), wodurch der nie-
dermolekulare Harnstoff in den Primérharn iibergeht. Im sich anschlieBenden Tubulus-
system wird ein Teil iiber Harnstofftransporter durch erleichterte Diffusion von den
Nierentubulizellen reabsorbiert (Tsukaguchi et al., 1998). Dennoch ist die Ausschei-
dung von Harnstoff iiber den Endharn bei Sidugern letztlich die Hauptausscheidungs-
form fiir Stickstoff aus dem Korper (Rehner & Daniel, 2010). In weit geringem Malle
sind auch andere stickstoffhaltige Substanzen (wie z.B. Kreatinin und Harnséure) im
Endharn enthalten. Die fiir den Korper wertvollen Aminosduren und Peptide werden
zwar aufgrund ihrer GroBe auch glomerulir filtriert (anders als Plasmaproteine), aber
fast vollstindig iiber Transportsysteme in der apikalen Membran proximaler Tubulus-
zellen reabsorbiert. Fiir die Aminosduren werden dabei mehrere Transportsysteme dhn-
lich wie fiir ihre Absorption in die Enterozyten des Diinndarms verwendet (Broer,
2008). Die tertidr aktive Reabsorption von Di- und Tripeptiden erfolgt jedoch vorwie-
gend liber den Protonensymporter PepT2 (Rubio-Aliaga et al., 2003; Ocheltree et al.,
2005). Neben der Ausscheidung von Stickstoff {iber den Harn kommt es auch {iiber
Féazes und Haut zu Stickstoffverlusten, die allerdings gemeinsam nur knapp 17 % des

Stickstoffverlustes verursachen (Suter, 2008).

1.4 Regulation der Aminosiaureaufnahme in den Korper

Aufgrund der biologischen Wichtigkeit von Aminosduren fiir den Organismus sowie
der im Korper fehlenden Synthesemechanismen fiir einige proteinogene Aminosduren
und des kontinuierlichen Verlusts stickstoffhaltiger Verbindungen durch Ausscheidung
besteht ein stindiger Bedarf der Aufnahme von Aminosduren liber die Nahrung. Es
stellt sich hierbei die Frage, ob der Organismus die Aminosdureaufnahme einerseits
dem aktuellen Bedarf des Korpers und andererseits der Menge und Zusammensetzung
der Aminosduren in der verfiigbaren Nahrung anpassen kann. Die Erkennung von
Aminosduren (oder von aus ihnen aufgebauten Molekiilen) in der Nahrung ist dabei
Voraussetzung fiir eine mogliche, daraus resultierende Regulation der Nahrungswahl,
der Nahrungsmenge, des Proteinverdaus in Magen und Darm sowie der Absorption von

Peptiden und Aminoséuren iiber die Enterozyten.
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Zahlreiche Studien der letzten Jahrzehnte deuten darauf hin, dass Nahrungsaminoséduren
in der Tat vom Korper erkannt werden und Nahrungsaufnahme, Verdauung und
Absorption beeinflussen konnen. So konnte zum einen gezeigt werden, dass Mensch
und Tier in der Lage sind Aminosduren bzw. deren Salze (beim Menschen speziell
L-Glutamat, ein Salz der L-Glutaminsdure) in der Mundhdhle iiber einen fiir sie
charakteristischen Geschmack, den Umamigeschmack®, wahrzunehmen und von den
Geschmacksqualititen siif, salzig, sauer und bitter zu unterscheiden (Ninomiya &
Funakoshi, 1989; Yamaguchi, 1991). Priferenztests an Méusen weisen Aminosduren
dabei als attraktive Geschmacksstimuli aus, da Aminosédurelosungen gegeniiber Wasser
bevorzugt werden (Zhang et al., 2003; Zhao et al., 2003).

AuBlerdem wurde gezeigt, dass eine intragastrische Zufuhr einiger freier Aminosduren
(wie Phenylalanin und Tryptophan) bei Hunden und Menschen zur Stimulierung der
Gastrinsekretion flihrt (Strunz et al., 1978; Feldman & Grossman, 1980; Taylor et al.,
1982). Gastrine sind gastrointestinale Peptidhormone, die vorwiegend von endokrinen
G-Zellen der Magenschleimhaut synthetisiert und bei Bedarf von ihnen sezerniert
werden (Schubert & Peura, 2008). Sie stimulieren unter anderem die fiir Proteindenatu-
rierung und Proteinverdau im Magen wichtige Salzsduresekretion der Belegzellen,
welche durch die intragastrische Gabe von Aminosduren ebenfalls gesteigert werden
kann (Feldman & Grossman, 1980; Taylor et al., 1982). Auch die Freisetzung des
Peptidhormons Cholecystokinin wird durch intraduodenale Infusion einiger Amino-
sauren stimuliert (Colombel et al., 1988). Dieses hauptsdchlich in endokrinen I-Zellen
des Duodenums synthetisierte Hormon fordert unter anderem die exokrine Enzym-
sekretion aus der Bauchspeicheldriise sowie Magenentleerung und Séttigung (Langhans
& Geary, 2010).

Nahrungsaminosduren beeinflussen zudem die Absorption von Aminosduren in Form
von Di- und Tripeptiden {iber den Peptidtransporter PepT1 im Diinndarm. Untersuchun-
gen an Ratten zeigten, dass die PepT1-Expression im Jejunum durch viertidgige Gabe
einer Aminosduremischung verringert und durch viertigiges Fasten im Vergleich zu
Kontrolltieren auf normaler Didt erhoht wird (Ogihara et al., 1999; Thara et al., 2000).
Dariiber hinaus konnte eine spezifisch durch L-Glutamat verursachte Verringerung der

Peptidtransportrate im Jejunum von Ratten nachgewiesen werden, wogegen das nicht-

3 Das Wort ,,umami“ stammt aus dem Japanischen und bedeutet wohlschmeckend.
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proteinogene D-Glutamat im Vergleich dazu zu einer Erh6hung der Transportrate sowie

auch der PepT1-Expression fiihrte (Mace ef al., 2009).

Auch die Aktivitdt abdominaler Zweige des Vagusnervs (dem zehnten Hirnnerv) wird
durch Aminoséuren beeinflusst. Der Vagusnerv reicht mit seinen Verzweigungen bis in
den Bauchraum hinein, reguliert die inneren Organe und ist dabei unter anderem auch
fiir die Kommunikation zwischen Magen-Darm-Trakt und Gehirn verantwortlich
(z.B. zur Steuerung von Verdauungsprozessen). Durch elektrophysiologische Studien
an Ratten konnte gezeigt werden, dass sowohl afferente als auch efferente Nervenfasern
des gastrischen Vagusnervenzweigs durch Infusion von L-Glutamat in den Magen (im
Falle der Efferenzen auch durch Infusion in das Duodenum) stimuliert werden (Niijima,
1991; Niijima, 2000). Die Aktivitdtssteigerung der gastrischen Afferenzen wird dabei
nur durch L-Glutamat, nicht durch andere proteinogene Aminosiuren, verursacht und
ist konzentrationsabhéngig (Uneyama et al., 2006). Durch intraduodenale Infusion von
L-Glutamat wird zudem auch die Aktivitit intestinaler Afferenzen und pankreatischer

Efferenzen stimuliert (Niijima, 2000).

Neben der Aktivierung von Nervenfasern wurde auch die Aktivierung von Hirnregionen
durch intragastrische Infusion von L-Glutamat mittels funktioneller Magnetresonanz-
tomographie an Ratten untersucht (Tsurugizawa et al., 2008; Tsurugizawa et al., 2009).
L-Glutamat fithrt demnach zur Aktivierung verschiedener Regionen in Cortex, Hypo-
thalamus und limbischen System, die mit der Regulation des Nahrungsverhaltens und
der Darmfunktion assoziiert werden. Eine subdiaphragmatische Vagotomie (also eine
Trennung der Verbindung zwischen den abdominalen Zweigen des Vagusnervs und
dem Gehirn) unterdriickt hingegen viele der zuvor beobachteten Signale. Dies zeigt,

dass die Aktivierung vorwiegend iliber den Vagusnerv erfolgt.

All diese Untersuchungen zeigen beispielhaft, dass die iiber die Nahrung aufgenomme-
nen Aminosiuren durchaus Einfluss auf Nahrungsaufnahme, Verdauung und Absorp-
tion haben. Die molekularen Grundlagen fiir die Erkennung der Aminosduren, beson-
ders im Magen-Darm-Trakt, sind jedoch bisher nicht hinreichend geklért. Insbesondere
stellt sich die Frage, welcher der im Verdauungstrakt befindlichen Chemosensoren mit
den Aminosduren interagiert und iiber welche nachgeschalteten Mechanismen er die

beschriebenen, dadurch ausgelosten Reaktionen des Korpers ermdoglicht.
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1.5 Der Umamigeschmacksrezeptor als Aminosiuresensor

1.5.1 Gustatorische Bedeutung

Eine entscheidende Rolle bei der Erkennung von Aminosduren in der Mundhohle spielt
der Umamigeschmacksrezeptor — ein heterodimerer, G-Protein-gekoppelter Rezeptor-
komplex, bestehend aus den beiden Untereinheiten Taslrl und Tas1r3* (Li et al., 2002;
Nelson et al., 2002). Beide Untereinheiten sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der
Klasse C°, besitzen eine lange aminoterminale, extrazellulire Ligandenbindungsdoméne
sowie sieben Transmembrandoménen (s. Abb. 1.3.A) (Hoon et al., 1999; Max et al.,
2001). Die Aminosédurebindung erfolgt an der spezifischen Umamirezeptoruntereinheit
Taslrl (Zhang et al., 2008). Die Taslr3-Untereinheit dagegen bildet gemeinsam mit
einem weiteren Mitglied der Taslr-Familie, dem Taslr2-Rezeptor, auch den funktio-

nellen SiiBgeschmacksrezeptor (Li et al., 2002; Nelson et al., 2002).

Die Expression aller drei Tas1-Rezeptoren wurde spezifisch im Geschmacksgewebe der
Mundhohle nachgewiesen (Hoon et al., 1999; Kitagawa et al., 2001; Max et al., 2001;
Montmayeur et al., 2001; Nelson et al., 2001; Sainz et al., 2001), wobei auch die
Coexpression von Taslrl mit TasIr3 und von Taslr2 mit Tas1r3 im Zungenepithel von
Mausen gezeigt werden konnte (Nelson ef al., 2001). Die Rezeptoren befinden sich an
der apikalen Oberflidche spezialisierter Epithelzellen, den sogenannten Geschmacks-
rezeptorzellen. Diese wiederum sind in zwiebelformigen Strukturen, den Geschmacks-
knospen, lokalisiert (s. Abb. 1.3.B). Dabei handelt es sich um Zellansammlungen,
welche auf der Zungenoberfliche sowie in Gaumen, Rachen und Kehlkopf zu finden

sind.

Durch Coexpression von Taslrl und TasIr3 in humanen embryonalen Nierenzellen,
Stimulation mit verschiedenen Geschmackssubstanzen und anschlieendem ,,Calcium
Imaging® wurde das humane und auch das murine Heterodimer als Sensor von

L-Aminosduren und deren Salzen (wie L-Glutamat) identifiziert (Li et al., 2002; Nelson

* Taslrl ist die Bezeichnung fiir den Geschmacksrezeptor Typ 1 Mitglied 1. Analog dazu bezeichnet
Tas1r3 den Geschmacksrezeptor Typ I Mitglied 3. Zur Vereinfachung wird in dieser Arbeit auf eine
Unterscheidung in der Bezeichnung der Rezeptoren von Mensch und Tier und damit auf die oft iibliche
GroBschreibung im Falle der menschlichen Rezeptoren (z. B. TAS1R1) verzichtet.

> G-Protein-gekoppelte Rezeptoren werden, basierend auf Sequenzhomologien und funktionellen Ahn-
lichkeiten, in sechs Familien unterteilt (Geraedts et al., 2011c). Der Familie C gehdren Rezeptoren an,
die den metabotropen Glutamatrezeptoren dhneln.
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et al., 2002). AuBlerdem konnte eine verstirkende Wirkung purinerger 5’-Ribonukleo-

tide wie z. B. Inosin-5'-monophosphat (IMP) festgestellt werden.

Nach Aktivierung des Umamigeschmacksrezeptors durch Umamistimuli wird eine
intrazelluldre Signalkaskade in der Geschmacksrezeptorzelle ausgeldst, die schlielich
zur Freisetzung des Neurotransmitters Adenosin-5'-triphosphat (ATP) aus der Zelle
fiihrt (zusammenfassende Erlduterung der Signalkaskade s. Yamamoto & Ishimaru,
2013). Die Geschmacksinformation wird schlieBlich iiber gustatorische Nervenfasern
ins Gehirn weitergeleitet (iiber den Geschmackskern zum Thalamus und in den gustato-

rischen Cortex), wo die bewusste Geschmackswahrnehmung erfolgt.

A Aminoséurebindung B Geschmackspore
amino- )
terminale —

Doméne i .
extrazelluldr
RN

Geschmacks-
rezeptorzelle

sieben Trans-

membran- — Zellmembran
doménen —_—

HUNUEEE
carboxy- intrazellular afferente
terminale — Nervenfasern
Doméne

Tas1r3

Abb. 1.3 Aminosduredetektion in der Mundhéhle iiber den Umamigeschmacksrezeptor. — (A) Der
Umamigeschmacksrezeptor ist ein aus den beiden Untereinheiten Taslrl und Taslr3 aufge-
bauter, G-Protein-gekoppelter Rezeptorkomplex. Die Bindung von Aminosduren erfolgt an der
groflen, aminoterminalen, extrazelluldren Ligandenbindungsdomdne der Taslrl-Untereinheit.
(B) Der Rezeptor ist an der apikalen Oberfliche von Geschmacksrezeptorzellen lokalisiert.
Diese befinden sich innerhalb von Geschmacksknospen — zwiebelformigen Zellansammlungen
auf dem Zungenepithel sowie in Gaumen, Rachen und Kehlkopf. Uber die Geschmackspore
erfolgt der Kontakt zwischen Rezeptor und Ligand. Nach Aktivierung des Rezeptors durch
Umamistimuli wird eine intrazellulire Signalkaskade in der Geschmacksrezeptorzelle ausge-
lost, die schliefllich zur Ausschiittung des Neurotransmitters ATP und zur Weiterleitung der
Geschmacksinformation iiber afferente Nervenfasern ins Gehirn fiihrt, wo die bewusste Ge-
schmackswahrnehmung erfolgt.

Studien an Taslrl- und Taslr3-Knockout-Miusen machten die physiologische Bedeu-
tung des Rezeptorkomplexes fiir die Vermittlung des Umamigeschmacks deutlich. Zhao
et al. zeigten anhand von Geschmackspréferenztests und gustatorischen Nervenableitun-
gen, dass die Knockout-Tiere im Vergleich zu Wildtyp-Tieren durch einen kompletten
Verlust der Umamigeschmackswahrnehmung gekennzeichnet sind (Zhao et al., 2003).
Allerdings gibt es kontrdr dazu auch Studien anderer Forschergruppen, die statt eines
kompletten Verlusts lediglich eine Reduktion der Umamigeschmackswahrnehmung bei

Taslrl- bzw. Taslr3-Knockout-Mdusen feststellen konnten (Damak et al., 2003;
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Kusuhara et al., 2013). Dies fiihrte zur Vermutung, dass neben dem Rezeptorkomplex
aus Taslrl und Taslr3 auch andere Rezeptoren, wie z.B. geschmacksgewebespezi-
fische Varianten der metabotropen Glutamatrezeptoren mGluR1 und mGluR4, an der
Vermittlung des Umamigeschmacks beteiligt sind (Chaudhari et al., 2000; San Gabriel
et al., 2005).

1.5.2 Expression der Umamirezeptoruntereinheiten in extraoralem Gewebe

Nach der Entdeckung der Umamirezeptoruntereinheiten im Geschmacksgewebe der
Mundhohle wurde im Laufe der letzten Jahre auch die Expression von Taslrl und
Tas1r3 (ebenso wie von Taslr2 und Molekiilen der gustatorischen Signalkaskade) in
vielen nichtgustatorischen Geweben aufgezeigt. So konnten Taslrl und Taslr3 —
zunichst meist durch PCR-Analysen und Western Blot, spdter zunehmend mittels
Immunhistochemie — in allen Abschnitten des Magen-Darm-Trakts von Mensch und
Nagetieren nachgewiesen werden (Dyer ef al., 2005; Rozengurt ef al., 2006; Bezencon
et al., 2007; Jang et al., 2007; Mace et al., 2007; Margolskee et al., 2007; Akiba et al.,
2009; Hass et al., 2010; Wang ef al., 2011; Daly et al., 2013). Auch in der Speiserdhre
sowie den beiden Darmanhangsdriisen Bauchspeicheldriise und Leber sind die Umami-
rezeptoruntereinheiten zu finden (Taniguchi, 2004; Akiba et al., 2009; Nakagawa et al.,
2009; Oya et al., 2011; Wauson et al., 2012). Dariiber hinaus werden sie jedoch auch
aullerhalb des Verdauungstrakts exprimiert. So wurden beide in spezifischen Hirn-
regionen (Ren et al., 2009; Wauson et al., 2012), in Teilen des Respirationssystems
(Ohmoto et al., 2008; Tizzano et al., 2011; Wauson et al., 2012), im Herzen (Foster et
al., 2013) sowie im Reproduktionssystem (Kitagawa et al., 2001; Max et al., 2001,
Meyer et al., 2012; Voigt et al., 2012; Wauson et al., 2012) nachgewiesen. Wauson et
al. haben zudem durch Real-Time-PCR- und Western-Blot-Analysen einer Vielzahl
muriner Gewebe die Taslrl- und Taslr3-Expression in Auge, Schilddriise, Gallenblase,
Niere, Milz, Thymus, Knochen, Muskel sowie braunem und weillen Fettgewebe auf-

zeigen konnen (Wauson et al., 2012).

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit waren viele der genannten nichtgustatorischen
Expressionsorte noch nicht bekannt. Ein Nachweis der Rezeptoren auf zelluldrer Ebene
sowie die Charakterisierung der Tas1rl- und Tas1r3-exprimierenden Zelltypen steht fiir
viele dieser Gewebe bis heute aus (s. Tab. 1.1). Auch die Colokalisation beider, als
Hinweis auf eine gemeinsame funktionelle Bedeutung in extraoralen Geweben, wurde
bisher nur im Falle des murinen Diinndarms und des murinen Hodens iiberzeugend

nachgewiesen (Meyer et al., 2012; Daly et al., 2013).
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Tab. 1.1 Uberblick iiber die bisher in der Literatur beschriebene Taslrl- und Taslr3-Expression in
nichtgustatorischen Geweben. (Nachweise auf zellulirer Basis farbig dargestellt, s. Legende)

Organsystem/ Gewebe Taslrl | Tas1r3 | Coloka- Beschriebene Literaturquellen
Gewebegruppe lisation Zelltypen
Verdauungs- Speiserohre X Akiba et al. , 2009
system Magen X Taslrl: Belegzellen |Bezengon et al. , 2007; Akiba et al. , 2009;
Tas1r3: Biirstenzellen |Hass et al. , 2010; Nakamura et al. , 2010;
und endokrine Zellen |Haid et al. , 2011; Wauson et al. , 2012
Diinndarm X X ja endokrine Zellen Dyer et al. , 2005; Bezencon et al. , 20071;
Jang et al. , 2007; Mace et al. , 20071;
Margolskee et al. , 2007; Akiba et al. , 2009;
Mace e al. , 2009'; Hass ez al. , 2010;
Wang et al. , 2011; Wauson et al. , 2012;
Daly et al. , 2013
Dickdarm X X Rozengurt et al. , 2006;
Bezengon et al. , 2007; Wauson et al. , 2012
Bauchspeichel- X X B-Zellen Taniguchi, 2004; Nakagawa et al. , 20091;
driise Tas1r3 auch in: Oyaetal. ,2011 l; Wauson et al. , 2012
zentroazindren Zellen
und Gangzellen
Leber X X Tas1r3: Taniguchi, 2004; Wauson et al. , 2012
Gallengangzellen
Gallenblase X X Wauson et al. , 2012
Exkretions- Niere X Wauson et al. , 2012
system
Muskelgewebe |Skelettmuskel X X Wauson et al. , 2012
Herz X X Herzmuskelzellen Wauson et al. , 2012; Foster et al. , 2013
und Fibroblasten
Fettgewebe Braunes Fett X X Wauson et al. , 2012
Weilles Fett X X Wauson et al. , 2012
Immunsystem  |Milz X X Wauson et al. , 2012
Thymus X X Max et al. , 2001; Wauson et al. , 2012
Respirations- nasales Epithel X X Taslr3: SCCs’ Ohmoto et al. , 2008; Tizzano et al. , 2011
system Kehlkopf X X Tas1r3: SCCs’ Tizzano et al. , 2011
Luftrohre X X Taslr3: SCCs* Tizzano et al. , 2011
Lunge X X Wauson et al. , 2012
Reproduktions- [Hoden X X ja Spermien Kitagawa et al. , 2001; Max et al. , 2001;
system Meyer et al. , 2012; Voigt et al. , 2012
Nebenhoden X X Spermien Meyer et al. ,2012; Voigt et al. , 2012
Prostata X X Wauson et al. , 2012
Vorhautdriise X X Wauson et al. , 2012
Gebarmutter X X Wauson et al. , 2012
Eierstocke X X Wauson et al. , 2012
Nervensystem |Gehim X X Max et al. ,2001; Ren et al. , 20091;
Wauson et al. , 2012
Weitere Gewebe |Auge X Wauson et al. , 2012
Schilddriise X X Wauson et al. , 2012
Knochen X X Wauson et al. , 2012

schwarz - Nachweis nur auf nichtzelluldrer Ebene (RT-PCR, Real-Time-PCR, Northern Blot oder Western Blot)
rot - Taslrl zelluldr nachgewiesen (Immunhistochemie oder Reporterproteinfluoreszenz)

blau - Tas1r3 zelluldr nachgewiesen (In-situ-Hybridisierung, Immunhistochemie oder Reporterproteinfluoreszenz)
violett - Tas1rl und Tas1r3 zelluldr nachgewiesen
griin - Colokalisation von Taslrl und Tas1r3 nachgewiesen

" Der in der Quelle angegebene zellulire Nachweis ist zweifelhaft.
% In der Originalquelle wird der Nachweis fiir den Leser nicht deutlich. Er ist aber in einem Review des gleichen

Autors (Wauson et al., 2013) mit Bezug auf diese Quelle beschrieben.
3 Der zellulire Nachweis von Taslrl in dieser Quelle erfolgte im Rahmen der vorliegenden Arbeit.
* engl. solitary chemosensory cells; einzelne chemosensorische Zellen

Die aufgefiihrten Nachweise beziehen sich weitestgehend auf Nagetiere. Fiir Magen, Diinndarm, Dickdarm, Bauch-
speicheldriise (Tas1r3), Leber (Tas1r3), Herz und Spermien erfolgte auch der Nachweis beim Menschen.
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Um die Schwierigkeiten eines zelluliren Nachweises auf Basis von In-situ-Hybridisie-
rung und Immunhistochemie zu iiberbriicken, wurde in den letzten Jahren zunehmend
auf die Verwendung gentechnisch modifizierter Mauslinien zuriickgegriffen. Tizzano et
al. nutzten beispielsweise eine gentechnisch modifizierte Mauslinie, bei der das griin-
fluoreszierende Reporterprotein GFP unter Kontrolle des Taslr3-Promotors exprimiert
wird, um damit Taslr3-exprimierende Zellen durch die Eigenfluoreszenz des GFPs im
Respirationssystem zu detektieren (Tizzano et al., 2011). Von unserer Arbeitsgruppe
wurde hingegen — in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ulrich Boehm
(ZMNH; Hamburg, D / jetzt an der UdS; Homburg, D) — eine gentechnisch modifizierte
Mauslinie generiert, in der das rotfluoreszierende Reporterprotein mCherry unter Kon-
trolle des Tas1rl-Promotors exprimiert wird, was zum Nachweis von Taslrl-exprimie-
renden Zellen im Reproduktionssystem genutzt werden konnte (Meyer et al., 2012;
Voigt et al., 2012).

1.5.3 Bisherige Studien zu extraoralen Funktionen von Taslr1 und Tas1r3

Nachdem die Umamirezeptoruntereinheiten Taslr]l und Tas1r3 in so vielen und zudem
sehr unterschiedlichen extraoralen Geweben zu finden sind, stellt sich die Frage, welche
Funktion(en) sie dort iibernehmen. Im Fokus funktioneller Untersuchungen steht bisher
thre Rolle im Verdauungssystem. Hier gilt es unter anderem zu kliren, ob das Hetero-
dimer aus Taslrl und Tas1r3 auch jenseits der Mundhohle als Chemosensor zur Erken-
nung von Aminosduren fungiert und, ob es auf diese Weise zu einer Regulation von
Verdauungs- und Absorptionsprozessen sowie zur Regulation der Nahrungsaufnahme
und Energiehomdostase beitrdgt — aber auch mogliche Funktionen beider Rezeptoren

unabhéngig voneinander sind denkbar und werden erforscht:

Erste Erkenntnisse beziiglich einer funktionellen Bedeutung der Taslr3-Rezeptor-
untereinheit im Diinndarm lieferten Untersuchungen an Tas1r3-Knockout- im Vergleich
zu Wildtyp-Méusen. Hierbei zeigte sich anhand von Real-Time-PCR- und Western-
Blot-Analysen, dass in den Knockout-Tieren die durch luminale Kohlenhydrate oder
Siilstoffe verursachte Erhohung der Expression des natriumabhédngigen Glukose-
Cotransporters Sgltl in Enterozyten ausbleibt (Margolskee et al., 2007). Parallel dazu
war im Falle des Taslr3-Knockouts, anders als beim Wildtyp, kein Anstieg der
Glukoseaufnahme tiber die Biirstensaummembran zu beobachten. Analysen an endogen
Tas1r3-exprimierenden, humanen enteroendokrinen L-Zellen zeigten dariiber hinaus,
dass die durch den SiBstoff Sucralose induzierte Freisetzung des Inkretinhormons
GLP-1 (Glucagon-dhnliches Peptid-1) durch den Taslr3-Inhibitor Laktisol gehemmt
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wird (Jang et al., 2007). GLP-1 ist ein Peptidhormon, welches die Insulinfreisetzung®
aus pankreatischen B-Zellen stimuliert und damit unter anderem indirekt zur Reduktion
des Blutglukosespiegels fiihrt. Auch in Taslr3-Knockout-Mausen wurde, im Gegensatz
zu Wildtyp-Méusen, keine Erhohung der Sekretion von GLP-1 im Diinndarm nach
Stimulation mit Zuckern oder Siilstoffen beobachtet, dafiir hingegen eine gestorte
Glukosetoleranz und Insulinsekretion aus pankreatischen Inselzellen (Geraedts et al.,
2012). All diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der in enteroendokrinen Zellen des
Diinndarms exprimierte Tas1r3-Rezeptor an der Regulation der Kohlenhydratabsorption
und -verteilung im Korper beteiligt ist. Da Tas1r3 im gustatorischen System gemeinsam
mit dem Tas1r2 die Funktion des SiiBgeschmacksrezeptors zur Erkennung von Kohlen-
hydraten und SiiBBstoffen iibernimmt, wird vermutet, dass beide im Darm in &hnlicher
Weise miteinander zur Bildung eines Kohlenhydratsensors interagieren. Die dazu not-
wendige zelluldre Colokalisation beider wurde bereits im Diinndarm vom Menschen

nachgewiesen (Jang et al., 2007; Margolskee et al., 2007).

Auch die Coexpression von Taslrl und Taslr3 konnte im Darm gezeigt werden — in
murinen, Cholecystokinin-produzierenden Zellen (Daly et al., 2013). Experimente an
murinen Diinndarmgewebeexplantaten sowie kultivierten enteroendokrinen Zellen
lieferten erste Erkenntnisse iiber eine mogliche chemosensorische Funktion der
Umamirezeptoruntereinheiten in diesen Zellen. Nach Stimulation mit den Aminosduren
L-Glutaminsdure, L-Phenylalanin oder L-Leucin setzten diese das Peptidhormon
Cholecystokinin frei. Die Freisetzung kann — wie im Falle einer Aktivierung des
Umamigeschmacksrezeptors im gustatorischen System — spezifisch durch das purinerge
5'-Ribonukleotid IMP verstirkt und durch Hemmung der Taslrl-Expression verringert

werden.

Weitere Hinweise fiir ein funktionelles Zusammenspiel von Taslrl und Tas1r3 in nicht-
gustatorischem Gewebe wurden anhand von Analysen einer murinen, pankreatischen
B-Zelllinie gesammelt (Oya et al., 2011). Nachdem zunichst die Expression beider
Umamirezeptoruntereinheiten in den Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde
gezeigt, dass L-Glutamat sowie die Aminosdure L-Arginin die Insulinsekretion aus den

B-Zellen stimuliert und dies wiederum durch den Zusatz von IMP verstérkt und durch

% Insulin ist ein Peptidhormon, das von B-Zellen im endokrinen Teil der Bauchspeicheldriise (den
Langerhans-Inseln) gebildet, in Vesikeln gespeichert und bei Bedarf sezerniert wird. Es reguliert u. a.
die Aufnahme von Glukose in Korperzellen.
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den Taslr3-Inhibitor Laktisol gehemmt werden kann. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte
kurze Zeit spiter, dass ein gezielter Knockdown der Taslrl- oder der Taslr3-
Genexpression in den pankreatischen [B-Zellen die durch Aminosiuren induzierte
Aktivitit des Proteinkinasekomplexes mTORCI1 (engl. mammalian target of rapamycin
complex 1) in den Zellen hemmt (Wauson et al., 2012). Da dieser Kinasekomplex
Translationsinitiations- sowie Autophagieprozesse reguliert, wird somit die Insulin-
menge in den 3-Zellen beeinflusst. Auch in anderen Zelllinien (z. B. Kardiomyoblasten)
konnte die mTORCI1-Aktivitit durch Hemmung von Taslrl oder Taslr3 beeinflusst
werden, was vermuten ldsst, dass die Rezeptoren auch in weiteren Geweben als Sensor
der Aminosdureverfiigbarkeit fungieren und Einfluss auf zellulire Wachstumsprozesse
nehmen. Die physiologische Bedeutsamkeit der extraoralen Expression und Funktion
der Umamirezeptoruntereinheiten flir den Gesamtorganismus konnte jedoch bisher nicht

geklart werden.

1.6 Weitere Aminosiure- bzw. Peptidsensoren

Neben dem Umamigeschmacksrezeptor sind weitere Rezeptoren im Kdorper bekannt, die
zur Erkennung von Aminosduren bzw. Peptiden befdhigt sind und damit ebenso
potentielle Kandidaten zur Regulation von Aminosdureaufnahme und Aminoséure-
stoffwechsel darstellen. Sie sollen im Folgenden hinsichtlich ihrer Struktur, ihrer
Expressionsorte und ihres Ligandenspektrums (im Hinblick auf Aminosduren bzw.

Peptide) vorgestellt werden.

1.6.1 Der calciumsensitive Rezeptor CaSR

Der calciumsensitive Rezeptor (CaSR) gehort — wie die Umamirezeptoruntereinheiten —
zur Klasse C der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, besitzt damit eine grofle amino-
terminale, extrazellulire Doméne sowie sieben Transmembrandominen (Brown et al.,
1993). Als Sensor der extrazelluliren Ca*"-Konzentration ist der CaSR maBgeblich an
der Regulation der Ca**-Homdostase im Korper beteiligt. Er nimmt direkten Einfluss
auf die Parathormonsekretion’ aus der Nebenschilddriise und die Ca®>"-Exkretion in der

Niere (Conigrave et al., 2002).

7 Das Parathormon wird in Zellen der Nebenschilddriise synthetisiert und bei niedrigem extrazellulirem
Ca2+-Spiegel sezerniert. Es fordert die Ca®*-Mobilisierung aus dem Knochen und die Ca®*-Reabsorption
in der Niere.
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Die Expression des CaSR ist jedoch nicht auf Nebenschilddriise (Brown et al., 1993;
Garrett ef al., 1995) und Niere (Aida et al., 1995; Riccardi et al., 1995) beschriankt. So
wurde sein Vorkommen auch im Verdauungssystem beschrieben: in Magen (Ray et al.,
1997; Cheng et al., 1999 u. a.g), Diinn- und Dickdarm (Gama et al, 1997,
Chattopadhyay et al., 1998), Bauchspeicheldriise (Bruce et al., 1999) sowie Leber
(Canaff et al, 2001). AuBlerdem konnte er in Geschmacksknospen nachgewiesen
werden (San Gabriel et al., 2009; Bystrova et al., 2010; Maruyama et al., 2012). Aber
auch zahlreiche andere Gewebe und Organe wie u.a. Schilddriise, Haut, Knochen,
Knochenmark, Gehirn und Hypophyse exprimieren den CaSR (zusammenfassender
Uberblick s. Brown & MacLeod, 2001).

Die Identifizierung des CaSR als Aminosduresensor erfolgte durch Experimente an
humanen embryonalen Nierenzellen, welche mit dem humanen CaSR transfiziert und
nach Stimulation mit Aminosauren auf einen Anstieg der intrazelluldren Ca*"-Konzen-
tration hin untersucht wurden (Conigrave et al., 2000). Hierbei zeigte sich, dass der
Rezeptor bei Anwesenheit extrazellulidrer Ca**-Ionen durch L-Aminosduren, besonders
aromatische Aminosduren wie L-Phenylalanin und L-Tryptophan, aktiviert wird. Die
Aminoséduren scheinen somit die Sensitivitdt des Rezeptors gegeniiber Ca*"-Ionen zu
regulieren. D-Aminosduren sowie verzweigtkettige L-Aminosduren (wie L-Leucin und
L-Isoleucin) fiihrten jedoch kaum oder gar nicht zur Rezeptoraktivierung. Neben
Aminosduren wurden inzwischen auch y-Glutamylpeptide (z. B. Glutathion) als Aktiva-
toren des CaSR identifiziert (Wang et al., 2006; Ohsu et al., 2010).

1.6.2 Der Aminosiuresensor Gprcéa

Der Rezeptor Gprcba gehort — ebenso wie die Rezeptoren der Taslr-Familie und der
CaSR — zur Familie C der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren und ist somit auch durch
sieben Transmembrandominen und eine lange extrazelluldre, aminoterminale Doméne
gekennzeichnet (Wellendorph & Brauner-Osborne, 2004). Die Expression des Gprc6a
wurde in einer groflen Vielzahl unterschiedlicher Gewebe nachgewiesen. Innerhalb des
Verdauungssystems wird der Rezeptor sowohl im Geschmacksgewebe der Mundhdhle
(Wellendorph et al., 2007; Bystrova et al., 2010), im Magen (Nakamura et al., 2010;
Haid et al., 2011; Haid et al, 2012), in der Bauchspeicheldriise (Wellendorph &
Brauner-Osborne, 2004; Pi ef al., 2011) sowie in der Leber (Wellendorph & Brauner-

% Eine Vielzahl weiterer Forschergruppen hat die Expression des CaSR im Magen beschrieben, wie
Rutten et al., 1999; Feng ef al., 2010; Haid et al., 2011; Haid et al., 2012.



Einleitung 17

Osborne, 2004; Kuang et al., 2005; Pi et al., 2005) exprimiert. Erst kiirzlich wurde der
Rezeptor auch im Diinndarm nachgewiesen (Mizokami et al., 2013; Oya et al., 2013).
Ein Nachweis von Gprc6a im Dickdarm erfolgte bisher nicht. Weitere beschriebene
Expressionsorte des Gprc6a sind Niere, Gehirn, Skelettmuskel, Fett, Lunge, Herz, Milz,
Knochen, Leukozyten, Blutgefifle, Placenta, Eierstocke, Hoden und Nebenhoden
(Wellendorph & Brauner-Osborne, 2004; Kuang et al., 2005; Pi et al., 2005; Harno et
al., 2008).

Im Rahmen von Zellversuchen wurden L-Aminosduren als Agonisten des Gprc6a
identifiziert (Kuang et al., 2005; Wellendorph ef al., 2005; Wellendorph et al., 2007).
Besonders aktivierend wirken dabei die basischen Aminoséuren L-Arginin, L-Lysin und
L-Ornithin. AuBerdem zeigte sich, dass Ca®"- sowie Mg*"-Ionen die Rezeptorantwort

verstiarken (Kuang et al., 2005; Christiansen et al., 2007).

1.6.3 Metabotrope Glutamatrezeptoren

Die metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluR) werden mit mGIuR1 bis 8 bezeichnet.
Sie sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren der Familie C und somit strukturell mit den
bereits vorgestellten Typ-I-Geschmacksrezeptoren, dem CaSR und dem Gprc6a ver-
wandt. Auf Basis von Ahnlichkeiten hinsichtlich Sequenzhomologie, Pharmakologie
sowie Signaltransduktionsweg werden die mGluR wiederum in drei Untergruppen
unterteilt — Gruppe I: mGIluR1 und 5; Gruppe II: mGluR2 und 3; Gruppe III: mGluR4,
6, 7 und 8 (Uberblick s. Willard & Koochekpour, 2013).

Wie ihr Name impliziert, werden mGluR durch L-Glutamat aktiviert, wobei nach Bin-
dung des Liganden eine intrazelluldre Signalkaskade ausgeldst wird (im Gegensatz zu
ionotropen Glutamatrezeptoren, die als spannungsabhingige lonenkanile agieren). Da
mGIuR in neuronalen Zellen exprimiert werden, stellt dies somit einen moglichen Weg
zur Regulation der Signalweiterleitung iliber den exzitatorischen Neurotransmitter

L-Glutamat im zentralen Nervensystem dar (Conn & Pin, 1997).

Die Expression der metabotropen Glutamatrezeptoren wurde jedoch auch auBlerhalb des
Nervensystems beschrieben. So lassen sich beispielsweise mGIluR bzw. verkiirzte
Varianten dieser im Geschmacksgewebe finden (Chaudhari et al., 2000; San Gabriel et
al., 2005; Toyono et al., 2007). Auch in Speiserohre, Magen und Colon wurde die
Expression von mGluR beschrieben (San Gabriel et al., 2007; Akiba et al., 2009; Julio-
Pieper et al., 2010; Nakamura et al., 2010), ebenso wie in den Darmanhangsdriisen
Bauchspeicheldriise und Leber (Storto et al., 2000; Brice et al., 2002). Dariiber hinaus



Einleitung 18

wurden mGIluR-Expressionen in Niere, Herz, Thymus, Lunge, Knochen, Retina, Haut,
Gallenblase, Hoden, Eierstocken u.a. berichtet (zusammenfassender Uberblick s. Julio-
Pieper et al., 2011).

1.6.4 Der Peptidsensor Gpr93

Der Rezeptor Gpr93 (in der Literatur auch hdufig unter den Namen Gpr92 oder Lpar5
zu finden) wird — im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Rezeptoren — nicht der
Familie C, sondern der Familie A der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren® zugeordnet.
Seine Expression im Organismus erscheint weit verbreitet. In Bezug auf das Verdau-
ungssystem konnte Gpr93 im Geschmacksgewebe sowie in Magen, Diinndarm, Dick-
darm und Leber nachgewiesen werden (Kotarsky et al., 2006; Lee et al., 2006; Choi et
al., 2007a; Haid et al., 2012; Haid et al., 2013). Weitere beschriebene Expressionsorte
sind Niere, Gehirn, Lunge, Herz, Milz, Thymus, Skelettmuskel, Knochenmark, Haut

und Placenta.

Nachdem zunichst 1-Oleoyl-Lysophosphatidsdure als Ligand des Gpr93 identifiziert
wurde (Kotarsky et al., 2006), folgte wenig spéter die Entdeckung seiner Aktivierung
durch Pepton — einer Mischung aus enzymatisch erhaltenen Peptidfragmenten und
freien Aminosduren (Choi ef al., 2007b). Die durchgefiihrten Zellversuche zeigten dabei
aullerdem, dass freie Aminosduren selbst nicht aktivierend wirken, es sich also nicht um

einen Aminosduresensor, sondern einen Peptidsensor handelt.

1.7 Die gentechnisch modifizierten Mauslinien Tas1r1*** und
Taslrl“/ROSA26"*""

Zur Analyse von Expression und Funktion der murinen Umamirezeptoruntereinheit

Taslrl in gustatorischen und nichtgustatorischen Geweben wurden von unserer Arbeits-

gruppe in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ulrich Boehm (ZMNH;

Hamburg, D / jetzt an der UdS; Homburg, D) Mauslinien mit gentechnisch modifizier-

tem Tas1rl-Lokus generiert.

1.7.1 Die Knockout/Knockin-Mauslinie Tas1r15/%

BLiR

Die genetisch modifizierte Mauslinie Taslrl ist durch den Ersatz des offenen

Leserahmens von Tas/rl durch eine Expressionskassette gekennzeichnet, die den

? Der Familie A gehoren Rhodopsin-dhnliche G-Protein-gekoppelte Rezeptoren an.
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codierenden Bereich des transneuronalen Markerproteins Gerstenlektin, eine interne
ribosomale Eintrittsstelle sowie den codierenden Bereich des rotfluoreszierenden
Reporterproteins mCherry enthélt (Voigt ef al., 2012). Das Reporterprotein wird somit
unter Kontrolle des Taslrl-Promotors exprimiert, sodass die Detektion der mCherry-

Autofluoreszenz einen Nachweis fur Tas1rl-Promotoraktivitéat darstellt.

Die Mauslinie wurde bereits zur Identifizierung und Charakterisierung Taslrl-expri-
mierender Zellen im gustatorischen System sowie im mannlichen Reproduktionssystem
genutzt (Meyer et al., 2012; Voigt et al., 2012; Kusuhara et al., 2013). In anderen
nichtgustatorischen Geweben — z.B. in Gehirn, Niere, Teilen des Verdauungs-, des
Respirations- und des Immunsystems sowie Fett- und Muskelgewebsarten — war die
mCherry-Fluoreszenz hingegen nicht nachweisbar, obwohl die Expression von mCherry
sowie Taslrl bei heterozygoten Tieren der Mauslinie auf PCR-Ebene in jedem der
untersuchten Gewebe detektiert werden konnte (Sandra Hiibner, DIfE, Nuthetal, D;
unverdffentlicht). Da eine Analyse mittels quantitativer Real-Time-PCR zeigte, dass
innerhalb der untersuchten nichtgustatorischen Gewebe die mit Abstand hdochste
mCherry-Expression im Hoden der Tiere nachweisbar ist, wird vermutet, dass in den
anderen Geweben der sehr geringe Expressionspegel des mCherry nicht zur Detektion

der Reporterproteinfluoreszenz ausreicht.

Die Mauslinie Tas1r1?*® wurde auBerdem zur funktionellen Analyse der Auswirkungen
eines Taslrl-Knockouts innerhalb des gustatorischen Systems genutzt, wobei im
Rahmen von konditionierten Geschmacksaversionsexperimenten sowie gustatorischen
Nervenableitungen Einschrinkungen in der Umamigeschmackswahrnehmung detektiert
wurden (Kusuhara et al., 2013). Eine Untersuchung der Auswirkungen eines Taslrl-

Knockouts in nichtgustatorischen Geweben erfolgte bisher nicht.

1.7.2 Die Doppel-Knockin-Mauslinie Tas1r1<“/ROSA26"*"*

Die Doppel-Knockin-Mauslinie Taslrl““/ROSA26 " (Foster et al., 2013) wurde
durch Kreuzung heterozygoter Tiere der gentechnisch modifizierten Mauslinie
Taslr1“ mit homozygoten Tieren der Reportermausliniec ROSA26:stopp"™**‘tdRFP
(Luche et al., 2007) generiert'’. Die Mauslinie Taslrl1“® ist durch den Ersatz des

' Die Mauslinie Tas1rl1 " wurde von Dr. Anja Voigt (DIfE; Nuthetal, D) in Kooperation mit der Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Ulrich Boehm (ZMNH; Hamburg, D / jetzt an der UdS; Homburg, D) generiert.
Die Reportermauslinic ROSA26:stopp"™““tdRFP wurde von Prof. Dr. Ulrich Boehm (ZMNH;
Hamburg, D / jetzt an der UdS; Homburg, D) und Prof. Dr. Hans Jorg Fehling (Universitétsklinik Ulm,
D) zur Verfligung gestellt.
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offenen Leserahmens von Taslrl durch eine Expressionskassette gekennzeichnet, die
den codierenden Bereich des transneuronalen Markerproteins Gerstenlektin, eine interne
ribosomale Eintrittsstelle sowie den codierenden Bereich der Cre-Rekombinase (Cre)
enthilt. Die Cre-Expression erfolgt somit unter Kontrolle des Taslrl-Promotors. Die

Reportermauslinic ROSA26:stopp"

tdRFP wiederum ist durch eine Cre-abhédngige
Expression des tandemdimer-rotfluoreszierenden Proteins (tdRFP) unter Kontrolle des
in der Maus ubiquitidr aktiven ROSA26-Promotors gekennzeichnet. In Tieren der
Doppel-Knockin-Mauslinie Taslrl““/ROSA26™" wird daher die Expression des
Reporterproteins tdRFP durch Aktivitdt des Taslrl-Promotors aktiviert. Damit ist die
Detektion tdRFP-exprimierender, rotfluoreszierender Zellen in Geweben von Tieren
dieser Mauslinie ein Zeichen einer — aktuellen oder aber auch vergangenen — Aktivitét
des Taslrl-Promotors. Da die Expressionsstirke des Reporterproteins in diesem Fall
nicht direkt, wie bei der Mauslinie TaslrlBLiR, sondern indirekt von der Taslrl-
Promotoraktivitdt abhéngig ist, soll so die bisher schwierige Detektion Taslrl-
exprimierender Zellen in nichtgustatorischen Geweben erleichtert werden. Neben dem

peripheren gustatorischen System wurde bereits das Gehirn von Tieren dieser Mauslinie

erfolgreich auf tdRFP-exprimierende Zellen hin untersucht (Voigt, 2011).

1.8 Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Rolle der spezifischen Umamige-
schmacksrezeptoruntereinheit Tas1r]l im Korper jenseits ihrer gustatorischen Bedeutung

fiir die Aminosduredetektion in der Mundhohle analysiert werden.

Dazu sollte zunéchst eine histologische Taslrl-Expressionsanalyse nichtgustatorischer
Gewebe der Doppel-Knockin-Mauslinie Taslrl““/ROSA26"RFF erfolgen. Durch Detek-
tion des rotfluoreszierenden Reporterproteins tdRFP, dessen Expression durch Aktivitit
des Taslrl-Promotors aktiviert wird, sollten extraorale Expressionsorte des Taslrl auf
zelluldrer Ebene identifiziert und Taslrl-exprimierende Zellen charakterisiert werden.
Fir die Analyse wurde ein strukturell wie funktionell diverses Gewebeset gewihlt,
welches Teile des Verdauungs-, Exkretions-, Immun-, Respirations- und Reproduk-

tionssystems sowie verschiedene Muskel- und Fettgewebstypen umfasste.

Zur Untersuchung der extraoralen Funktionen des Taslrl sollte eine phénotypische
Charakterisierung von Taslrl-Knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp- sowie
Taslrl-heterozygoten Miusen der Knockout/Knockin-Mauslinie Taslr1?*® durch-

geflihrt werden. Im Fokus stand hierbei die Analyse der Bedeutung des Taslrl fiir
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Erndhrung und Stoffwechsel — insbesondere als mdglicher Regulator der Aufnahme,
Verstoffwechselung, Speicherung und/oder Ausscheidung von Peptiden sowie Amino-
sduren. Im Rahmen eines viertdgigen Futterpriferenztests wurde der Einfluss des
Taslrl-Genotyps auf das Erndhrungsverhalten der Maiuse gegeniiber zwei parallel
angebotenen Didten mit unterschiedlichem EiweiBanteil (8 % und 33 %) getestet. Im
zwoOlfwochigen Langzeitfiitterungsversuch mit drei Didten unterschiedlichen Eiweil3-
anteils (8 %, 18 % und 33 %) wurde die didt- und genotypspezifische Entwicklung
ausgewdhlter physiologischer, gewebemorphologischer, metabolischer und genexpres-
sioneller Parameter mit Blick auf Energie- und Protein- bzw. Aminoséurestoffwechsel
analysiert. Es sollte geklart werden, ob die Umamirezeptoruntereinheit eine entschei-
dende erndhrungs- und stoffwechselphysiologische Rolle {ibernimmt oder aber andere
Aminosédure- oder Peptidsensoren, wie z.B. der CaSR oder der Gpr93, im Korper in

dieser Hinsicht bedeutungsvoller sein konnten.
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2 Material

Fir die laborexperimentellen Analysen wurde doppelt deionisiertes (deion.) und
filtriertes Wasser verwendet, dass {iber das Wasserreinigungssystem ,,Ultra Clear Basic*

der Firma SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation (Barsbiittel, D) gewonnen

wurde.

2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien besallen, sofern nicht anders angegeben, Analysequalitét.

Ampicillin

Chloroform

4'.6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
N,N-Dimethylformamid
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Dithiothreitol (0,1 M)

“DNA Loading Dye”, 6x

dNTP-Set (100 mM je dNTP)

Eindeckmittel ,,Fluorescent mounting medium*
Eindeckmittel ,,Histofluid*

Einfriermedium ,,Jung Tissue Freezing Medium™
Eisessig

Eosin Y

Ethanol

Ethidiumbromid (10 mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)
Formaldehyd, 36,5 % (fiir Molekularbiologie)
Formaldehyd (phosphatgepuffert), 4 %
D-Glukose

Héamalaunldsung sauer nach Mayer
Hefeextrakt

Isofluran

Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Merck; Darmstadt, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Roth; Karlsruhe, D

Invitrogen; Karlsruhe, D

MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D
MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D
DAKO; Hamburg, D
Engelbrecht; Edermiinde, D
Leica Mikrosysteme; Wetzlar, D
Merck; Darmstadt, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Merck; Darmstadt, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Roth; Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D
Roth; Karlsruhe, D

Roth; Karlsruhe, D

Baxter Deutschland; UnterschleiBheim, D
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Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,)
Ketamin, 10 %

Magnesiumchlorid (MgCl,)
2-Methylbutan

3-(N-Morpholino)-Propansulfonsidure (MOPS)

Natriumacetat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumhydroxid (NaOH)

Paraffin mit Schmelzpunkt 58 °C
Paraformaldehyd (PFA)

Pepton (aus Casein tryptisch verdaut)
,,Random Primer*

»RNA Loading Dye®, 2x

Rompun, 2 %

Saccharose

Salzsdure (HCI), 37 %

Sauerstoff

»Select Agar®

Stickstoff, fliissig

,»lTagMan Gene Expression Master Mix“, 2x
Toluol

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trizol

,UltraPure* Agarose

,UltraPure Low Melting Point™ Agarose

2.2 Losungen

10x “Phosphate buffered saline” (PBS)

0,2 M Na,HPO,
1,4 M NacCl

30 mM KClI
20 mM KH,PO,

Roth; Karlsruhe, D

Merck; Darmstadt, D

Roth; Karlsruhe, D

Medistar Arzneimittelvertrieb; Ascheberg, D
Merck; Darmstadt, D

Roth; Karlsruhe, D

Roth; Karlsruhe, D

Merck; Darmstadt, D

Roth; Karlsruhe, D

Merck; Darmstadt, D

Engelbrecht; Edermiinde, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D

Roth; Karlsruhe, D

Invitrogen; Karlsruhe, D

MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D
Bayer; Leverkusen, D
Sigma-Aldrich; Miinchen, D

Roth; Karlsruhe, D

Linde Gas Deutschland; Pullach, D
Invitrogen; Karlsruhe, D

Linde Gas Deutschland; Pullach, D
Applied Biosystems; Darmstadt, D
Merck; Darmstadt, D

Roth; Karlsruhe, D

Invitrogen; Karlsruhe, D
Invitrogen; Karlsruhe, D

Invitrogen; Karlsruhe, D



Material 24

Die Losung wurde auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt, autoklaviert und bei RT
gelagert.

4% (w/v) PFA in 1x PBS

4 % (w/v) PFA
2 mM NaOH

Die Komponenten wurden in 1x PBS gelost. Die Losung wurde auf einen pH-Wert von

7,4 eingestellt und auf 4 °C abgekiihlt. Sie wurde stets frisch hergestellt.

50x ,,TRIS-Acetat-EDTA“(TAE)-Puffer

2 M TRIS
100 mM Eisessig
50 mM EDTA

Die Losung wurde autoklaviert und bei RT gelagert.

DEPC-Wasser
0,1 % (v/v) DEPC

Diese Losung wurde zundchst gut geschiittelt, dann autoklaviert und bei RT gelagert.

10x MOPS-Puffer

0,2 M MOPS
50 mM Natriumacetat
10 mM EDTA

Die Komponenten wurden in DEPC-Wasser gelost. AnschlieBend wurde die Losung auf

einen pH-Wert von 7,0 eingestellt, autoklaviert und bei RT gelagert.

2.3 Kulturmedien

SOC-Medium

2 % (w/v) Pepton (aus Casein tryptisch verdaut)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

8,6 mM NaCl

2,5 mM KCl

10 mM MgCl,
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Die Losung wurde auf einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und autoklaviert. An-
schlieBend wurde das Medium nach Zugabe von 20 mM D-Glukose sterilfiltriert,
aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

LB-Medium

1 % (w/v) Pepton (aus Casein tryptisch verdaut)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
171 mM NaCl

Das Medium wurde autoklaviert und bei RT gelagert.

LB-Plattenmedium mit Ampicillinzusatz

1 % (w/v) Pepton (aus Casein tryptisch verdaut)
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

136 mM NaCl

1,5 % (w/v) ,,Select Agar*

Die ersten drei Komponenten wurden in deion. Wasser gelost und die Losung an-
schlieBend mit dem ,,Select Agar® vermischt. Das Medium wurde autoklaviert, nach
dem Abkiihlen mit 50 pg/ml des Antibiotikums Ampicillin versehen und in 10 cm-

Petrischalen gegossen. Nach dem Gelieren erfolgte die Lagerung der Platten bei 4 °C.

2.4 Enzyme

,»Advantage 2 Polymerase Mix“, 50x Clontech; Heidelberg, D
Desoxyribonuklease I (DNase ) (1 U/ul) Invitrogen; Karlsruhe, D
EcoRI (10 U/ul) MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D
Reverse Transkriptase ,,SuperScript 11 (200 U/ul) Invitrogen; Karlsruhe, D
RNase-Inhibitor ,,RiboLock® (40 U/ul) MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D
Taq DNA-Polymerase (5 U/ul) Stratec Molecular; Berlin, D

Alle Enzyme wurden mit dem jeweils dazu gelieferten Puffer verwendet.

2.5 Kits
,.Invisorb Genomic DNA Kit II* Stratec Molecular; Berlin, D
»NucleoSpin Plasmid* Macherey-Nagel; Diiren, D

»Small DNA Fragments Extraction Kit* Siid-Laborbedarf; Gauting, D
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“TOPO TA Cloning”

2.6 GrofBlenstandards

,,GeneRuler DNA Ladder Mix*
“GeneRuler Low Range DNA Ladder”
»RiboRuler High Range RNA Ladder”

2.7 Oligonukleotide

Invitrogen; Karlsruhe, D

MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D
MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D
MBI Fermentas; St.Leon-Rot, D

Zur Auswahl der Oligonukleotide als Primer fiir die Genotypisierungs-PCRs (s. 3.2.1.2)
sowie fiir die B-Aktin-RT-PCR zur Kontrolle von cDNA-Synthesen (s. 3.2.2.4) wurde

die Software ,,Vector NTI 9* verwendet. Zur Auswahl der Oligonukleotide als Primer

und Sonden fiir die Real-Time-PCRs (s. 3.2.2.5) wurde die Software ,,Primer-Express

3.0° genutzt. Alle in Tab. 2.1 und Tab. 2.2 aufgelisteten Oligonukleotide wurden von
der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) bezogen.

Tab. 2.1 Oligonukleotide (Vorwiirts- und Riickwiirtsprimer) fiir die Genotypisierungs-PCRs sowie fiir
die B-Aktin-PCR zur Kontrolle von cDNA-Synthesen.

PCR Primer Oligonukleotidsequenz in Erwartete
- s Lénge des
Be;?;r;fng) 5'—3'-Orientierung p CR-Pgro dukts
(A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin) [bp]
Tas1r15-R P104 GAATCCACCTGGTTTCCATCCACGTC 711
Wildtyp P106b CTCTCAGGGTGACTTCAGTCTTTAGAGATGG
Tas1r15-R P100 GTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACAT 428
Knockin P101 TTCTTCTGCATTACGGGGCCGT
Taslrl<™® P104b GAAGGCCAACAGCCTTCCCACAA 648
Wildtyp P106b CTCTCAGGGTGACTTCAGTCTTTAGAGATGG
Taslrl<® P212 CATTACCGGTCGATGCAACGAGTG 410
Knockin P213 CATGAGTGAACGAACCTGGTCGAAATC
ROSA26"“R P332 AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 585
Wildtyp P333 GGAGCGGGAGAAATGGATATG
ROSA26 P P332 AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT 249
Knockin P334 CATCAAGGAAACCCTGGACTACTG
B-Aktin P206 TGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATG cDNA: 441
P207 TCTTCATGAGGTAGTCTGTCAGGTCCCG genomisch: 895

Fiir alle in Tab. 2.1 aufgelisteten Oligonukleotide wurde jeweils eine Stammldsung von

100 uM in deion. Wasser hergestellt und bei -20 °C gelagert.
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Alle in Tab. 2.2 aufgelisteten Oligonukleotide, die als Real-Time-PCR-Sonden genutzt
wurden (grau unterlegt), sind an ihrem 5'-Ende mit dem Reporterfluorophor
6-Carboxyfluorescein (FAM) und an ihrem 3'-Ende mit dem fluoreszierenden Quencher
6’-Carboxy-Tetramethylrhodamin (TAMRA) modifiziert. Die Primer-Sonden-Gemi-
sche wurden mit einer Konzentration von 12,5 uM je Primer sowie 5 uM Sonde in
DEPC-Wasser hergestellt und bei -20 °C gelagert.

Tab. 2.2 Oligonukleotide (Vorwirts- und Riickwirtsprimer sowie Sonden) zur quantitativen Gen-
expressionsanalyse mittels Real-Time-PCR.

Gen Primer bzw. Oligonukleotidsequenz in [bp]*
Sonde 5'—>3'-Orientierung und
(interne Bezeichnung) (A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin) Eff'z
P-Aktin | Beta-actin_fw TACGACCAGAGGCATACAG 103
Beta-actin_rev GCCAACCGTGAAAAGATGAC
b-actin_probe FAM-TTGAGACCTTCAACACCCCAGCCA-TAMRA 88 %
Taslr3 | Taslr3_fw TagMan TCAGAGCTTGCCCTCATTACAG 120
Taslr3 rev_TagMan TGTGCGGAAGAAGGATGGA
Taslr3_probe FAM-TTCCTCATGCCACAGGTCAGCTATAGTGC-TAMRA 93 %
PepTl | SF-P60-PepT1-F CTGGCGAAAAGCAGTACACAAT 85
SF-P61-PepT1-R CCAAAGTCAAGGTTGGAAGATTTAA
SF-P62-PepT1-P FAM-AACACCACGGCGGTGGCACC-TAMRA 91 %
PepT?2 SF-P63-PepT2-F TTTGGCGGAGACCAGTTTG 81
SF-P64-PepT2-R TGCATTGATGGAGAGGTAGAAGAC
SF-P65-PepT2-P FAM-AGAGGAACATGCAGAGGCACGGACTAGA-TAMRA 99 %
CaSR | SF-P66-CaSR-F CCACCTGCTGTTTTGAGTGTGT 88
SF-P67-CaSR-R TCATCCGGGCACTTGTCA
SF-P68-CaSR-P FAM-CGAGTACAGTGGTGAGACAGATGCGAGTG-TAMRA 96 %

"Erwartete Linge des PCR-Produkts

?Amplifikationseffizienz des Primer-Sonden-Gemisches

Fiir zwei der mittels Real-Time-PCR analysierten Gene wurden kommerzielle Primer-
Sonden-Gemische (,,TagMan-Genexpressionsassays®) der Firma Applied Biosystems
(Darmstadt, D) genutzt (s. Tab. 2.3). Hierbei sind die Sonden an ihrem 5'-Ende mit dem
Reporter-Fluorophor 6-Carboxyfluorescein (FAM) und an ihrem 3'-Ende mit einem
nichtfluoreszierenden Quencher modifiziert. Die Primer-Sonden-Gemische wurden mit
einer Konzentration von 18 uM je Primer sowie 5 uM Sonde geliefert und bei -20 °C

gelagert.
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Tab. 2.3 Kommerzielle Primer-Sonden-Gemische der Firma Applied Biosystems zur
Genexpressionsanalyse mittels Real-Time-PCRs.

Gen TaqMan- Erwartete Linge des | Amplifikations-
Genexpressionsassay | PCR-Produkts [bp] effizienz

TasIrl Mm00473433_ml 79 88 %

Gpr93 Mm02621109_sl 67 88 %

Mit Ausnahme der Primer zur Expressionsanalyse des Gens Gpr93, welche sich beide
im selben Exon befinden, handelt es sich bei allen Real-Time-PCR-Primern um intron-

iiberspannende Primer.

Die in Tab. 2.4 aufgefiihrten Oligonukleotide fiir die Sequenzanalysen der Real-Time-
PCR-Produkte (s. 3.2.2.7) waren Bestandteil des genutzten ,,TOPO-TA-Cloning“-Kits

(Invitrogen; Karlsruhe, D) und lagen jeweils in einer Konzentration von ca. 20 pM vor.

Tab. 2.4 Oligonukleotide zur Sequenzanalyse der Real-Time-PCR-Produkte.

Primer Oligonukleotidsequenz in 5'—3'-Orientierung
(A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Thymin)

M13 vorwirts (-20) | GTAAAACGACGGCCAG

M13 riickwirts CAGGAAACAGCTATGAC

2.8 Mauslinien

Tas1r1?-% DIfE; Nuthetal, D
Taslr1 “/ROSA26" R DIfE; Nuthetal, D

Die verwendeten Mauslinien wurden bereits in Kapitel 1.7 beschrieben. Die Mauslinie
Taslr1®*® wurde iiber zehn Generationen auf den Hintergrund des Inzuchtstammes
C57BL/6 zuriickgekreuzt bevor sie im Rahmen dieser Arbeit zur phénotypischen

Charakterisierung des TasIr1-Knockouts verwendet wurde.

2.9 Futtermittel

Eiweilarme Diét I (C1003) Altromin; Lage, D
Eiweilireiche Diit 11 (C1002) Altromin; Lage, D
Kontrolldidt Ratte/Maus (C1000) Altromin; Lage, D
Haltungsfutter Ratte/Maus (V1534-0) Ssniff; Soest, D

Zuchtfutter Maus (V1124-0) Ssniff; Soest, D



Material 29

Die Zusammensetzung der flir den Futterpriaferenztest (s. 3.1.3.1) sowie den Langzeit-
fiitterungsversuch (s. 3.1.3.2) verwendeten semisynthetischen Didten des Herstellers

Altromin ist in Tab. 2.5 angegeben.

Tab. 2.5 Zusammensetzung der fiir die Fiitterungsversuche verwendeten semisynthetischen Diiiten. —
Die drei Didten unterscheiden sich in ihrer Makrondhrstoffzusammensetzung hinsichtlich
Protein- und Saccharidanteil, wogegen Fettgehalt, Mikrondhrstoffzusammensetzung und meta-
bolisierbare Energie laut Herstellerangabe nicht variieren.

Eiweilarme Diit [ Kontroldituy Biweibreiche Diat |
Protein 8 % (w/w) 18 % (w/w) 33 % (W/w)
Di- und Polysaccharide 68 % (W/w) 58 % (w/w) 42 % (w/w)
Fett 5 % (w/w)
Mikronihrstoffe fiir alle drei Diéten identische Zusammensetzung
Metabolisierbare Energie 3500 kcal/kg

Der Proteinanteil der drei von Altromin bezogenen Didten sowie die Aminosdure-
zusammensetzung wurde in der Gruppe Analytik unseres Instituts durch Dr. Klaus-
Jirgen Petzke (DIfE, Nuthetal, D) anhand von Stichproben iiberpriift. Zur Ermittlung
des Proteinanteils wurde der Stickstoffgehalt nach Fixierung der Futtermittelproben in
geeigneten Zinnkapseln mittels Elementaranalysator-Massenspektrometrie bestimmt
(Methodenbeschreibung s. 3.3.2). Der Rohproteingehalt wurde durch Multiplikation des
Stickstoffgehalts der Proben mit dem Faktor 6,25 errechnet (ausgehend von einem
mittleren Stickstoffgehalt der Proteine von 16 %). Fiir die eiweiBBarme und die Kontroll-
didt wurden die vom Hersteller angegebenen Werte fiir den Proteinanteil bestatigt. Fiir
die eiweillreiche Didt wurde ein Proteinanteil von ca. 36 % ermittelt, der damit leicht
iiber dem vom Hersteller angegebenen Wert liegt. Die Messung der Aminosdurezusam-
mensetzung der Proteine erfolgte nach Sdurehydrolyse (6 M HCIL, 24 h, 110 °C) mittels
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (,,System Gold*“ — Beckman Instruments;
Miinchen, D) durch Ionenaustauschchromatographie (,,high efficiency column® —
Pickering Laboratories; Mountain View, USA). Die Elution erfolgte isokratisch mittels
Lithiumzitratpuffern (Onken Laborservice; Griindau, D) und die Nachsédulendetektion
mittels Ninhydrin (,, TRIONE Ninhydrin reagent™ — Pickering Laboratories; Mountain
View, USA). Norleucin diente als interner Standard zur Quantifizierung (Petzke et al.,
2005b). Die Analyse der Futterproben hinsichtlich der Aminosdurezusammensetzung
zeigte, dass das Verhdltnis der Aminosduren untereinander in den Didten vergleichbar

war.

Die eiweilarme und die eiweiBreiche Didt wurden zur zweifelsfreien Unterscheidung

durch die Firma Altromin mit den Farbstoffen Ponceau Rot bzw. Patentblau eingeférbt.



Material

30

Um farbstoffabhidngige Effekte bei den Untersuchungsergebnissen ausschlieen zu

konnen, wurden die Farben zwischen beiden Didten im Laufe der Versuche gewechselt.

2.10 Gerite

Bombenkalorimetersystem ,,C5000 control*
Blutzuckermessgerit ,,Contour*
Dampfsterilisator ,,Varioklav*
Flockeneisbereiter ,,AF-10°
Gefrierschrank

Gewebeeinbettautomat ,,Hypercenter XP*
,»GeneGenius Bio Imaging System

,,Q@rip Strength Meter BIO-GS3”
Heizblock und Riihrer ,,RCT basic*
Horizontale Gelelektrophoreseapparatur ,,Horizon 58
Kernspintomogramm ,,Echo-MRI100*
Kryostat ,,HM 505 E“

Kiihlschrank

Kiihlzentrifuge ,,5417R*

Kiihlzentrifuge ,,Mikro 200 R*
Kiihlzentrifuge ,,Varifuge 3.0R*
Mikrowelle

Mikrozentrifuge ,,5424

,,minus86C Freezer*
Mirax-Midi-Scansystem
,Mouse-E-Motion-System™
Paraffinausgief3station ,,Histocentre 2
pH-Meter ,,Lab 850 Set*
Plattformschiittler ,,Polymax 2040
,,Lower Pac 300
Real-Time-PCR-System ,,7500 Fast*
Rotationsmikrotom ,,HM 3555
»Spectrophotometer BioMate 3
Sterilisator

Thermocycler ,,T3000*

IKA Werke; Staufen, D
Bayer Vital; Leverkusen, D
HP Medizintechnik; Oberschlei3heim, D
Scotsman; Mailand, 1

Liebherr; Ochsenhausen, D

Shandon; Frankfurt am Main, D
Syngene; Cambridge, UK

Bioseb; Vitrolles, F

IKA; Staufen, D

Biometra; Goéttingen, D

Echo Medical Systems; Houston, USA
Microm; Walldorf, D

Gram Equipment A/S; Vojens, DK
Eppendorf; Hamburg, D

Hettich; Tuttlingen, D

Heraeus Sepatech; Osterode, D
Siemens; Miinchen, D

Eppendorf; Hamburg, D

Forma Scientific; San Bruno, USA
Carl Zeiss Microlmaging; Jena, D
Infra-E-Motion; Hamburg, D
Shandon; Frankfurt am Main, D
Schott Instruments; Mainz, D
Heidolph; Schwabach, D

BIO-RAD Laboratories; Miinchen, D
Applied Biosystems; Darmstadt, D
Microm; Walldorf, D

Thermo Scientific; Karlsruhe, D
Memmert; Biichenbach, D

Biometra; Gottingen, D
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Thermomixer "compact"

Thermostat (zum Bombenkalorimeter)
Tierwaage ,,CP4201

» LissueLyser 11

Transilluminator 4000
Vakuumzentrifuge ,,Concentrator 5301
,Vortex-Genie 2 (zur Resuspension)
Waage ,,AC 211S*

Waage “Acculab Atilon N ATL-6202-1"

Wasserreinigungssystem ,,Ultra Clear Basic*

2.11 Software
“Echo-MRI 2008.01.18”

“Mirax Axiocam Fluoreszenz”
“Mirax Stingray Hellfeld”
“Mirax Viewer 1.12.22.1”
“Mouse-E-Motion Excel Add-In*
»aeneSnap*

,Primer-Express 3.0

,,7/500 Software v2.0.1¢

,,IBM SPSS Statistics 20
,,Vector NTI 9«

2.12 Gebrauchswaren

Eppendorf; Hamburg, D

Biometra; Gottingen, D

Sartorius AG; Gottingen, D

Qiagen; Hilden, D

Stratagene; Amsterdam, NL
Eppendorf; Hamburg, D

Scientific Industries; New York, USA
Sartorius AG; Gottingen, D

Sartorius AG; Gottingen, D

SG; Barsbiittel, D

Echo Medical Systems; Houston, USA
Carl Zeiss Microlmaging; Jena, D
Carl Zeiss Microlmaging; Jena, D
Carl Zeiss Microlmaging; Jena, D
Infra-E-Motion; Hamburg, D
Syngene; Cambridge, UK

Applied Biosystems; Darmstadt, D
Applied Biosystems; Darmstadt, D
IBM; Ehningen, D

Invitrogen; Karlsruhe, D

Alle Materialien des tdglichen Laborbedarfs stammten, sofern nicht anders angegeben,
von den Firmen Eppendorf (Hamburg, D), Roth (Karlsruhe, D), Sarstedt (Niimbrecht,

D) oder VWR (Darmstadt, D).

Aufschlussgefa “C5010”
Baumwollfaden, abgeldngt

Contour Blutzuckersensoren
Deckgléser, 24 x 60 mm
Edelstahlkiigelchen, 5 mm Durchmesser

Einbettformen ,,Pecl-A-Way” S-22

IKA; Staufen, D

IKA; Staufen, D

Bayer Vital; Leverkusen, D
Roth; Karlsruhe, D

Qiagen; Hilden, D
Polysciences; Eppelheim, D
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Einbettungskassetten (Biopsie, Universal + MEGA)
Einmalinjektionskaniilen ,,Sterican
Einmalspritzen ,,Injekt Solo*, 20 ml

Filterpapiere ,MN 615, 110 mm Durchmesser
Filterset 43, 44 und 49 (fiir Fluoreszenzaufnahmen)
Labortiereinstreu

Metabolismuskifige fiir Mause

,»MicroAmp Fast“-96-Loch-Reaktionsplatten
Mikrovetten ,,CB 300 Lithium-Heparin
Mikro-Probengefa3 Lithium-Heparin
Minutiennadeln, V2A-Stahl, 0,1 mm

Objekttrager ,,SuperFrost Plus*

Lochzange fiir Ohrmarkierung, 2 mm Durchmesser
Operationsbesteck

Optisch transparente, adhésive Folien

Perfusionskaniilen ,,Ecoflo (0,5 x 20 mm, 25 Gauge)

Polycarbonatkéfige Typ II + IIT mit Edelstahldeckel
Quarzschilchen ,,C4

S-Monovette Lithium-Heparin (8 x 66 mm, 1,2 ml)
S-Monovetten-Kaniile (0,7 x 38 mm, 22 Gauge)
Trénkeflaschen und -kappen

Engelbrecht; Edermiinde, D

Braun; Melsungen, D

Braun; Melsungen, D
Macherey-Nagel; Diiren, D

Carl Zeiss Microscopy; Gottingen, D
Abedd; Wien, A

Tecniplast; Hohenpeiflenberg, D
Applied Biosystems; Darmstadt, D
Sarstedt; Niimrecht, D

Sarstedt; Niimrecht, D
Fiebig-Lehrmittel; Berlin, D
Menzel-Gliser; Braunschweig, D
Ebeco; Castrop-Rauxel, D

Henry Schein Medical; Hamburg, D
Applied Biosystems; Darmstadt, D
Dispomed; Gelnhausen, D

Ehret; Emmendingen, D

IKA; Staufen, D

Sarstedt; Niimbrecht, D

Sarstedt; Niimbrecht, D

Ehret; Emmendingen, D
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3 Methoden

3.1 Tierexperimentelle Methoden

Die durchgefiihrten Tierversuche wurden vom Landesamt fiir Verbraucherschutz,
Landwirtschaft und Flurneuordnung in Frankfurt (Oder) genehmigt (Geschéftszeichen
23-2347-23-2009 und 23-2347-A-1-1-2010).

3.1.1 Haltungs- und Zuchtbedingungen

Die Haltung und Zucht der fiir die Tierversuche verwendeten Méause erfolgte geméfl den
Anforderungen des Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland und den Em-
pfehlungen zur tierschutzgerechten Haltung von Versuchstieren (GV-SOLAS, 2007) im
Max-Rubner-Laboratorium des DIfE.

In den Tierrdumen herrschte ein konstantes 12h/12h-Hell/Dunkel-Lichtregime (Hell-
phase von 6 bis 18 Uhr) bei einer RT von 22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
45 £ 5 %. Die Mause wurden, mit Ausnahme der Untersuchungen im Metabolismus-
kafig (s. 3.1.3.2.6), in Polycarbonatkédfigen mit Edelstahldeckel, Einstreu und einem
Papiertuch als Nistmaterial gehalten. Sofern in den einzelnen Versuchen nicht anders
beschrieben, erhielten sie pelletiertes Standardhaltungsfutter fiir Mause sowie Trink-
wasser ad libitum (lat.; nach Belieben, nicht rationiert). Fiir die Zucht wurde pelletiertes
Zuchtfutter verwendet. Beim Absatz der Jungtiere ca. drei Wochen nach ihrer Geburt
erfolgte, zeitgleich zur Ohrmarkierung mit Hilfe einer Lochzange, eine Schwanz-
spitzenbiopsie (maximal 2 mm) mittels einer Schere zur Gewinnung von Ausgangs-
material fiir die Genotypisierung der Méuse (s. 3.2.1). Nach dem Absetzen wurden die
jeweiligen Wurfgeschwister nach Geschlecht getrennt und, sofern moglich, in Gruppen

gehalten.

3.1.2 Kardiale Perfusion und Gewebepriparation fiir die histologische Tas1r1-
Expressionsanalyse

Fir die histologische Taslrl-Expressionsanalyse in nichtgustatorischen Geweben
anhand der Lokalisation tdRFP-exprimierender Zellen wurde die Doppel-Knockin-
Mauslinie Tas1r] “/ROSA26 " genutzt (s. 1.7.2). Mannliche und weibliche Tiere des
Genotyps Taslrl "““/ROSA26™“® " sowie des Genotyps Taslrl™*/ROSA26"“R
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(letztere dienten als Negativkontrollen) wurden im Alter von fiinf bis elf Wochen
getotet und deren Gewebe flir die Analyse der Expression des rotfluoreszierenden

Reporterproteins tdRFP entnommen und prépariert.

Um die Gewebe fiir die Analyse zu fixieren, erfolgte die Tétung der Méuse iiber eine in
tiefer Narkose durchgefiihrte kardiale Perfusion mit 4 % PFA in 1x PBS. Dazu wurden
die Tiere zunichst durch eine intraperitoneale Injektion eines Gemisches aus 100 mg/kg
Korpergewicht Ketamin und 10 mg/kg Korpergewicht Rompun, geldst in isotonischer
NaCl-Losung (0,9 % (w/v)), in eine tiefe Narkose versetzt. Sobald kein Zwischenzehen-
reflex als Anzeichen eines Tiefenschmerzes mehr ausgelost werden konnte, wurden die
Tiere auf dem Riicken liegend mit Nadeln auf einer Unterlage fixiert. Der Bauchraum
wurde mit einer Schere gedffnet, das Herz freiprapariert und mit einer Pinzette fixiert,
so dass anschliefend eine Perfusionskaniile in die linke Herzkammer eingefiihrt werden
konnte. Nach Punktion des rechten Vorhofs mit einer Schere erfolgte dann zunéchst
eine Perfusion mit 20 ml 1x PBS zum Ausspiilen des Blutes aus dem Korper, gefolgt
von 20 ml 4 % PFA in 1x PBS zum Fixieren der Gewebe. Im Anschluss der Perfusion

wurden die in Tab. 3.1 aufgefiihrten, zu analysierenden Gewebe entnommen.

Tab. 3.1 Die fiir die histologische TasIr1-Expressionsanalyse entnommenen Gewebe.

Organsystem bzw. Entnommenes Gewebe
Gewebegruppe
Verdauungssystem Speiserohre, Magen, Duodenum, Jejunum, Ileum, Caecum, Colon,
linker Leberlappen, Bauchspeicheldriise
Exkretionssystem linke Niere (entkapselt)
Muskulatur Herzmuskel, Skelettmuskel (linker Oberschenkelmuskel)
Fettgewebe braunes Fettgewebe, weilles Fettgewebe (viszeral)
Immunsystem Thymus, Milz, mesenteriale Lymphknoten
Respirationssystem linker Lungenfliigel
Reproduktionssystem | linker Hoden

Der Magen sowie die Darmabschnitte wurden nach der Entnahme kurz in 1x PBS
gespiilt, um Futterreste zu beseitigen. Alle entnommenen Gewebe wurden in Einbet-
tungskassetten liberfiihrt und erfuhren eine Postfixierung in 4 % PFA in 1x PBS fiir 2 h
bei 4 °C. Danach wurden die Gewebe kurz in 1x PBS gespiilt, {iber Nacht bei 4 °C und
leichtem Schwenken in 30 % (w/v) Saccharose in 1x PBS entwissert und schlieBlich am
darauf folgenden Tag eingefroren. Magen, Caecum und die Darmabschnitte wurden vor
dem Einfrieren ldngs aufgeschnitten, mit einem Zahnstocher aufgerollt und mit einer

Minutiennadel fixiert. Diese wurde beim Einfrieren wieder entfernt. Zum Einfrieren der
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Gewebe erfolgte eine Platzierung dieser in mit Einfriermedium gefiillte Einbettformen,
so dass das gesamte Gewebe mit Medium bedeckt war. Die Formen wurden dann in
eine auf Trockeneis befindliche Schale gestellt, deren Boden mit 2-Methylbutan (vorge-
kiihlt auf -80 °C) bedeckt war. Nach vollstindigem Durchfrieren der Gewebe erfolgte
ihre Lagerung bis zur Analyse (s. 3.4.1) bei -20 °C. Um eine mogliche Anregung des in
den Geweben zu untersuchenden tdRFPs wihrend der Gewebeaufarbeitung zu vermei-
den, wurden Postfixierung, Entwésserung und Einfrieren der Gewebe unter lichtarmen

Bedingungen durchgefiihrt.

3.1.3 Methoden zur phanotypischen Charakterisierung des Tas1r1l-Knockouts

Fiir die phianotypische Charakterisierung des Tas1rl-Knockouts durch die im Folgenden
beschriebenen Untersuchungen wurden ménnliche und weibliche Tiere aller drei Geno-
typen der Knockout/Knockin-Mauslinie Tas1r1®*® (s. 1.7.1) verwendet. Zur besseren
Verstindlichkeit werden die drei Genotypen in den Tabellen und Abbildungen dieser
Arbeit vereinfacht dargestellt (+/+ bzw. Wildtyp fiir TasIrl™*; +/— bzw. Taslr1-Hetero-

zygot fiir Tas1rl "2“%; —/— bzw. Taslrl-Knockout fiir Tas1r1® LiR/BLIRY

3.1.3.1 Futterpriferenztest

Ziel dieses Versuchs war die Untersuchung des Einflusses des Taslrl-Knockouts auf
die Nahrungswahl von Méiusen beim parallelen Anbieten eiweiarmer und eiweil3-
reicher Diét ad libitum. Dazu erhielten 60 Mannchen und Weibchen aller drei Geno-
typen der Taslr1®*®-Mauslinie (Versuchsgruppen s. Abb. 3.1.A) nach dem Absetzen
zundchst eine Kontrolldidt mit einem fiir Mduse optimalem EiweiBlanteil von 18 %. Im
Alter von elf Wochen wurde dann jedes der Tiere eine Woche lang einzeln in einem
,»Mouse-E-Motion-System* (s. Abb. 3.1.B) gehalten, um die Futterpriaferenz zwischen
eiweilarmer und eiweillreicher Didt zu testen. Das System besteht aus einem Poly-
carbonatkifig des Typs II mit Einstreu und einem iiber dem Kéfigdeckel aufgesetzten
Montagehalter, an dem zwei der Maus frei zugingliche Futterraufen magnetisch
befestigt sind. Die Gewichtsabnahme der mit Pulverfutter gefiillten Raufen, und damit
die Futteraufnahme der Maus, wird iiber zwei Wégeeinheiten im Montagehalter mit
hoher Genauigkeit und Aufldsung in kurzen Messintervallen von jeweils einer Minute

aufgezeichnet. Wasser wird iiber eine Trinkflasche ad libitum angeboten.
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A Taslrl- | Geschlecht | Anzahl der
Genotyp Miiuse
A ménnlich 10
ménnlich 10
ménnlich 10
weiblich 10
weiblich 11
weiblich 9

Abb. 3.1 Versuchsgruppen und Testsystem fiir den Futterpriferenztest. — (A) Verteilung der Mduse auf
die nach Taslrl-Genotyp und Geschlecht unterteilten Versuchsgruppen. (B) Das fiir den
Futterpriferenztest genutzte ,, Mouse-E-Motion-System* besteht aus einem Polycarbonatkifig
mit Einstreu und einem iiber dem Kdfigdeckel aufgesetzten Montagehalter, iiber den die zwei fiir
die Maus frei zugdnglichen Futterraufen magnetisch mit Wigeeinheiten zur Bestimmung der
Futteraufnahme verbunden sind.

Fiir den Futterpriaferenztest (Versuchsablauf s. Abb. 3.2) erfolgte zunéchst eine drei-

tdgige Adaptationsphase an das Kéfigsystem, die Einzelhaltung und die Futtergabe in

Pulverform. Dabei stand den Méusen iiber beide Futterraufen Kontrolldidt ad libitum

zur Verfiigung. Im Anschluss folgte die viertdgige Messphase, in der jeder Maus die

eiweiBarme und die eiweiBreiche Diét parallel ad libitum angeboten wurde (Zusammen-

setzung der Didten s. Tab. 2.5).

Versuchs- Futterpriferenztest
Geburt Absatz beginn im ,,Mouse-E-Motion-System* Totung
1.—3. Woche 4.-10. Woche 3 Tage Adaptation 4 Tage Messphase

Abb. 3.2 Versuchsablauf des Futterpriferenztests. — Nach dem Absetzen erhielten die Mduse bis zur
zehnten Lebenswoche eine Kontrolldidt mit einem fiir Mduse optimalem Eiweif3anteil von 18 %.
In der elften Lebenswoche wurde der Versuch mit einer dreitigigen Adaptationsphase im
,,Mouse-E-Motion-System* gestartet. Dabei erhielten die Mduse iiber beide Futterraufen
Kontrolldidt. In der sich anschlieffenden viertdgigen Messphase wurde den Mdusen eiweifSarme
und eiweifireiche Didt parallel ad libitum angeboten, wobei die Raufenpositionen nach zwei
Tagen Messphase getauscht wurden. Die Futteraufnahme wdhrend der Messphase wurde fiir
beide Diditen aufgezeichnet.

Nach zwei Tagen Messphase wurden die Positionen der beiden Futterraufen gewechselt,
um den Einfluss duflerer Faktoren auf die Futterwahl zu minimieren. Die Futterauf-

nahme der Miuse (fiir beide Diéten einzeln sowie die Gesamtfutteraufnahme iiber 96 h)

wurde mit Hilfe der Software ,,Mouse-E-Motion Excel Add-In“ ausgewertet.
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3.1.3.2 Langzeitfiitterungsversuch
Ziel des Langzeitfiitterungsversuchs war die Untersuchung des Einflusses von Diédten
mit unterschiedlichem EiweiBlanteil auf die physiologische und metabolische Ent-

18R Mauslinie im

wicklung von Taslrl-Knockout-Ménnchen und -Weibchen der Taslr
Vergleich zu Wildtyp- und heterozygoten Tieren (Versuchsgruppen s. Abb. 3.3). Von
den insgesamt 180 Miusen, die in diesem Versuch analysiert wurden, musste eine Maus
aufgrund krankheitsbedingten, vorzeitigen Versterbens von der Auswertung ausge-

schlossen werden.

Eiweillarme Diit
Taslrl- | Geschlecht | Anzahl der Taslrl- | Geschlecht | Anzahl der Taslrl- | Geschlecht | Anzahl der
Genotyp Miuse Genotyp Miuse Genotyp Miuse
+/+ mannlich 9 ++ mannlich 10 ++ maénnlich 9
ménnlich 12 méannlich 11 ménnlich 14
mannlich 9 mannlich 9 maénnlich 7
weiblich 9 weiblich 9 weiblich 10
weiblich 12 weiblich 14 weiblich 10
weiblich 9 weiblich 7 weiblich 9

Abb. 3.3 Versuchsgruppen im Langzeitfiitterungsversuch. — Verteilung der Mduse auf die nach Didit,
Taslri-Genotyp und Geschlecht unterteilten Versuchsgruppen.
Alle den Langzeitfiitterungsversuch durchlaufenen Méuse erhielten zunédchst nach dem
Absetzen die Kontrolldidt mit 18 % Eiweilanteil. Ab der elften Lebenswoche bis zum
Versuchsende nach der 22. Lebenswoche wurden die Tiere dann in drei Didtgruppen
unterteilt — sie bekamen entweder eiweiflarme oder eiweilireiche oder aber die Kontroll-
didt in Pelletform ad libitum (Zusammensetzung der Didten s. Tab. 2.5). Wihrend
dieser Zeit wurden Parameter, die Verdnderungen hinsichtlich Physiologie (Kd&rper-
gewicht, Korperzusammensetzung und Muskelkraft) sowie Stoffwechsel (metabolisches
Blutplasmaprofil, relative Verdaulichkeit und Urinstickstoff) anzeigen, zu definierten
Zeitpunkten analysiert (Versuchsablauf's. Abb. 3.4). Am Ende des Versuchs wurden die
Tiere durch Herzpunktion getotet (zur Gewinnung von Blutplasma zur Blutanalyse) und

Gewebe fiir molekularbiologische und histologische Analysen entnommen.
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Geburt Absatz Versuchs- Totung
beginn
1.-3. Woche ¢ 4.-10. Woche 11. - 22. Woche v

Eiweilarme Didt

10f11]12) 13|14 |15 16[17 |18 |19]20]21] 22
Korpergewicht X X X X X X X
Korperzusammensetzung X X X X X X X
Muskelkraft X X X
Blutanalyse X X X1 X
Energieverwertung X

Abb. 3.4 Versuchsablauf des Langzeitfiitterungsversuchs. — Nach dem Absetzen erhielten alle Tiere bis
zur zehnten Lebenswoche eine Kontrolldidt mit 18 % Eiweifsanteil. Von der 11. bis zur 22.
Woche wurden die Mduse in drei Didtgruppen unterteilt. Eine Gruppe erhielt eiweifsarme Didit,
die zweite Gruppe eiweifsreiche Didt und die dritte Gruppe erhielt weiterhin die Kontrolldidit.
Von der 10. bis zur 22. Lebenswoche wurden physiologische und metabolische Parameter zu
definierten Zeitpunkten untersucht. Nach Versuchsende erfolgte die Téotung der Mdiuse durch
Herzpunktion (zur Gewinnung von Blutplasma fiir die vierte Blutanalyse) und anschlieffende
Gewebeentnahme.

3.1.3.2.1 Bestimmung des Korpergewichts
Die Bestimmung des Korpergewichts erfolgte per elektronischer Tierwaage. Fiir die
Tiere, die den Langzeitfiitterungsversuch durchliefen, erfolgte die Messung alle zwei

Wochen von Lebenswoche 10 bis 22.

Dariiber hinaus wurde das Korpergewicht von 207 Miusen unterschiedlichen
Geschlechts und Genotyps der Taslrl®*®-Mauslinie fiinf Wochen nach der Geburt
bestimmt, um eventuell auftretende Korpergewichtsunterschiede zwischen den Geno-

typen wihrend der Wachstumsphase zu untersuchen (GruppengrofBen s. Tab. 3.2).

Tab. 3.2 Miiuse fiir die Korpergewichtsbestimmung fiinf Wochen nach der Geburt. —
Verteilung der 207 Mduse auf die nach Taslri-Genotyp und Geschlecht unter-
teilten Gruppen.

Taslr1-Genotyp Anzahl Miénnchen Anzahl Weibchen
+/+ 20 18
53 44
e | 40 32
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3.1.3.2.2 Bestimmung der Korperzusammensetzung

Die Ermittlung der Kérperzusammensetzung der Mause hinsichtlich Fettmasse und fett-
freier Masse erfolgte im Rahmen des Langzeitfiitterungsversuchs mittels quantitativem
Kernspintomogramm und der dazugehorigen Software ,,Echo MRI* alle zwei Wochen
von Lebenswoche 10 bis 22. Die auf dynamischen Magnetisierungseffekten von Atom-
kernen basierende Methode erlaubt die nichtinvasive Bestimmung der Korperzusam-

mensetzung am lebenden Tier ohne Betdubung innerhalb weniger Minuten.

3.1.3.2.3 Bestimmung der Muskelkraft

Zur Analyse der Muskelkraft wurde der Griffstirketest mit einem ,,Grip Strength
Meter* durchgefiihrt — ein Gerit, welches die Griffstdrke der Vorderextremititen einer
Maus quantifizieren kann. Dazu wird das Tier am Schwanz gefasst und iiber ein Gitter
gehalten, nach der das Tier instinktiv mit den Vorderpfoten greift. Dann wird die Maus
kontinuierlich horizontal nach hinten gezogen bis die Ziehkraft schlieBlich grofer ist als
die Griffstirke des Tiers und es daher das Gitter losldsst. Das Gitter ist unmittelbar mit
dem Kraftmessgerit verbunden, welches schlie8lich die maximale Griffstiarke der Vor-
derextremitdten der Maus im Moment des Loslassens digital in Gramm anzeigt. Der
Griffstarketest wurde mit jedem Tier des Langzeitfiitterungsversuchs in Lebenswoche
10, 16 und 22 durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Messung der Griffstirke fiinfmal hinter-

einander und die Ergebnisse wurden anschlieBend gemittelt.

3.1.3.2.4 Blutabnahme

Zur Bestimmung des metabolischen Blutplasmaprofils der Tiere des Langzeit-
fiitterungsversuchs erfolgte in Lebenswoche 10, 16 und 22 eine Abnahme von maximal
170 pl Blut iiber eine Schwanzvenenpunktion. Das Blut wurde in mit dem Anti-
koagulans Lithium-Heparin beschichteten Mikrovetten aufgefangen und 10 min bei
5850 rpm und 4 °C zentrifugiert (Kiihlzentrifuge ,,5417R*). AnschlieBend wurde das
von den korpuskuldren Blutbestandteilen getrennte Blutplasma abpipettiert, in neue

Probengefif3e aliquotiert und bis zur Analyse (s. 3.3.1) bei -80 °C gelagert.

3.1.3.2.5 Blutglukosemessung

Im Zuge jeder Blutabnahme mittels Schwanzvenenpunktion (s. 3.1.3.2.4) erfolgte auch
die Messung der Blutglukosekonzentration mit einem Blutzuckermessgerit und einem
dazugehorigen Einwegsensor. Kurz nachdem der Sensor einen Blutstropfen aufgesogen

hat, wird der Messwert in mg/dl angegeben.
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3.1.3.2.6 Untersuchungen im Metabolismuskifig

Zur Analyse des Stoffwechsels bzw. der Energieverwertung der Tiere im Langzeitfiit-
terungsversuch wurde nach knapp zwolfwochiger Didtintervention in Lebenswoche 22
eine fiinftagige Untersuchung im Metabolismuskéafig durchgefiihrt. Der Metabolismus-
kéfig stellt ein System dar, in dem die Maus in einem Polycarbonatkéfig auf einem
Edelstahlgitterboden gehalten wird, Pulverfutter {iber eine Futterraufe und Wasser iiber
eine Trankeflasche ad libitum erhélt. Ein Trichtersystem unter dem Gitterboden ermdg-
licht das separate Sammeln von Kot und Urin. Der Metabolismuskifig erlaubt somit die
Analyse der Futterverwertung durch Messung der Futteraufnahme sowie Kot- und Urin-

analyse. Dazu ist eine Einzelhaltung der Miuse erforderlich.

Das fiinftidgige Experiment begann mit einer dreitdgigen Adaptationsphase der Tiere an
das Kifigsystem, die Einzelhaltung und die Futtergabe in Pulverform. Das Futter
entsprach der dem jeweiligen Tier fiir die Langzeitfiitterung zugeordneten Diit. Im
Anschluss folgte die zweitdgige Messphase in einem gereinigten Metabolismuskéfig.
Die Futter- und Wasseraufnahme tiber 48 h wurde durch Wiegen (zu Beginn der Mess-
phase) und Riickwiegen (am Ende der Messphase) von Futterraufe und Trénkeflasche
ermittelt. Der Kot wurde gesammelt, autoklaviert und ca. 13 h bei 30 °C in einer
Vakuumzentrifuge getrocknet. Nach Ermittlung des Trockengewichts erfolgte die
Bestimmung des Energiegehalts mittels Bombenkalorimeter (s. 3.3.3) zur Ermittlung

der relativen Futterverdaulichkeit:

Relative Verdaulichkeit = Energi€aufoenommenes Futter — ENErgiex
Energieaufgenommenes Futter

Fiir die quantitative Stickstoffbestimmung im Urin (s. 3.3.2) wurde der Urin wéhrend
der Messphase in einem mit 2 ml 10 % (v/v) Salzsdure versetzten Auffanggefall gesam-
melt. Um Verluste durch Urinreste an Kéfig und Gitter zu vermeiden, wurde beides mit
deion. Wasser gespiilt. Fiir jede Maus wurde auf diese Weise eine Urinverdiinnung von
100 ml Volumen gewonnen, welche schlieBlich filtriert wurde, um Futterreste zu

entfernen. Danach wurde das Filtrat bis zur Analyse bei -20 °C gelagert.
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3.1.3.2.7 Herzpunktion und Gewebepriparation

Zum Ende des Langzeitfiitterungsversuchs (nach den Untersuchungen im Metabolis-
muskifig) wurden die Méuse durch eine finale Herzpunktion getotet und Gewebe fiir
molekularbiologische sowie histologische Analysen entnommen. Dazu wurden die
Tiere zundchst durch Inhalation des Anisthetikums Isofluran in eine tiefe Narkose
versetzt. Nach Einsetzen des Atemstillstands wurden die Tiere in Riickenlage fixiert
und das Herz mit einer S-Monovetten-Kaniile punktiert. Das Blut wurde langsam in
eine mit Lithium-Heparin beschichtete S-Monovette abgenommen und auf Eis gestellt.
Anschliefend erfolgte eine zervikale Dislokation sowie die Entnahme der in Tab. 3.3

aufgefiihrten Gewebe.

Tab. 3.3 Die fiir molekularbiologische sowie histologische Analysen entnommenen Gewebe von Tieren
des Langzeitfiitterungsversuchs.

Organsystem bzw. Entnommenes Gewebe
Gewebegruppe
Verdauungssystem Magen, Duodenum, proximales (prox.) und distales (dist.) Jejunum,
Ileum, Caecum, Colon, mittlerer und linker Leberlappen
Exkretionssystem rechte und linke Niere (entkapselt)
Fettgewebe braunes Fettgewebe
Nervensystem Gehirn

Nach der Gewebeentnahme wurden die gekiihlten Blutproben in mit Lithium-Heparin
beschichtete Mikro-Probengefaf3e tiberfiihrt und 10 min bei 5850 rpm und 4 °C zentri-
fugiert (Kiihlzentrifuge ,,5417R*). AnschlieBend wurde das von den korpuskulédren
Blutbestandteilen getrennte Blutplasma abpipettiert, in neue Probengefide aliquotiert
und bis zur Analyse (s. 3.3.1) bei -80 °C gelagert.

Die Gewebe fiir die molekularbiologischen Expressionsanalysen (s.3.2.2) wurden
moglichst ziigig entnommen, wenn nétig mit 0,9 % (w/v) NaCl gespiilt (Magen und
Darmabschnitte), in Aluminiumfolie verpackt und in fliissigem Stickstoff schnell
tiefgefroren. Die Lagerung der Proben bis zur Analyse erfolgte anschlieBend bei
-80 °C.

Fiir die histologischen Analysen zur Gewebemorphologie (s. 3.4.2) erfolgte eine andere
Art der Gewebeprdparation. Der Magen und die Darmabschnitte wurden nach der
Entnahme vorsichtig mit 0,9 % (w/v) NaCl-Losung gespiilt, um Futterreste zu besei-
tigen. Die Diinndarmabschnitte und das Colon wurden liangs aufgeschnitten, aufgerollt
und mit einer Minutiennadel fixiert, welche spiter beim Einbetten des Gewebes wieder

entfernt wurde. Alle fiir die Histologie entnommenen Gewebe wurden in Einbettungs-



Methoden 42

kassetten iiberfiihrt, erfuhren eine Postfixierung in 4 % (v/v) Formaldehyd fiir 24 h bei
RT und nachfolgend 24 h Wisserung mit Leitungswasser. AnschlieBend durchliefen die

Gewebe zur Entwésserung folgendes Programm im Gewebeeinbettautomaten:

1. Ethanol, 55 % (v/v) 45 min bei 40 °C

2. Ethanol, 70 % (v/v) 50 min bei 40 °C

3. Ethanol, 96 % (v/v) 1 30 min bei 40 °C

4. Ethanol, 96 % (v/v) 11 60 min bei 40 °C

5. Ethanol absolut | 80 min bei 40 °C

6. Ethanol absolut II 150 min bei 40 °C im Vakuum

7. Toluol 1 120 min bei 40 °C im Vakuum

8. Toluol II 150 min bei 40 °C im Vakuum

9. Paraffin I 90 min bei 60 °C im Vakuum
10. Paraffin II 150 min bei 60 °C im Vakuum

In einer ParaffinausgieBstation wurden die Gewebe schlieflich in Paraffin mit Schmelz-
punkt 58 °C eingebettet, die fertigen Blocke mindestens 1 h bei -20 °C abgekiihlt und
dann bis zur Analyse bei RT gelagert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Methoden zur Genotypisierung der Miiuse

3.2.1.1 Isolation genomischer DNA aus Mausschwanzspitzen

Die im Zuge von Biopsien gewonnenen Mausschwanzspitzen (s. 3.1.1) dienten als Aus-
gangsmaterial fiir die Genotypisierung der in den Tierexperimenten analysierten Méuse.
Dazu erfolgte zunichst die Isolation von genomischer DNA aus den Mausschwanz-
spitzen mit Hilfe des ,,Invisorb Genomic DNA Kit II* (Durchfiihrung nach Hersteller-
angabe; Elution mit 200 pl Elutionspuffer). Die DNA-Losungen wurden bis zur
Analyse bei 4 °C gelagert. Die Langzeitlagerung erfolgte bei -20 °C.

3.2.1.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die zur Genotypisierung notwendige Amplifikation spezifischer Nukleotidsequenzen
der genomischen DNA erfolgte mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase
chain reaction; PCR). Die Synthese der DNA-Fragmente aus Desoxynukleotiden wurde
dabei von einer DNA-abhdngigen DNA-Polymerase, nach Denaturierung der doppel-

strangigen DNA zu Einzelstrdngen und spezifischer Anlagerung von einzelstrangigen
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DNA-Oligonukleotiden (Primern), durchgefiihrt. Fiir eine exponentielle Amplifikation

erfolgte die Synthese iiber mehrere, sich wiederholende Temperaturzyklen.

Die verwendeten PCR-Ansdtze und -Programme fiir die jeweiligen Genotypisierungs-
PCRs sowie die Lange der erwarteten PCR-Produkte sind in Tab. 3.4 bis Tab. 3.9 ange-
geben.

Tab. 3.4 PCR-Ansatz; und -Programm zur Amplifikation des Tas1rI®*“*_Wildtyp-PCR-Produkts der
Mauslinie Tas1r1®“*,

Tas1r15-®-Wildtyp-PCR der Mauslinie Tas1r15-®

PCR-Ansatz (25 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm
2,5 ul Reaktionspuffer 10x 1. 95°C 10:00 min
2,0 pul dNTPs (2,5 mM) 2. 95°C 1:00 min
0,75 ul  Vorwirtsprimer P104 (10 uM) 3. 66°C 1:00 min
0,75 ul  Riickwartsprimer P106b (10 uM) 4. 71°C 1:00 min
0,5 ul Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) Schritt 2-4 39x wiederholen
1,0 pl 50 mM MgCl, 5. 71°C 10:00 min
15,5 pl deion. Wasser 6. 4°C halten
2,0 ul genomische DNA (1:10 verdiinnt)

Erwartete Fragmentlinge: 711 bp

Tab. 3.5 PCR-Ansatz; und -Programm zur Amplifikation des Tas1r1®*“*_Knockin-PCR-Produkts der
Mauslinie Tas1r1®“*,

Tas1r15/®-Knockin-PCR der Mauslinie Tas1r15-F

PCR-Ansatz (25 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm
2,5 ul Reaktionspuffer 10x 1. 95°C 10:00 min
2,0 pl dNTPs (2,5 mM) 2. 95°C 1:00 min
0,75 ul  Vorwirtsprimer P100 (10 uM) 3. 66°C 1:00 min
0,75 ul  Riickwirtsprimer P101 (10 pM) 4. 71°C 0:30 min
0,5 pl Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) Schritt 2-4 39x wiederholen
1,0 pl 50 mM MgCl, 5. 71°C 10:00 min
15,5 pl deion. Wasser 6. 4°C halten
2,0 pl genomische DNA (1:10 verdiinnt)

Erwartete Fragmentlinge: 428 bp
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Tab. 3.6 PCR-Ansatz und -Programm zur Amplifikation des Taslrl““-Wildtyp-PCR-Produkts der
Mauslinie Tas1rl“*/ROSA26'*™" .

Tas1r1“*-Wildtyp-PCR der Mauslinie Tas1r1“*/ROSA26"“*"

PCR-Ansatz (25 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm
2,5 ul “Advantage 2 PCR-Puffer” 10x 1. 95°C 10:00 min Schritt 5-7  5x wiederholen
2,0 pul dNTPs (2,5 mM) 2. 95°C 1:00 min 8. 95°C 1:00 min
0,5 ul Vorwirtsprimer P104b (10 uM) 3. 65°C 1:00 min 9. 61°C 1:00 min
0,5 upl Rickwirtsprimer P106b (10 uM) 4. 68°C 1:00 min 10. 68 °C 1:00 min
0,5 ul “Advantage 2 Polymerase Mix” 50x | Schritt 2-4  5x wiederholen | Schritt 8-10 35x wiederholen
17,0 pl deion. Wasser 5. 95°C 1:00 min 11. 68 °C 10:00 min
2,0 pl genomische DNA (1:10 verdiinnt) 6. 63°C 1:00 min 12. 4°C halten

7. 68°C 1:00 min

Erwartete Fragmentlinge: 648 bp

Tab. 3.7 PCR-Ansatz und -Programm zur Amplifikation des Taslrl““-Knockin-PCR-Produkts der
Mauslinie Tas1r1“*/ROSA26"*"".

Tas1r1““-Knockin-PCR der Mauslinie Tas1r1/ROSA26"“F?

PCR-Ansatz (25 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm
2,5 ul Reaktionspuffer 10x 1. 95°C 10:00 min Schritt 5-7  5x wiederholen
2,0 pul dNTPs (2,5 mM) 2. 95°C 1:00 min 8. 95°C 1:00 min
0,75 ul  Vorwirtsprimer P212 (10 uM) 3. 67°C 1:00 min 9. 63°C 1:00 min
0,75 ul - Riickwértsprimer P213 (10 uM) 4. 71°C 0:30 min 10. 71 °C 0:30 min
0,5 pl Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) Schritt 2-4  5x wiederholen Schritt 8-10 35x wiederholen
1,0 pl 50 mM MgCl, 5. 95°C 1:00 min 11. 71 °C 10:00 min
15,5 pl deion. Wasser 6. 65°C 1:00 min 12. 4°C halten
2,0 ul genomische DNA (1:10 verdiinnt) 7. 71°C 0:30 min

Erwartete Fragmentlinge: 410 bp

Tab. 3.8 PCR-Ansatz und -Programm zur Amplifikation des ROSA26"***-Wildtyp-PCR-Produkts der
Mauslinie TasIr1“/ROSA26"""™.

ROSA26“*"_Wildtyp-PCR der Mauslinie Tas1r1““/ROSA26" %™

PCR-Ansatz (25 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm

2,5 pl  “Advantage 2 PCR-Puffer” 10x 1. 95°C 5:00 min

2,0 pul dNTPs (2,5 mM) 2. 95°C 1:00 min

0,5 pl Vorwirtsprimer P332 (10 pM) 3. 62°C 1:00 min

0,5 pl Riickwértsprimer P333 (10 pM) 4. 68°C 0:30 min

0,5 pl “Advantage 2 Polymerase Mix” 50x Schritt 2-4 35x wiederholen
17,0 pl deion. Wasser 5. 68°C 10:00 min

2,0 pl genomische DNA (1:10 verdiinnt) 6. 4°C halten
Erwartete Fragmentlinge: 585 bp
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Tab. 3.9 PCR-Ansatz und -Programm zur Amplifikation des ROSA26"*""-Knockin-PCR-Produkts der
Mauslinie Tas1r1“*/ROSA26"*"".

ROSA26"®*P_Knockin-PCR der Mauslinie Tas1r1““/ROSA26"RF?

PCR-Ansatz (25 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm
2,5 pl Reaktionspuffer 10x 1. 95°C 5:00 min
2,0 pul dNTPs (2,5 mM) 2. 95°C 1:00 min
0,75 ul  Vorwartsprimer P332 (10 uM) 3. 62°C 1:00 min
0,75 ul  Riickwértsprimer P334 (10 pM) 4. 71°C 0:30 min
0,5 ul Tag DNA-Polymerase (5 U/ul) Schritt 2-4 35x wiederholen
1,0 pl 50 mM MgCl, 5. 71°C 10:00 min
15,5 pl deion. Wasser 6. 4°C halten
2,0 pl genomische DNA (1:10 verdiinnt)

Erwartete Fragmentlinge: 249 bp

Die Primersequenzen sind in Abschnitt 2.7 aufgelistet. Die Reaktionsansétze wurden in
0,2 ml-PCR-Reaktionsgefdflen gemischt. Fiir die Negativkontrolle wurde deion. Wasser
anstelle der DNA eingesetzt. Die PCR erfolgte im Thermocycler nach dem zuvor einge-

stellten Temperaturprogramm.

3.2.1.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auswertung der PCR-Ergebnisse wurden die PCR-Proben sowie die DNA-
Fragmente des GroBenstandards ,,GeneRuler DNA Ladder Mix“ mittels Agarose-
Gelelektrophorese durch Anlegen einer Spannung in einem Agarosegel ihrer Grofe
nach aufgetrennt. Durch Anfiarben der DNA-Fragmente mit dem interkalierenden Fluo-

reszenzfarbstoff Ethidiumbromid konnte anschlieend ihre Grofle bestimmt werden.

Fiir die Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese wurde ein mit Ethidiumbromid
versetztes Agarosegel aus 1% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer hergestellt. Dabei
wurde zundchst die Agarose durch Aufkochen in einer Mikrowelle im Puffer geldst, im
Anschluss Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,3 pg/ml) zugesetzt, das Gemisch zum
Auspolymerisieren in eine Giefstation gegossen. AnschlieBend wurde das Gel in eine
mit 1x TAE-Puffer und Ethidiumbromid (Endkonzentration 0,3 pg/ml) gefiillte,
horizontale Gelelektrophoreseapparatur gelegt. Die aufzutrennenden Proben sowie der
GroBenstandard wurden mit dem glycerol- und farbstoffhaltigen Ladepuffer ,,DNA
Loading Dye* versehen. 5 ul jeder Probe sowie des Standards wurden auf das
Agarosegel aufgetragen und die Gelelektrophorese fiir 35 min bei 90 V durchgefiihrt.
AnschlieBend konnten die mit dem Ethidiumbromid des Gels interkalierenden Frag-

mente durch Anregung mit UV-Strahlung sichtbar gemacht werden. Die Detektion und



Methoden 46

Dokumentation erfolgte mit dem ,,GeneGenius Bio Imaging System* und der dazu-

gehorigen Software ,,GeneSnap®.

3.2.2 Methoden zur quantitativen Genexpressionsanalyse von murinem Gewebe

3.2.2.1 Gesamt-RNA-Isolation aus murinem Gewebe

Zur Gesamt-RNA-Isolation wurde das — wie in Abschnitt 3.1.3.2.7 beschrieben — fiir
molekularbiologische Expressionsanalysen gewonnene und tiefgefrorene Gewebe von
Tieren des Langzeitfiitterungsversuchs in vorgekiihlte 2 ml-Reaktionsgefaf3e liberfiihrt,
auf Eis gestellt und mit 1 ml Trizol-Losung (4 °C) versetzt. Trizol enthdlt neben Phenol
auch die chaotrope Substanz Guanidinisothiocyanat, welche zur Denaturierung von
Proteinen fiithrt. Nach Zugabe eines Edelstahlkiigelchens erfolgte die Zerkleinerung und
Homogenisierung des Gewebes sowie der Zellaufschluss durch Schiitteln fiir 8 min bei
30 Hz mit dem ,,TissueLyser II (Adaptersets auf -20 °C vorgekiihlt). Anschliefend
wurden ungeldste Bestandteile der Probe durch Zentrifugation fiir 5 min bei 11400 rpm
und 4 °C pelletiert (Kiihlzentrifuge ,,Mikro 200 R*). Der die RNA enthaltende
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt, zur Dissoziation von Nukleo-
proteinkomplexen 5 min bei RT inkubiert, danach mit 200 pul Chloroform (4 °C)
versetzt, 8x invertiert und 3 min bei RT inkubiert. Die anschlieBende Zentrifugation fiir
15 min bei 11400 rpm und 4 °C fiihrte zu einer Phasentrennung. DNA und Proteine
verblieben in der unteren, organischen Phase sowie der Interphase. Die obere, wissrige
Phase, welche die RNA enthielt, wurde vorsichtig abgenommen, in ein neues Reak-
tionsgefdl tiberfiihrt und zur Féllung der RNA mit 500 pl Isopropanol versetzt, 8x
invertiert und 1 h bei -20 °C inkubiert. Nach Zentrifugation fiir 10 min bei 11400 rpm
und 4 °C wurde der Uberstand abgenommen und verworfen. Um das RNA-Pellet von
Isopropanolresten sowie Salzen zu befreien, wurden 200 pul 75 % (v/v) Ethanol in
DEPC-Wasser zugegeben, die Probe 8x invertiert und nach Zentrifugation fiir I min bei
11400 rpm und 4 °C der Uberstand abgenommen und verworfen. Im Anschluss wurde
das RNA-Pellet im Reaktionsgefd3 bis zur vollstdndigen Verdunstung des restlichen
Ethanols bei gedffnetem Deckel und RT gehalten. SchlieBlich wurde das RNA-Pellet
vollstindig in DEPC-Wasser gelost (Volumen variierte je nach Pelletgrofie). Die Lage-
rung der Gesamt-RNA-Losung erfolgte bei -80 °C.

3.2.2.2 Gelelektrophorese der RNA im denaturierenden Agarosegel
Um Qualitit und Quantitit der isolierten Gesamt-RNA zu priifen, wurde sie gemeinsam

mit dem GroBenstandard ,,RiboRuler High Range RNA Ladder* mittels Agarose-
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Gelelektrophorese durch Anlegen einer Spannung im denaturierenden Agarosegel der
GroBe der RNA-Fragmente nach aufgetrennt. Durch Anfiarben der RNA-Fragmente mit
dem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid konnte anschlieend
gepriift werden, ob und wie stark die beiden bei Auftrennung von Gesamt-RNA domi-
nierenden Banden bei ca. 1900 bp sowie ca. 4500 bp (fiir 18S sowie 28S ribosomale
RNA) sichtbar sind. Die denaturierende Wirkung des Agarosegels beruht auf dem
Zusatz von Formaldehyd, welches mit den Aminogruppen von RNA-Molekiilen
Schiffsche Basen bildet. Dies verhindert die Bildung von Sekundérstrukturen der einzel-

stringigen RNA-Molekiile, welche die Auftrennung beeinflussen wiirden.

Fiir die Durchfithrung der Agarose-Gelelektrophorese wurde zunichst ein denaturie-
rendes Agarosegel bestehend aus 1,5 % (w/v) Agarose sowie 0,62 % (v/v) Formaldehyd
in 1x MOPS-Puffer hergestellt. Dabei wurde zunichst die Agarose durch Aufkochen in
einer Mikrowelle im Puffer geldst, im Anschluss Formaldehyd zugesetzt und das
Gemisch zum Auspolymerisieren in eine Giefstation gegossen. AnschlieBend wurde
das Gel in eine mit 1x MOPS-Puffer und 0,62 % (v/v) Formaldehyd gefiillte, horizon-
tale Gelelektrophoreseapparatur gelegt. Zur Probenvorbereitung wurde 1 ul jeder aufzu-
trennenden Probe mit 1 pl DEPC-Wasser verdiinnt und, genauso wie der Grofen-
standard, mit dem glycerol- und farbstoffhaltigen Ladepuffer ,,RNA Loading Dye*
versehen, 10 min bei 70 °C denaturiert, auf Eis gestellt und mit Ethidiumbromid
(17 ng/ml) versetzt. 5 pl jeder so vorbereiteten Probe sowie des Standards wurden auf
das Agarosegel aufgetragen und die Gelelektrophorese fiir 25 min bei 70 V durch-
gefiihrt. AnschlieBend konnte die mit dem Ethidiumbromid des Gels interkalierende
RNA durch Anregung mit UV-Strahlung sichtbar gemacht werden. Die Detektion und
Dokumentation erfolgte mit dem ,,GeneGenius Bio Imaging System‘ und der dazuge-

horigen Software ,,GeneSnap*.

3.2.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung der RNA-Lo6sungen

Zur Bestimmung der Konzentration der Gesamt-RNA-Losungen wurde ein Spektro-
photometer genutzt. Das Gerit ermittelt die Extinktion von Nukleinsdurelosungen bei
Anregung mit einer Wellenlédnge von 260 nm (dem Absorptionsmaximum von Nuklein-
sduren) und errechnet daraus auf Grundlage des Lambert-Beerschen Gesetzes die
Konzentration in pg/ml. Fir die Messung wurden 2 pl unverdiinnter RNA-L&sung

eingesetzt. Als Leerprobe diente DEPC-Wasser.
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3.2.2.4 c¢cDNA-Synthese mittels reverser Transkription

Fiir die quantitative Genexpressionsanalyse mittels Real-Time-PCR wurde — ausgehend
von der aus den zu untersuchenden Geweben isolierten Gesamt-RNA (s. 3.2.2.1) — iiber
reverse Transkription komplementdre DNA (engl. complementary DNA; cDNA) synthe-
tisiert. Die Synthese der cDNA aus Desoxynukleotiden erfolgte dabei durch eine RNA-
abhingige DNA-Polymerase (reverse Transkriptase) nach Anlagerung von einzelstrén-

gigen Oligonukleotiden (,,Random-Primern*) an die RNA-Fragmente.

Um Kontaminationen der RNA-Losung mit genomischer DNA auszuschliefen, wurde
die Probe vor der reversen Transkription einer Restriktionsspaltung von DNA mit dem
Enzym Desoxyribonuklease I (DNase I) unterzogen. Diese Endonuklease spaltet einzel-
und doppelstringige DNA. Fiir die Behandlung von Gesamt-RNA-Ldsung mit DNase [

wurde folgender Ansatz angewendet:

2,0 ug RNA

2,0 ul DNase [-Reaktionspuffer 10x
1,6 pl Dithiothreitol (0,1 M)

0,5 ul RNase-Inhibitor (40 U/ul)
2,0 ul DNase |

mit DEPC-Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 pl einstellen

Der Ansatz wurde gut gemischt und 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die
DNase I durch Zugabe von 2 pl 25 mM EDTA inaktiviert. Nach Inkubation fiir 10 min
bei 65 °C wurde die Probe kurz anzentrifugiert und danach auf Eis gestellt. Fiir die
reverse Transkription wurde diese DNase I-behandelte RNA-Losung mit 2 pl ,,Random
Primern* und 2 pl 10 mM dNTPs versetzt, 5 min bei 65 °C inkubiert und dann zu
gleichen Teilen in den +RT- und den —RT-Ansatz aufgeteilt:

+RT-Ansatz —RT-Ansatz
12,0 pl DNase I-behandelte RNA-Ldsung 12,0 pl DNase I-behandelte RNA-Ldsung
4,0 pl ,First-Strand Buffer* 5x 4,0 pl,First-Strand Buffer* 5x
1,9 pl Dithiothreitol (0,1 M) 1,9 pl Dithiothreitol (0,1 M)
0,43 pul MgCl, (50 mM) 0,43 pul MgCl, (50 mM)
0,25 pl RNase-Inhibitor (40 U/ul) 0,25 pl RNase-Inhibitor (40 U/pl)
1,0 ul Reverse Transkriptase ,,SuperScript I11” 1,0 ul DEPC-Wasser
(200 U/pl)

Die Ansidtze wurden zundchst 10 min bei RT inkubiert und danach 2 h bei 42 °C. Im
Anschluss der cDNA-Synthese wurden die Proben zur Inaktivierung der reversen
Transkriptase 15 min bei 70 °C inkubiert. Die Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C.
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Zur Kontrolle des Erfolgs der cDNA-Synthese wurde eine Reverse Transkription-PCR
(RT-PCR) zum Nachweis der Genexpression des ubiquitdr exprimierten Struktur-
proteins B-Aktin auf Basis der RT-Ansédtze (+RT und —RT) mit introniiberspannenden
Primern durchgefiihrt (PCR-Prinzip s. 3.2.1.2). Der —RT-Ansatz diente dabei zur
Kontrolle auf Kontaminationen mit genomischer DNA. Der PCR-Ansatz und das
PCR-Programm fiir die RT-PCR sowie die Linge der erwarteten PCR-Produkte aus-
gehend von cDNA sowie genomischer DNA sind in Tab. 3.10 angegeben. Die Primer-
sequenzen sind in Abschnitt 2.7 aufgelistet. Fiir die Positivkontrolle wurde genomische
DNA anstelle eines RT-Ansatzes eingesetzt, fiir die Negativkontrolle DEPC-Wasser.
Die Auswertung des RT-PCR-Ergebnisses erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese
(s.3.2.1.3).

Tab. 3.10 PCR-Ansat; und -Programm zur Amplifikation des [-Aktin-RT-PCR-Produkts zur Kontrolle
der cDNA-Synthese.

PCR-Ansatz (25 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm

2,5 upl “Advantage 2 PCR-Puffer” 10x 1. 95°C 5:00 min

0,5 pul dNTPs (10 mM) 2. 95°C 1:00 min

0,5 ul Vorwirtsprimer P206 (10 pM) 3. 66°C 1:00 min

0,5 ul Riickwirtsprimer P207 (10 pM) 4. 68 °C 0:50 min

0,25 ul “Advantage 2 Polymerase Mix” 50x Schritt 2-4 35x wiederholen
19,75 ul DEPC-Wasser 5. 68°C 4:00 min

1,0 ul RT-Ansatz 6. 4°C halten
Erwartete Fragmentlinge: 441 bp (von cDNA); 895 bp (von genomischer DNA)

3.2.2.5 Real-Time-PCR

Zur quantitativen Genexpressionsanalyse wurden, ausgehend von cDNA-Proben, Real-
Time-PCRs durchgefiihrt. Dabei kam die ,,TagMan*“-Methode zum Einsatz, welche
neben sequenzspezifischen Primern eine spezifische, mit einem Reporterfluorophor und
einem Quencher markierte Oligonukleotidsonde nutzt. In Abschnitt 2.7 sind die Charak-
teristika aller verwendeten Primer und Sonden beschrieben. Die Real-Time-PCR ver-
lauft nach dem Prinzip einer herkdmmlichen PCR (s. 3.2.1.2). Zur Quantifizierung wird
jedoch wihrend der Amplifikation des PCR-Produktes, aufgrund des Abbaus von DNA-
gebundener Sonde durch die 5'—3'-Exonukleaseaktivitit der DNA-Polymerase, ein
Anstieg der Reporterfluoreszenz iiber die Zeit gemessen. Im Anschluss wird innerhalb

der exponentiellen Phase der Reaktion ein Schwellenwert der Fluoreszenzédnderung fest-
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gelegt und ermittelt, in welchem PCR-Zyklus dieser Wert erreicht wurde. Dieser steht

in linearem Zusammenhang zur Ausgangsmenge an cDNA.

Der PCR-Ansatz und das PCR-Programm fiir die Real-Time-PCR sind in Tab. 3.11
angegeben. Es wurden zunichst die cDNA-Verdiinnungen hergestellt, dann der ,,Master
Mix* (4 °C) mit dem jeweiligen Primer-Sonden-Gemisch vermengt und alle Proben auf
Eis gestellt. AnschlieBend wurde beides in den Mulden einer ,,MicroAmp Fast“-96-
Loch-Reaktionsplatte vereint (pro Loch 5 ul cDNA-Verdiinnung und 5 pul ,,Master Mix*“
mit Primern und Sonde). Als Negativkontrollen dienten die korrespondierenden —RT-
Proben sowie DEPC-Wasser anstelle der cDNA. Die Plattenoberfliche wurde dann mit
einer optisch transparenten, adhisiven Folie versehen, die Platte 1 min bei 1000 rcf zen-
trifugiert (Kiihlzentrifuge ,,Varifuge 3.0R*) und schlieBlich im Real-Time-PCR-System

unter Anwendung der ,,7500 Software v2.0.1°“ dem PCR-Programm unterzogen.

Tab. 3.11 PCR-Ansatz und -Programm zur Amplifikation von Real-Time-PCR-Produkten.

PCR-Ansatz (10,5 ul Gesamtvolumen) PCR-Programm
4,75 ul DEPC-Wasser 1. 50°C 2:00 min
0,25 ul cDNA (entspricht 12,5 ng)" 2. 95°C 10:00 min
5,0 ul ,,TagMan Gene Expression Master Mix“, 2x 3. 95°C 0:15 min
0,5 pl Primer-Sonden-Gemisch 4. 60°C 1:00 min
(spezifisch fiir das untersuchte Gen) Schritt 3-4 39x wiederholen

'Fiir die Tas1r1-Genexpressionsanalysen wurden 0,5 pl cDNA (entspricht 25 ng) eingesetzt.

Der Schwellenwert der Fluoreszenzinderung wurde auf 0,2 festgelegt. Die Schwellen-
wert-Zyklenzahl (auch C-Wert genannt) wurde, ausgehend von der gleichen cDNA-
Probe, sowohl fiir die untersuchten Gene als auch fiir das ubiquitir exprimierte und
nicht durch die untersuchten Parameter (Gewebe, Didt und Genotyp) regulierte Refe-
renzgen (-Aktin jeweils in einer Dreifachbestimmung ermittelt. Ausreiflerkriterien der
Dreifachbestimmung: Bei einer Differenz der drei Werte (X, Y, Z) von mehr als 0,5 und
gleichzeitiger Differenz eines Wertes X zum nichstgelegenen Wert um mehr als das
Doppelte der Differenz der Werte Y und Z wurde Wert X als AusreiBer betrachtet und
von der Auswertung ausgeschlossen. Fiir die Negativkontrollen erfolgte eine Einfach-

bestimmung.

Die Auswertung der Real-Time-PCR-Ergebnisse erfolgte durch relative Quantifizierung
der Genexpression im Vergleich zum Referenzgen. Dabei wurde der ermittelte Ci-Wert
fiir das untersuchte Gen mit dem parallel dazu ermittelten C-Wert fiir das Referenzgen

subtrahiert:



Methoden 51

A C; = C; (untersuchtes Gen) - C; (Referenzgen)

Der A C-Wert wurde anschlieBend in 2 ' umgerechnet und zur Untersuchung der

gewebe-, didt- und genotypabhédngigen Genexpressionsanalysen genutzt.

3.2.2.6 Effizienzbestimmung der Real-Time-PCR
Um die Amplifikationseffizienz der Real-Time-PCRs zu testen, wurde fiir jedes Primer-
Sonden-Gemisch eine Standardkurve mit flinf definierten Konzentrationen einer cDNA-
Probe (gewéhlt im Bereich zwischen 0,78 und 25 ng) erstellt. Fiir jede Konzentration
wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Durchfiihrung der Real-Time-PCR
erfolgte wie bereits in Abschnitt 3.2.2.5 beschrieben.

Zur Auswertung wurde der Schwellenwert der Fluoreszenzédnderung auf 0,2 festgelegt,
die C-Werte ermittelt und gegen die eingesetzten Konzentrationen aufgetragen. Die
Steigung der dadurch erhaltenen Standardkurve im Vergleich zur Steigung der erwar-
teten Standardkurve bei 100 % Effizienz zeigte die Amplifikationseffizienz der Real-
Time-PCR fiir das untersuchte Primer-Sonden-Gemisch. Die ermittelten Effizienzen fiir

jedes Primer-Sonden-Gemisch sind in Abschnitt 2.7 aufgefiihrt.

3.2.2.7 Nachweis der Spezifitit der Real-Time-PCR

Zum Nachweis der Spezifitit der Real-Time-PCRs fiir das jeweils untersuchte Gen
wurden die PCR-Proben nach der PCR-Reaktion gemeinsam mit dem GrofBenstandard
»GeneRuler Low Range DNA Ladder” mittels Agarose-Gelelektrophorese (Durch-
fiihrung s. 3.2.1.3) in einem 3,5 %igen Agarosegel (aus 2,5 % ,,UltraPure Low Melting
Point Agarose* und 1,5 % ,,UltraPure Agarose in 1x TAE) fiir 1 h bei 70 V aufge-
trennt. Die so ermittelten GroBen der PCR-Produkte wurde mit den erwarteten GroB3en

(s. 2.7) verglichen.

Dariiber hinaus wurden die PCR-Produkte zum Nachweis der Spezifitit der Real-Time-
PCRs auch sequenziert. Aufgrund ihrer geringen Lénge wurden sie zuvor in ein Plasmid
kloniert und dieses durch Transformation in E.coli-Zellen vervielfdltigt. Dazu erfolgte
zundchst die Aufreinigung der PCR-Fragmente aus dem Agarosegel in Anwesenheit
einer chaotropen Substanz iiber eine Glasfasersdule mit Hilfe des ,,Small DNA
Fragments Extraction Kits* (Durchfiihrung nach Herstellerangabe; Elution mit 25 pl
deion. Wasser). AnschlieBend wurde die Konzentration der gewonnenen DNA-
Losungen photometrisch bestimmt (s. 3.2.2.3; als Leerprobe diente deion. Wasser).

Unter Nutzung des ,,TOPO TA Cloning Kits* erfolgte dann die Klonierung von 20 ng
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der DNA-Lo6sung in den ,,pCR2.1-TOPO*“-Vektor und die Transformation des ligierten
Plasmids in chemisch kompetente ,,One Shot TOP10“-E.coli-Zellen durch Hitzeschock
(Durchfiihrung nach Herstellerangabe). Im Anschluss wurden dem Transformations-
ansatz 250 ul SOC-Medium (RT) zugefiihrt, dieser 1 h bei 37 °C mit 200 rpm ge-
schiittelt und schlieBlich 50 ul des Ansatzes auf eine mit 50 pg/ml Ampicillin versetzte
LB-Platte ausgestrichen. Nachdem die {iber Kopf gelegte Platte iiber Nacht bei 37 °C
gehalten wurde, erfolgte das Picken einzelner Bakterienkolonien, die dann in 3 ml LB-
Medium (versetzt mit 50 pg/ml Ampicillin) tiberfithrt und iiber Nacht bei 37 °C mit
200 rpm geschiittelt wurden. Zur Isolation der Plasmid-DNA aus den Bakterienzellen
fand das ,,NucleoSpin Plasmid“-Kit Anwendung, bei dem eine alkalische Lyse der
Bakterien mit nachfolgender Isolierung und Aufreinigung der DNA iiber eine Anionen-
austauschersdule erfolgt (Durchfiihrung nach Herstellerangabe; Ausgangsmaterial
1,5 ml Bakteriensuspension, Elution mit 50 pl deion. Wasser). Die Konzentration der
isolierten Plasmid-DNA wurde photometrisch bestimmt (s. 3.2.2.3) und der Einbau des
PCR-Produkts in den Vektor durch eine Restriktionsspaltung des Plasmids mit der
Restriktionsendonuklease EcoRI iiberpriift, da das PCR-Produkt von EcoRI-Schnitt-

stellen des Vektors flankiert wurde. Dazu wurde folgender Ansatz hergestellt:

5,0 ul Plasmid-DNA-Losung
1,0 ul EcoRI-Puffer 10x
3,75 ul deion. Wasser

0,25 pl EcoRI (10 U/pl)

Der Ansatz wurde gut gemischt und 2 h bei 37 °C inkubiert. Das Ergebnis wurde durch
Auftrennung der Probe gemeinsam mit dem GroBenstandard ,,GeneRuler Low Range
DNA Ladder* fiir 30 min bei 90 V in einem 3,5 %igen Agarosegel mittels Agarose-
Gelelektrophorese ausgewertet (Durchfiihrung s. 3.2.1.3).

Fir die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde 1 pug Plasmid-DNA mit 1 pl
Sequenzierungsprimer vermischt und mit deion. Wasser auf ein Gesamtvolumen von
15 pl gebracht. Die Sequenzen der beiden verwendeten Sequenzierungsprimer ,,M13
vorwirts (-20)“ sowie ,,M13 riickwérts“ sind in Tab. 2.4 aufgelistet. Die DNA-Sequen-
zierungen wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D) iibernommen.
Der im Anschluss durchgefiihrte Sequenzabgleich der erhaltenen Sequenzierungser-

gebnisse mit den erwarteten Sequenzen erfolgte mit Hilfe der Software ,,Vector NTI 9.
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3.3 Instrumentell-analytische Methoden

3.3.1 Blutplasmaanalyse

Das im Zuge der Blutabnahmen (s. 3.1.3.2.4) und der Herzpunktion (s. 3.1.3.2.7) im
Langzeitfiitterungsversuch gewonnene Blutplasma sollte einer quantitativen Bestim-
mung der proteinogenen Aminosduren sowie stickstofthaltiger Endprodukte wie
Harnstoff, Kreatinin und Harnsiure mittels HPLC-MS/MS-Technik unterzogen werden.
Bei der Methode sind Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) und Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) miteinander gekoppelt. Die HPLC dient hierbei zur
Auftrennung der Probenbestandteile aufgrund unterschiedlicher Polaritit. Bei der sich
anschlieBenden MS/MS erfolgt die lonisierung und Fragmentierung der Probe. Das
Masse-zu-Ladung-Verhéltnis (m/z) der entstehenden lonen wird gemessen und er-
moglicht die Identifizierung und Quantifizierung der Probenbestandteile durch den
Vergleich mit internen Standardsubstanzen. Vorteil dieser Technik gegeniiber anderen
Methoden zur Blutplasmaanalyse ist, dass lediglich eine sehr geringe Probenmenge
(weniger als 10 pl) fiir die Analyse einer Vielzahl von Blutparametern benétigt wird
und die Methode damit fiir die wiederholte Untersuchung vieler Parameter am gleichen
Tier geeignet ist. Die Analyse erfolgte durch unseren Kooperationspartner Andreas

Dunkel (TUM; Freising, D). Die Ergebnisse stehen bisher jedoch nicht zur Verfiigung.

Um zum jetzigen Zeitpunkt zumindest eine Aussage iiber die Harnstoftkonzentration in
dem {iiber die Herzpunktion gewonnenen Blutplasma treffen zu konnen, wurde mit
Aliquots der betreffenen Proben'' zusitzlich ein enzymatischer UV-Test mit dem auto-
matischen Analysegerit ,,Cobas Mira S* (Roche Diagnostics; Mannheim, D) und dem
Reagenzienkit ,,ABX Pentra Urea CP*“ (ABX Diagnostics; Montpellier, F) nach Herstel-
lerangaben durchgefiihrt. Der Test basiert auf der Hydrolyse des in der Probe enthal-
tenen Harnstoffs mit Hilfe des Enzyms Urease unter Bildung von Ammoniumionen,
welche dann wiederum gemeinsam mit o-Ketoglutarat und der reduzierten Form des
Nicotinamidadenindinukleotids (NADH) mit Hilfe des Enzyms Glutamatdehydrogenase
in L-Glutamat, Wasser und NAD" umgewandelt werden. Die durch die Oxidation von
NADH zu NAD" messbare Extinktionsabnahme der Losung bei Anregung mit einer
Wellenldnge von 340 nm (dem Absorptionsmaximum von NADH) wird vom Gerit

erfasst und ist proportional zur Harnstoffkonzentration, welche in mM angezeigt wird.

' Sechs der betreffenden 179 Proben konnten aufgrund unzureichender Blutplasmamenge der Aliquots
nicht im Rahmen des enzymatischen UV-Tests vermessen werden.
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3.3.2 Harnanalyse

Die im Zuge der Untersuchungen im Metabolismuskéfig gewonnenen Urinproben
(s.3.1.3.2.6) wurden einer quantitativen Stickstoffbestimmung mittels Elementar-
analysator-Massenspektrometrie unterzogen. Die Analyse erfolgte durch Dr. Klaus-
Jirgen Petzke (DIfE, Nuthetal, D).

Zunichst wurden die Urinproben in Rundkolben {iberfiihrt, durch ,,Spin-Freezing*
mittels fliissigen Stickstoffs eingefroren und 24 h lyophilisiert. Die gefriergetrockneten
Proben wurden anschlieBend jeweils in 2 ml deion. Wasser gelost, durch einen 0,25 um
Sterilfilter filtriert und 1:4 verdiinnt. 5 pl der Verdiinnung wurden fiir 30 min bei 60 °C
in einer Zinnkapsel (2/5 mm — IVA Analysentechnik; Meerbusch, D) eingeengt und auf
thren Stickstoffgehalt hin analysiert. Dieser wurde mittels Elementaranalysator (,,EA
1108 — Fisons Instruments; Rodano, I) gemessen, der zur Detektion {iber ein ,,ConFlo
Interface” mit einem Isotopenverhdltnis-Massenspektrometer (,,Finnigan Delta-C*“ —
Thermo Scientific; Bremen, D) gekoppelt ist. Die Verbrennung der Probe erfolgte bei
1020 °C im Oxidationsofenrohr nach Einpulsen molekularen Sauerstoffs. Die nachfol-
gende Reduktion der NO,-Produkte zu molekularem Stickstoff erfolgte dann bei 650 °C
im mit Kupfer gefiillten Reduktionsrohr. Helium diente als Tragergas und die Detektion
des gereinigten Stickstoffs der Probe erfolgte durch Messung und Auswertung des
m/z 28 lonenstroms am Massenspektrometer (Petzke et al, 2005a). Jede Urinprobe

wurde einer Fiinffachbestimmung unterzogen.

3.3.3 Kotanalyse
Der physikalische Brennwert der im Zuge der Untersuchungen im Metabolismuskéfig
gesammelten und getrockneten Kotproben (s. 3.1.3.2.6) wurde im Bombenkalorimeter

analysiert.

Die Kotproben wurden mit einem Mdrser homogenisiert, das Pulver anschlieBend mit
einer Feinwaage in ein Quarzschélchen eingewogen. Nach dem Einbringen des Endes
eines Baumwollziindfadens wurde die Probe in einem Aufschlussgefal3 platziert und im
Bombenkalorimeter vermessen. Hierbei wird die Probe durch Sauerstoffzufuhr ver-
brannt und die dabei freiwerdende Verbrennnungsenergie iiber eine Temperatur-
anderung des die Bombe umgebenen Wassers gemessen. Zur Kalibrierung des Bomben-
kalorimeters wurde vor Beginn der Probenmessungen stets 1 g Casein als Standard mit

bekanntem physikalischen Brennwert vermessen.
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3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Methoden zur histologischen Taslr1-Expressionsanalyse

3.4.1.1 Herstellung von Kryoschnitten

Von den — wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben — in Einfriermedium eingebetteten, gefro-
renen Geweben wurden mit einem Kryostaten unter lichtarmen Bedingungen 14 um
dicke Gewebeschnitte angefertigt, auf Objekttrager aufgezogen und bis zur Analyse bei
-20 °C gelagert.

3.4.1.2 Zellkernanfirbung

Vor der Untersuchung der Gewebeschnitte auf tdRFP-exprimierende Zellen wurden die
angefertigten Kryoschnitte (s. 3.4.1.1) zundchst einer Zellkernanfirbung mit dem an
DNA bindenden Fluoreszenzfarbstoff 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) unter-
zogen. DAPI bindet auch an RNA. Das Emissionsmaximum von DNA- und RNA-
gebundendem DAPI unterscheidet sich jedoch um ca. 40 nm, so dass eine spezifische

Detektion von DNA mdglich ist.

Die Zellkernanfarbung der Gewebeschnitte mit DAPI erfolgte in vier Schritten:

1. Ix PBS 5 min
2. 300 nM DAPI-Loésung* 10 min (in einer feuchten Kammer)
3. IxPBS 1 5 min
4. 1x PBS 11 5 min

*Es wurde eine 300 uM Stammldsung von DAPI in Dimethylformamid
hergestellt und bei -20 °C im Dunkeln gelagert. Diese wurde direkt vor
Gebrauch 1:1000 in 1x PBS verdiinnt.
AbschlieBend wurden die gefdrbten Schnitte mit dem FEindeckmittel ,,Fluorescent
Mounting Medium* und einem Deckglas versehen, trocknen gelassen und dann der

Fluoreszenzanalyse (s. 3.4.1.3) unterzogen.

Um eine mogliche Anregung des DAPIs sowie des in den Geweben zu untersuchenden
tdRFPs wihrend der Zellkernanfarbung zu vermeiden, wurden alle Schritte unter licht-

armen Bedingungen durchgefiihrt.

3.4.1.3 Fluoreszenzaufnahmen mit dem Mirax-Midi-Scansystem
Von den mit DAPI gefarbten Gewebeschnitten wurden Fluoreszenzauthahmen zur

Detektion des Fluoreszenzproteins tdRFP sowie des DNA-gebundenen Fluoreszenz-
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farbstoffs DAPI mit dem Mirax-Midi-Scansystem und der dazugehdrigen Steuersoft-
ware ,,Mirax Axiocam Fluoreszenz* angefertigt. Das Scansystem umfasst fiir Fluores-
zenzaufnahmen ein computergesteuertes, automatisiertes Objekttragerscanmikroskop

sowie eine Metalldampflampe und eine monochrome Kamera.

Zur Detektion des Fluoreszenzproteins tdRFP wurde das Filterset 43 von ,,Carl Zeiss
Microscopy®™ genutzt, dessen Anregungsbereich bei 525-575 nm Wellenldnge und
dessen Emissionsbereich bei 570—640 nm Wellenldnge liegt. Die maximale Anregung
des tdRFPs wird mit 552 nm und seine maximale Emission mit 579 nm beschrieben
(Campbell et al., 2002). Fiir das Filterset 43 wurde — abhidngig vom betrachteten
Gewebe — eine Belichtungszeit von 44 —85 ms und eine zweifache digitale Verstiarkung

angewendet.

Zur Detektion des DNA-gebundenen Fluoreszenzfarbstoffs DAPI wurde das Filterset 49
von ,,Carl Zeiss Microscopy* genutzt, dessen Anregungsbereich bei 365 nm Wellen-
lange und dessen Emissionsbereich bei 420—470 nm Wellenlidnge liegt. Die maximale
Anregung des DNA-gebundenen DAPI wird mit 364 nm und die maximale Emission
mit 454 nm beschrieben (laut dem Anbieter Sigma-Aldrich). Fiir das Filterset 49 wurde
— abhéngig vom betrachteten Gewebe — eine Belichtungszeit von 6—25 ms und eine

zweifache digitale Verstarkung angewendet.

Zusitzlich wurde das Filterset 44 von ,,Carl Zeiss Microscopy* genutzt, dessen
Anregungsbereich bei 455—-495 nm Wellenldinge und dessen Emissionsbereich bei
505—-555 nm Wellenlénge liegt. Damit wurde die unspezifische Hintergrundfluoreszenz
der Gewebe aufgenommen, um die Gewebestrukturen sichtbar zu machen. Fiir das
Filterset 44 wurde — abhingig vom betrachteten Gewebe — eine Belichtungszeit von

27-140 ms und eine zweifache digitale Verstirkung angewendet.

Mit der Software ,Mirax Viewer 1.12.22.1°“ wurden die Aufnahmen anschlieffend

dokumentiert und ausgewertet wurden.

3.4.2 Methoden zur Untersuchung der Morphologie muriner Gewebe

3.4.2.1 Herstellung von Paraffinschnitten

Von den — wie in Abschnitt 3.1.3.2.7 beschrieben — in Paraffin eingebetteten Geweben
wurden mit einem Rotationsmikrotom 2 um dicke Gewebeschnitte angefertigt, im
Wasserbad bei 38 °C gestreckt, auf Objekttriger aufgezogen und bei 38 °C getrocknet.
Im Anschluss erfolgte die Himatoxylin-Eosin-Farbung der Paraffinschnitte (s. 3.4.2.2).
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3.4.2.2 Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung

Zur Untersuchung der Gewebemorphologie von Tieren des Langzeitfiitterungsversuchs
(s. 3.1.3.2) wurde eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung mit den angefertigten Paraffin-
schnitten (s. 3.4.2.1) durchgefiihrt. Der Farbstoff Himatoxylin fiihrt in seiner positiv
geladenen Form, die als Hamalaun bezeichnet wird, zur Blaufirbung von negativ
geladenen Strukturen wie der DNA in den Zellkernen sowie der RNA des rauen Endo-
plasmatischen Retikulums. Der negativ geladene Farbstoff Eosin hingegen fiihrt zur
Rotfarbung positiv geladener Strukturen wie positiv geladener Proteine des Zytoplas-
mas, der Mitochondrien und des glatten Endoplasmatischen Retikulums sowie des in

der extrazelluldren Matrix lokalisierten Strukturproteins Kollagen.

Fiir die Farbung wurden die Gewebeschnitte zunichst wie folgt entparaffiniert:

1. Toluol I 2 min
2. Toluol 1T 3 min
3. Ethanol, absolut I 2 min
4. Ethanol, absolut II 3 min
5. Ethanol, 96 % (v/v) 1 min
6. Ethanol, 70 % (v/v) 1 min
7. deion. Wasser 1 min

Im Anschluss erfolgte die Farbung mit Himalaun und Eosin:

1. Himalaunldsung sauer 3 min
2. Leitungswasser, flieBend 10 min
3. deion. Wasser 30s
4. wissrige Eosinlosung, 1 % (w/v) 1 min
5. Leitungswasser, flieend 20s
6. deion. Wasser 20s

Danach wurden die Schnitte entwéssert:

1. Ethanol, 70 % (v/v) 20s
2. Ethanol, 96 % (v/v) 1 min
3. Ethanol, absolut I 2 min
4. Ethanol, absolut II 3 min
5. Toluol I 3 min

6. Toluol II 3 min
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Abschlieend wurden die gefarbten Schnitte mit dem Eindeckmittel ,,Histofluid* und

einem Deckglas versehen und trocknen gelassen.

3.4.2.3 Hellfeld-Aufnahmen mit dem Mirax-Midi-Scansystem

Von den mit Hamatoxylin und Eosin gefiarbten Gewebeschnitten wurden Hellfeld-
aufnahmen mit dem Mirax-Midi-Scansystem und der dazugehorigen Steuersoftware
,»Mirax Stingray Hellfeld* angefertigt. Das Scansystem umfasst fiir Hellfeldaufnahmen
ein computergesteuertes, automatisiertes Objekttrigerscanmikroskop sowie eine Halo-
genlampe und eine Farbkamera. Mit der Software ,,Mirax Viewer 1.12.22.1* erfolgte

anschlieend die Dokumentation und Auswertung der Aufnahmen.

3.5 Statistische Auswertung

3.5.1 Deskriptive Statistik
Fiir die statistischen Auswertungen wurden folgende Parameter deskriptiver Statistik
mit Hilfe des Statistikprogramms ,,IBM SPSS Statistics 20* berechnet (wobei x; die

Messwerte und n die Anzahl der Messwerte bezeichnet):
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Die im Ergebnisteil dieser Arbeit dargestellten Diagramme zeigen Mittelwerte und

deren Standardfehler.

3.5.2 Einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur

Um zu priifen, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
drei in Futterpriferenztest (s. 3.1.3.1) sowie Langzeitfiitterungsversuch (s. 3.1.3.2)
untersuchten Genotyp- oder Didtgruppen auftreten, wurde eine einfaktorielle Varianz-
analyse mit Hilfe des Statistikprogramms ,,IBM SPSS Statistics 20 durchgefiihrt. Das

statistische Verfahren basiert auf dem Vergleich der Varianz zwischen den Gruppen mit
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der Varianz innerhalb der Gruppen. Bei dem sich anschlieBenden Post-Hoc-Test mit
Bonferroni-Korrektur wurde ermittelt, welche der Gruppen sich signifikant unter-

scheiden.

Die Signifikanzgrenzen des Signifikanzwertes p wurden wie folgt festgelegt:

nicht signifikant p=0,05
signifikant *p<0,05
sehr signifikant **p<0,01
hochsignifikant *E* p <0,001

3.5.3 Zweiseitiger T-Test fiir unabhéangige Stichproben

Um zu priifen, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
zwel bei den quantitativen Expressionsanalysen mittels Real-Time-PCR (s. 3.2.2) unter-
suchten Genotypgruppen auftreten, wurde ein zweiseitiger T-Test bei unabhéngigen
Stichproben mit Hilfe des Statistikprogramms ,,IBM SPSS Statistics 20* durchgefiihrt.
Zuvor wurde ein Levene-Test durchgefiihrt, der die Gleichheit der Varianzen beider
Gruppen tiberpriift. Die Signifikanzgrenze fiir Varianzunterschiede wurde mit einem
Signifikanzwert von p < 0,1 festgelegt. Das Ergebnis des Levene-Tests bestimmt, ob ein

T-Test fiir gleiche oder fiir ungleiche Varianzen Anwendung findet.

Die Signifikanzgrenzen des Signifikanzwertes p fiir den T-Test wurden analog zu denen

der einfaktoriellen Varianzanalyse (s. 3.5.2) festgelegt.
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4 Ergebnisse

Um die Rolle der Umamirezeptoruntereinheit Taslrl jenseits ihrer gustatorischen
Bedeutung zu analysieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit ihre Expression und
Funktion in nichtgustatorischen Geweben gentechnisch modifizierter Mauslinien unter-
sucht. Mit Hilfe der Doppel-Knockin-Mauslinie Tas1r] "/ROSA26“*" wurde iiber die
Detektion des fluoreszierenden Reporterproteins tdRFP die Tas1r1-Promotoraktivitét in
einem strukturell wie funktionell diversen Gewebeset analysiert, um extraorale
Expressionsorte von Taslrl auf zelluldrer Ebene zu identifizieren. Zur funktionellen
Analyse von Taslrl erfolgte die phédnotypische Charakterisierung von Tieren der
Mauslinie Taslr1?%, wobei Wildtyp-, Taslrl-heterozygote sowie Taslrl-Knockout-
Tiere hinsichtlich ihres Erndhrungsverhaltens sowie ausgewdhlter physiologischer,
metabolischer, morphologischer und expressioneller Parameter auf genotypspezifische

Unterschiede untersucht wurden.

4.1 Histologische Taslr1-Expressionsanalyse nichtgustatorischer
Gewebe

Zur histologischen Untersuchung der Expression der Umamirezeptoruntereinheit Tas1Irl
in nichtgustatorischen Geweben wurde die gentechnisch modifizierte Mauslinie
Tas1rl““/ROSA26"® (s. 1.7.2) genutzt. Sie ist durch eine Cre-abhingige Expression
des rotfluoreszierenden Reporterproteins tdRFP unter Kontrolle des in der Maus
ubiquitédr aktiven ROSA26-Promotors gekennzeichnet, wobei die Cre-Expression selbst
wiederum von der Taslrl-Promotoraktivitit abhdngig ist. Die Expression des Reporter-
proteins tdRFP wird somit in dieser Mauslinie durch Aktivitdt des Taslrl-Promotors
aktiviert. Damit ist die Detektion tdRFP-exprimierender, rotfluoreszierender Zellen in
Geweben von Tieren dieser Mauslinie ein Zeichen der — aktuellen oder aber auch
vergangenen — Aktivitit des Taslrl-Promotors. Die Expressionsstirke des Reporter-
proteins ist hierbei jedoch nicht direkt, sondern lediglich indirekt von der Taslrl-

Promotoraktivitédt abhéngig, da sie unter Kontrolle des ROSA26-Promotors erfolgt.

Fiir die Expressionsanalyse wurden Tiere des Genotyps Taslrl e ROSA26 M RIP yer-
wendet. Tiere des Genotyps Taslrl ™ /ROSA26™“®" dienten als Negativkontrolle, da
die Cre-abhingige tdRFP-Expression in diesen Tieren durch fehlende Cre-Expression

nicht erfolgen konnte. Grundlage fiir die Analysen war die korrekte Genotypisierung
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der Tiere (s.3.2.1). Hierzu wurde genomische DNA aus den Mausschwanzspitzen
isoliert und als Ausgangsmaterial fiir vier verschiedene Genotypisierungs-PCRs zur
Ermittlung des Taslrl““-Genotyps und des ROSA26*_Genotyps durch Amplifika-
tion genotypspezifischer Nukleotidsequenzen genutzt. Die PCR-Produkte wurden an-
schlieend in einem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
und detektiert. Ein exemplarisches Ergebnis fiir die Genotypisierung von vier Médusen
der Mauslinie Tas1r1“/ROSA26 """ ist in Anhang 9.1.1 dargestellt und erliutert.

Die im Rahmen der Analyse untersuchten Gewebe weisen strukturell und funktionell
unterschiedlichste Charakteristika auf. Sie umfassen Teile des Verdauungs-, Exkre-
tions-, Immun-, Respirations- und des Reproduktionssystems sowie verschiedene
Muskel- und Fettgewebetypen. Zur Gewinnung der Gewebe erfolgte die Totung der
Tiere durch kardiale Perfusion mit 4 % PFA und anschlieBend die Gewebepriparation
(s. 3.1.2). Nach Postfixierung, Entwisserung und Einfrieren der Gewebe wurden 14 pm
dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfarbung mit dem Fluoreszenzfarbstoff

DAPI unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt (s. 3.4.1).

Pro Genotyp und Gewebe wurden jeweils zwei Tiere im Alter von fiinf bis elf Wochen
untersucht. In den folgenden Abschnitten werden die Ergebnisse im Einzelnen vorge-
stellt, unterteilt nach Organsystemen bzw. Gewebegruppen. Bitte beachten: Zur detail-
lierteren Betrachtung der Abbildungen wurde die vorliegende Arbeit dem gedruckten

Exemplar zusitzlich in digitaler Form beigefiigt (s. innere Buchriickseite).

4.1.1 Taslrl1-Expression im Verdauungssystem

Als Bestandteile des Verdauungssystems wurden Speiserdhre, Magen, Diinn- und
Dickdarmabschnitte sowie Bauchspeicheldriise und Leber von Tieren der Mauslinie
Tas1rl ““/ROSA26"®" auf tdRFP-exprimierende Zellen hin untersucht.

4.1.1.1 Speiserohre und Magen

In Abb. 4.1 ist exemplarisch das Ergebnis fiir die histologische Analyse der Speiserdhre
dargestellt. Sie wurde im Querschnitt untersucht. Abb. 4.1.A zeigt den Speiserdhren-
querschnitt einer Maus des Genotyps Tas1rl "““/ROSA26"*” Anhand der Zellkern-
anfarbung (in blau dargestellt) ist die zum Lumen hinweisende Speiserdohrenschleim-
haut mit ihrem mehrschichtigen Deckepithel gut erkennbar. Durch die Eigenfluoreszenz
des Gewebes (in griin dargestellt) ldsst sich zudem die stark ausgepréigte, mehrschich-
tige glatte Muskulatur, bestehend aus innerer Ringmuskelschicht und duflerer Langs-

muskelschicht, sehr gut erkennen.
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Speiseriohre

] ]—— Schleimhaut (S)
—— Bindegewebsschicht

——— Mehrschichtige glatte Muskulatur (GM)

Serosa

Tas1lr1*™*/ROSA26*/tdRFP

Speiserchre

Abb. 4.1 TasIrl-Expression in der Speiserihre. — Tiere der Mauslinie TasIr]1““/ROSA26“™" wurden
durch kardiale Perfusion mit PFA getotet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und
eingefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfirbung mit
DAPI (blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. Dargestellt sind Speiseréhren-
querschnitte. (A) Das auf Taslrl-Promotoraktivitit hinweisende rotfluoreszierende Reporter-
protein tdRFP (rot) ist in einzelnen Zellen der Speiserohrenschleimhaut (S) detektierbar. Die
mit Pfeilen markierten Zellen sind zusdtzlich vergrdofert dargestellt. In der mehrschichtigen
glatten Muskulatur (GM) sind keine tdRFP-positiven Zellen erkennbar. (B) Das Negativ-
kontrolltier zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz in der Speiseréhre. Die Eigenfluoreszenz des Gewe-
bes ist in griin dargestellt. Mafstibe: Grofbilder 100 um; Vergroferungen 20 um. [Bildnach-
weis der schematischen Darstellung s. Kapitel 8]

Die in rot dargestellte Eigenfluoreszenz des Reporterproteins tdRFP ist, nach Lage der
Signale zu urteilen, in einzelnen Zellen im Bereich des Deckepithels sowie der darunter
befindlichen Bindegewebsschicht detektierbar. Neben der Lage scheint auch die Form
der markierten Zellen Unterschiede aufzuweisen (s. vergroBerte Darstellungen). Einige
Zellen erscheinen lang gestreckt, andere dagegen rundlich. Eine verldssliche Aussage
zum Zelltyp ist fiir die meisten der detektierten Zellen auf Basis der vorliegenden
Aufnahmen schwer mdglich. Lediglich einige von ihnen sind aufgrund ihrer lumen-
nahen Lage und ihrer dicht aneinander gereihten Anordnung im gleichformig erschei-
nenden Zellverband deutlich als Schleimhautepithelzellen erkennbar. Im Bereich der
mehrschichtigen glatten Muskulatur sind im dargestellten Beispiel keine tdRFP-
positiven Zellen detektierbar. Bei Betrachtung anderer Speiserohrenquerschnitte wurden
jedoch auch dort vereinzelt Signale gefunden. Die Negativkontrollen zeigten hingegen
keinerlei tdRFP-Fluoreszenz in der Speiserdhre, wogegen Zellkernfarbung und Eigen-

fluoreszenz sichtbar waren (s. Abb. 4.1.B).
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Auch der sich im Verdauungssystem an die Speiserohre anschlieBende Magen wurde
auf die von der Aktivitit des Taslrl-Promotors abhéngige Expression des Reporter-
proteins tdRFP untersucht (s. Abb. 4.2).

}— Driisenhaltige Magenschleimhaut (MS)

Nichtdriisenhaltiger Vormagen (VM) Bindegewebsschicht

»Limiting ridge” (LR) /i |—— Mehrschichtige glatte Muskulatur (GM)

Driisenhaltiger Magenkorper (MK)

Serosa

Tas1r1™/Cre/ROS A 26 1dREP Tas1r1™*/ROSA26/1dREP

,.Limiting ridge*

Magenk&rper

Abb. 4.2 Taslrl-Expression im Magen. — Tiere der Mauslinie TasIrl““/ROSA26"™™" wurden durch
kardiale Perfusion mit PFA getitet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und ein-
gefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfdirbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. (A) Erkennbar ist die Gewebefurche
(engl.: , Limiting Ridge*; LR), welche den nichtglanduliren Vormagen (VM) und den glandu-
ldren Magenkérper (MK) voneinander trennt. Das auf TasIrl-Promotoraktivitit hinweisende
rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot) ist vermehrt im Bereich des Magenkorpers
detektierbar. (B) In allen Abschnitten der das Magenkérperinnere auskleidenden, driisenhal-
tigen Magenschleimhaut (MS) sind tdRFP-exprimierende Zellen lokalisiert. In der mehrschich-
tigen, glatten Muskulatur (GM) der Magenkorperwand sind dagegen nur wenige tdRFP-
positive Zellen zu finden. (C) und (D) Das Negativkontrolltier zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz
im Magen. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin dargestellt. Mafistab: 100 um. [Bild-
nachweis der schematischen Darstellungen s. Kapitel 8]
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In den dazu hergestellten Magenldngsschnitten waren sowohl Bereiche des nichtdriisen-
haltigen Vormagens, als auch des driisenhaltigen Magenkorpers sichtbar (s. Abb.
4.2.A). Beide Abschnitte werden durch eine Gewebefurche, die ,,Limiting Ridge®, von-
einander getrennt. Der prinzipielle Aufbau der Magenwand ist in beiden Magenab-
schnitten dhnlich. Eine dem Inneren zugewandte Magenschleimhaut wird von einer
diinnen Bindegewebsschicht und der mehrschichtigen glatten Muskulatur umgeben. Da
der Vormagen jedoch eine driisenlose (und damit weniger ausgeprigte) Schleimhaut

besitzt, erscheint die Magenwand in diesem Bereich diinner als im Magenkdrper.

In Abb. 4.2.A wird deutlich, dass bei Tieren des Genotyps Taslrl "““/ROSA26 "R
rotfluoreszierende, tdRFP-exprimierende Zellen verstirkt im driisenhaltigen Magen-
korper zu finden sind. In Gewebefurche und Vormagen sind tdRFP-positive Zellen
hingegen (wenn iiberhaupt) nur vereinzelt anzutreffen. Eine Beschrankung der tdRFP-
positiven Zellen auf eine der Magenwandschichten ist nicht erkennbar. Treten sie auch
vermehrt in der Magenschleimhaut des Magenkdrpers auf, so sind sie dennoch z.B.
auch vereinzelt in den darunter liegenden Muskelschichten zu finden (s. Abb. 4.2.B).
Und auch bei Betrachtung des Vorkommens rotfluoreszierender Zellen in der strukturell
wie funktionell in sich untergliederten, driisenhaltigen Magenkdorperschleimhaut, kann
keine Beschrankung festgestellt werden. So sind sie sowohl im apikalen, schleimprodu-
zierenden Nebenzellen enthaltenen Abschnitt, im mittleren, magenséureproduzierenden
Belegzellen enthaltenen Abschnitt sowie auch im basal gelegenen, pepsinogen-
produzierenden Hauptzellen enthaltenen Abschnitt detektierbar. Eine Eingrenzung hin-
sichtlich des Zelltyps der markierten Zellen erweist sich dadurch als schwierig. Die
Negativkontrolle zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz im Magen, wogegen Zellkernfarbung
und Eigenfluoreszenz sichtbar sind (s. Abb. 4.2.C und D).

4.1.1.2 Diinn- und Dickdarmabschnitte
Neben Speiserdhre und Magen wurde auch der Darm als weiterer Bestandteil des
Verdauungssystems auf die Expression des Reporterproteins tdRFP untersucht. Dabei

wurden Diinndarm sowie Dickdarm in weitere Abschnitte unterteilt.

Zur Analyse des Diinndarms wurden das an den Magen angrenzende Duodenum (der
Zwolffingerdarm), das darauffolgende Jejunum (der Leerdarm) und das in den Dick-
darm miindende Ileum (der Krummdarm) im Querschnitt betrachtet. Wie in Abb. 4.3
durch die Zellkernfiarbung (in blau) zu sehen, ist der Aufbau dieser drei Diinndarm-

abschnitte einander sehr dhnlich.
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Diinndarm

—— Darmschleimhaut

”J] —— Bindegewebsschicht
—— Mehrschichtige glatte Muskulatur (GM)

—— Serosa

Taslr1™*/ROSA26dRFP

Jejunum Duodenum

lleum

I\

Abb. 4.3 Taslrl-Expression im Diinndarm. — Tiere der Mauslinie Tas1r1“*/ROSA26"™" wurden durch
kardiale Perfusion mit PFA getétet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und ein-
gefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfirbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. In allen Abschnitten des Diinndarms
(Duodenum (A), Jejunum (B) und Illeum (C)) ist das auf TasIrI-Promotoraktivitit hinweisende
Reporterprotein tdRFP (rot) detektierbar. Die tdRFP-positiven Zellen sind dabei sowohl im
einschichtigen Deckepithel der Darmschleimhaut, als auch im Stroma der fingerformig ins
Darmlumen ragenden Zotten (Z) sowie in der glatten Muskulatur (GM) der Diinndarmwand
lokalisiert. Die mit Pfeilen markierten Zellen sind zusdtzlich vergroffert dargestellt. Die als
Krypten (K) bezeichneten Vertiefungen der Darmschleimhaut weisen in den hier dargestellten
Ausschnitten keine tdRFP-fluoreszierenden Zellen auf. (D) bis (F) Das Negativkontrolltier zeigt
keine tdRFP-Fluoreszenz in den Diinndarmabschnitten. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in
griin dargestellt. Mafistibe: Grofbilder 100 um,; Vergroferungen 20 um. [Bildnachweis der
schematischen Darstellung s. Kapitel 8]
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Die dem Lumen angrenzende Diinndarmschleimhaut weist Ausstiilpungen (die Zotten)
sowie auch FEinstiilpungen (die Krypten) auf. Ebenfalls ist erkennbar, dass die
Zottenldnge im Diinndarm vom proximalen zum distalen Bereich hin abnimmt. Auch
die mehrschichtige glatte Muskulatur im &dufleren Bereich der Diinndarmwand ist
sichtbar.

Abb. 4.3.A bis C zeigen beispielhaft, dass die analysierten Miuse des Genotyps
Taslrl“/ROSA26 " in allen drei Diinndarmabschnitten auf Taslrl-Promotor-
aktivitit hinweisende tdRFP-positive Zellen (rot dargestellt) aufweisen. Ihr Vorkommen
innerhalb der Diinndarmwand scheint dabei nicht auf einen speziellen Bereich
beschrénkt zu sein. Innerhalb der Schleimhaut sind sie sowohl als langgestreckte Zellen
im hochprismatischen Deckepithel sowie auch als kleine, rundliche Zellen im Zotten-
stroma zu erkennen (s. vergroferte Darstellungen). Aber auch in Bereichen jenseits der
Diinndarmschleimhaut, wie in der Bindegewebsschicht (gut erkennbar in Abb. 4.3.C)
und in der mehrschichtigen glatten Muskulatur, sind tdRFP-exprimierende Zellen zu
finden. Hier erscheinen sie entweder kugelférmig, spindelférmig oder sehr diinn und
langgestreckt (s. VergroBerungen). Die Zellen der in Abb. 4.3 dargestellten Krypten
weisen keine tdRFP-Fluoreszenz auf. Bei Betrachtung weiterer Diinndarmschnitte sind
jedoch auch hier vereinzelt positive Zellen zu finden. Die Negativkontrollen zeigen
hingegen in allen Diinndarmabschnitten keine tdRFP-spezifischen Signale (s. Abb.
4.3.D bis F).

Zur Untersuchung des Dickdarms wurden das Caecum (der Blinddarm) und das Colon
(der Grimmdarm) betrachtet. In Abb. 4.4 ist anhand der Zellkernfirbung zu erkennen,
dass der Aufbau der Dickdarmwand der des Diinndarms sehr dhnelt. Lediglich die
Schleimhautzotten fehlen. Bei der Analyse der Dickdarmabschnitte von Tieren des
Genotyps Taslrl ““/ROSA26“*" konnten tdRFP-exprimierende Zellen sowohl im
Caecum als auch im Colon detektiert werden (s. Abb. 4.4.A und B). Ahnlich wie im
Diinndarm sind die Zellen sowohl im Deckepithel der Schleimhaut als auch in den
darunterliegenden Schichten (wie in der glatten Muskulatur) zu finden, wobei die Zell-
formen auch hier wiederum stark variieren. Die Negativkontrollen zeigen keine tdRFP-
spezifischen Signale (s. Abb. 4.4.C und D).
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Dickdarm

—— Darmschleimhaut

]—— Bindegewebsschicht

—— Mehrschichtige glatte Muskulatur (GM)

—— Serosa

Tas1rl™/cre/ROSA261dRFP Taslrl™*/ROSA26/tdREP

o

Caecum

Colon

Abb. 4.4 Taslrl-Expression im Dickdarm. — Tiere der Mauslinie Tas1r1“"/ROSA26"™" wurden durch
kardiale Perfusion mit PFA getdtet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und ein-
gefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfdrbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. In beiden untersuchten Abschnitten
des Dickdarms (Caecum (A) und Colon (B)) ist das auf Taslrl-Promotoraktivitit hinweisende
rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot) detektierbar. Die tdRFP-positiven Zellen sind
dabei sowohl im einschichtigen Deckepithel sowie auch in tiefer gelegenen Schichten der
Darmschleimhaut und in der glatten Muskulatur (GM) der Dickdarmwand lokalisiert. Die mit
Pfeilen markierten Zellen sind zusdtzlich vergrofiert dargestellt. Die als Krypten (K) bezeich-
neten Vertiefungen der Darmschleimhaut weisen in den hier dargestellten Ausschnitten keine
tdRFP-fluoreszierenden Zellen auf. (C) und (D) Das Negativkontrolltier zeigt keine tdRFP-
Fluoreszenz in den Dickdarmabschnitten. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin darge-
stellt. Mapstibe: Grofbilder 50 um; Vergrofierungen 20 um. [Bildnachweis der schematischen
Darstellung s. Kapitel 8]

Anhand von Form, Lage und Anzahl der tdRFP-positiven Zellen in den untersuchten
Darmabschnitten lassen sich erste Hinweise auf einige der betreffenden Zelltypen
finden. So wurden hochprismatische Epithelzellen an der Schleimhautoberfldche identi-

fiziert, welche auf resorbierende Enterozyten oder aber hormonproduzierende entero-

endokrine Zellen hindeuten. Die Héufigkeit bzw. Seltenheit der Signale weist eher auf
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letzteren Zelltyp hin. Einige markierte Epithelzellen, insbesondere im Dickdarm,
erscheinen in ihrer Form jedoch deutlicher breiter und weniger langgestreckt, was
wiederum eine Markierung schleimproduzierender Becherzellen vermuten ldsst. Die
Spindelform einiger der in der Muskulatur markierten Zellen ist hingegen typisch fiir

glatte Muskelzellen.

Sowohl in den Diinn- als auch in den Dickdarmabschnitten wurden — neben den bereits
beschriebenen, vereinzelt auftretenden tdRFP-markierten Zellen — im Darmepithel von
Tieren des Genotyps Taslrl "““/ROSA26 ™" zusitzlich des Ofteren auch mehrere
aneinandergereihte, rotfluoreszierende Zellen detektiert. Wie in Abb. 4.5 an einem
Beispiel aus dem Ileum zu erkennen ist, konnen diese tdRFP-positiven Zellreihen
hierbei von der Krypte bis hinauf an die Spitzen der an die Krypte angrenzenden Zotten

reichen.

Tas1rl7/c/ROSA26™/1REP

[leum

Abb. 4.5 Darmepithelzellreihen mit tdRFP-Reporterproteinfluoreszenz. — Bei der Taslrl-Expressions-
analyse von Tieren der Mauslinie Tas1r1“"*/ROSA26" ™" wurden in den Diinn- und Dickdarm-
abschnitten auch solche, von einer Krypte bis in die Zottenspitze reichenden, tdRFP-positiven
Zellreihen (rot) im Deckepithel detektiert. Dargestellt ist ein Beispiel aus dem Illeum. Die
Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin, die Zellkernanfirbung mit DAPI in blau dargestellt.
Mayfistab.: 20 um.

4.1.1.3 Bauchspeicheldriise und Leber

Bei der Untersuchung von Taslrl-Expression im Verdauungssystem wurden neben
Speiserdhre, Magen und Darm auch die Darmanhangsdriisen Bauchspeicheldriise und
Leber von Tieren der Mauslinie Taslrl““/ROSA26™" auf tdRFP-exprimierende

Zellen hin analysiert.

Abb. 4.6.A zeigt einen Ausschnitt aus der Bauchspeicheldriise einer Maus des Genotyps
Taslrl "““/ROSA26 “®? Durch die Zellkernfirbung (in blau dargestellt) und die
Eigenfluoreszenz des Gewebes (in griin) ist dabei eine in der Bildmitte befindliche

Zellanhdufung (eine Langerhans-Insel) — Teil des endokrinen, hormonproduzierenden
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Anteils der Bauchspeicheldriise — erkennbar. Die Insel ist umgeben vom exokrinen,
Verdauungsenzyme produzierenden Anteil, der iiberwiegend sekretproduzierende

Zellen enthélt, die um Ausfiihrgidnge herum angeordnet sind.

Bauchspeicheldriise Leber
Leberldppch:
g T —— Kapillaren lﬁ] coerdppetien
p - gty il
e R /
LG e 8 Langerhans-Insel (L) Zentralvene (Z)
- S ) mit a-, B- und 5-Zellen Hepatozyten
) % v ~ o ‘: : — endokriner Teil (En) Sinusoid (S)
& ! Ausfithrgang Periportalfeld (P)

Azindre Zellen — exokriner Teil (Ex)

Tas1r17/Cre/ROSA26™/14REP Taslr1**/ROSA26™/1dRFP

Bauchspeicheldriise

Leber

Abb. 4.6 TasIrI-Expression in den Darmanhangsdriisen. — Tiere der Mauslinie Tas1rl““/ROSA26'"™
wurden durch kardiale Perfusion mit PFA getotet, die entnommenen Gewebe postfixiert, ent-
wdssert und eingefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernan-
farbung mit DAPI (blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. (A) In dem dar-
gestellten Ausschnitt der Bauchspeicheldriise ist das auf TaslrI-Promotoraktivitit hinweisende
rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot) sowohl in Zellen einer Langerhans-Insel (L) —
dem endokrinen Anteil (En) der Driise — als auch im exokrinen Anteil (Ex) detektierbar. (B) Der
Leberausschnitt zeigt ein Leberlippchen mit einer im Zentrum befindlichen Zentralvene (Z) von
der aus strahlenformig die Sinusoide (S) zu den am Rande gelegenen Periportalfeldern (P)
fiihren. Sowohl im zentraleren als auch im peripheren Bereich sind tdRFP-fluoreszierende
Zellen zu finden. (C) und (D) Das Negativkontrolltier zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz in Bauch-
speicheldriise und Leber. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin dargestellt. Mafstab:
100 um. [Bildnachweis der schematischen Darstellungen s. Kapitel 8]
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Die Eigenfluoreszenz des Reporterproteins (rot dargestellt) ist in beiden Anteilen der
Bauchspeicheldriise detektierbar. In den Langerhans-Inseln sind tdRFP-exprimierende
Zellen jedoch nur vereinzelt anzutreffen — einige der bei der Analyse betrachteten Inseln
wiesen auch keine tdRFP-positiven Zellen auf. Eine Bestimmung des im endokrinen
Anteil markierten Zelltyps ist auf alleiniger Basis der vorliegenden Untersuchung auf-
grund der starken morphologischen Ahnlichkeit der dort vorherrschenden Zelltypen
(u.a. a-, B- und 6-Zellen) nicht moglich. Das Vorkommen der tdRFP-positiven Zellen
im exokrinen Anteil der Bauchspeicheldriise ist im Vergleich zum Vorkommen in den
Langerhans-Inseln deutlich hoher, wobei ihre Verteilung dort relativ gleichméBig er-
scheint. Nach Grofle, Form und Haufigkeit der Signale zu urteilen, scheinen hier einige
der sekretproduzierenden Azinuszellen markiert zu sein. Sie stellen den grofiten und
hiufigsten Zelltyp im exokrinen Anteil der Bauchspeicheldriise dar, wahrend zentro-

azindre Zellen sowie Gangzellen kleiner erscheinen und seltener auftreten.

Auch in der Leber von Taslrl “““/ROSA26“*" Tieren sind tdRFP-positive Zellen
detektierbar, welche meist einzeln und relativ gleichméBig iiber das gesamte Gewebe
verteilt erscheinen (s. Abb. 4.6.B). Sie sind sowohl in Regionen nahe den im Zentrum
der Leberldppchen gelegenen Zentralvenen, als auch nahe den am Rande der Léppchen
gelegenen Periportalfeldern lokalisiert. Anhand der vorliegenden Aufnahmen ist eine
eindeutige Charakterisierung des markierten Zelltyps nicht moglich. Einige Signale —
insbesondere von Zellen, die im mittleren Bereich der Leberlédppchen entlang der Leber-
sinusoide lokalisiert sind — weisen jedoch aufgrund ihrer Gréfe, Form und Lage auf

Hepatozyten hin.

Die Negativkontrollen zeigen sowohl in der Bauchspeicheldriise als auch in der Leber
keine tdRFP-spezifischen Signale (s. Abb. 4.6.C und D).

4.1.2 Taslr1-Expression im Exkretionssystem

Neben dem Verdauungssystem wurde auch die Niere, als Teil des Exkretionssystems,
auf das Vorkommen tdRFP-exprimierender, auf Taslrl-Promotoraktivitdt hinweisende
Zellen hin untersucht. Dazu wurde jeweils die linke Niere von Tieren der Mauslinie

Tas1r1““/ROSA26“®" im Lingsschnitt betrachtet.

Abb. 4.7.A zeigt einen Ausschnitt des Nierenldngsschnitts einer Taslrl™"/

ROSA26 " _Maus. Durch die in griin dargestellte Eigenfluoreszenz des Nierenge-
webes ist das im Inneren befindliche Nierenmark sowie die das Mark umgebene Nieren-

rinde erkennbar.
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Niere

Nierenrinde (NR) mit Glomeruli (G)
Nierenmark (NM)

Nierenbecken

Harnleiter

Tas1rl7/“#/ROSA26 /1R Tas1rl*/ROSA26 1dRE?

Nierenrinde

Nierenmark

Abb. 4.7 Taslrl-Expression in der Niere. — Tiere der Mauslinie Taslrl“"/ROSA26'™™" wurden durch
kardiale Perfusion mit PFA getétet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und ein-
gefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfirbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. (A) Ausschnitt eines Nierenldings-
schnittes mit dem im Inneren befindlichen Nierenmark (NM) und der duf3eren Nierenrinde (NR).
Das auf Taslrl-Promotoraktivitit hinweisende Reporterprotein tdRFP (rot) ist in beiden Be-
reichen detektierbar. (B) Vergroferter Ausschnitt der Nierenrinde mit darin befindlichen Glo-
meruli (G), die von proximalen und distalen Tubuli umgeben sind. Die tdRFP-positiven Zellen
sind besonders in den Tubulistrukturen zu finden, seltener hingegen in den Glomeruli. (C) Ver-
grofserter Ausschnitt des Nierenmarks mit tdRFP-exprimierenden Zellen in den tiefer gelegenen
Bereichen der Tubuli und Sammelrohre. (D) bis (F) Das Negativkontrolltier zeigt keine tdRFP-
Fluoreszenz in der Niere. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin dargestellt. Mafistibe:
(4) und (D) 200 um; (B), (C), (E) und (F) 100 um. [Bildnachweis der schematischen Darstel-
lung s. Kapitel 8]



Ergebnisse 72

Hierbei tritt vor allem das Tubulussystem in Erscheinung — in der Rinde vorwiegend
vertreten durch die gewundenen Teile der proximalen und distalen Tubuli, im Mark
vorwiegend durch Henle-Schleifen und Sammelrohre. Die ausschlieBlich in der
Nierenrinde vorkommenden Nierenkorperchen (die Glomeruli) zeigen dagegen kaum
Eigenfluoreszenz, sind jedoch durch die Zellkernanfairbung (in blau) gut sichtbar.
Rotfluoreszierende, tdRFP-exprimierende Zellen sind sowohl im Mark als auch in der

Rinde relativ gleichmifBig verteilt zu finden.

In Abb. 4.7.B ist ein stérker vergroBerter Nierenrindenabschnitt dargestellt. Darin wird
deutlich, dass viele einzelne tdRFP-positive Zellen in den Tubuli zu finden sind. In den
Glomeruli sind sie weniger priasent. Einige der untersuchten Glomeruli waren ginzlich
frei von tdRFP-Signalen. Abb. 4.7.C zeigt einen stirker vergroferten Abschnitt des
Nierenmarks, in dem die tdRFP-positiven Zellen zahlreich, im Vergleich zu denen in
der Rinde jedoch deutlich kleiner erscheinen. Eine genauere Spezifizierung der
markierten Zelltypen in Rinde und Mark (z.B. die Identifizierung proximaler oder
distaler Tubuluszellen oder glomeruldrer Zelltypen) ist auf alleiniger Grundlage der
vorliegenden Untersuchung und Auflosung nicht méglich. Die Nierenldngsschnitte der
Negativkontrollen zeigten weder in der Nierenrinde noch im Nierenmark tdRFP-
spezifische Signale, wogegen Zellkernfarbung und Gewebeeigenfluoreszenz sichtbar
waren (s. Abb. 4.7.D bis F).

4.1.3 Taslr1-Expression in der Muskulatur
Auch die drei verschiedenen Muskulaturarten — die quergestreifte Skelett- und die
quergestreifte Herzmuskulatur sowie die glatte Muskulatur — wurden, iiber das Auf-

treten der tdRFP-Eigenfluoreszenz, auf Tas1r1-Promotorativitét hin untersucht.

Zur Analyse der quergestreiften Skelettmuskulatur wurde jeweils der linke Ober-
schenkelmuskel betrachtet. Ein Ausschnitt eines Skelettmuskelschnittes einer Maus des
Genotyps Taslrl 7“/ROSA26 """ st in Abb. 4.8.A dargestellt. Dabei ist inmitten des
iiberwiegend aus mehrkernigen Muskelfasern bestehenden Gewebes (sichtbar durch
Zellkernanfarbung in blau und Gewebeeigenfluoreszenz in griin) ein rotfluoreszierendes
Signal des Reporterproteins erkennbar. Es zeigt eine deutliche Uberlagerung mit einem
Zellkern, von dem aus das Signal sehr diinn und langgestreckt weiterverlduft. Dies ist
eine der bei der Analyse des Skelettmuskels — im Vergleich zu allen anderen analysier-

ten Geweben — sehr selten aufgetretenen tdRFP-exprimierenden Zellen. Ob es sich bei
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der markierten Zelle um eine Skelettmuskelfaser bzw. einen Teil dieser handelt, ist

aufgrund der Form und GroBe des Signals jedoch fraglich.

Skelettmuskulatur Herzmuskulatur Glatte Muskulatur

Zellkern Glanzstreifen Zellkern Zellkern
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Abb. 4.8 Taslrl-Expression in der Muskulatur. — Tiere der Mauslinie Taslrl“/ROSA26"™ " wurden
durch kardiale Perfusion mit PFA getotet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und
eingefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfdrbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. Sowohl in der Skelettmuskulatur (A),
in der Herzmuskulatur (B) wie auch in der glatten Muskulatur der Diinndarmwand (C)) ist das
auf Taslrl-Promotoraktivitit hinweisende rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot)
detektierbar. (D) bis (F) Das Negativkontrolltier zeigt in keinem der Muskelgewebe tdRFP-
Fluoreszenz. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin dargestellt. Mapstibe: Grofbilder
50 um; Vergrofferungen 20 um. [Bildnachweis der schematischen Darstellungen s. Kapitel 8]
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In der quergestreiften Herzmuskulatur der Tiere waren die rotfluoreszierenden Signale
hiufiger anzutreffen als in der Skelettmuskulatur (s. Abb. 4.8.B). Thre Form erscheint
auch hier langgestreckt und meist spindelformig. Ihre Lage folgt dem Verlauf der Herz-
muskelfasern. Der durch das Reporterprotein tdRFP markierte Zelltyp lédsst sich anhand
der vorliegenden Aufnahmen nicht zweifelsfrei bestimmen. Gréfe, Form, Lage und
Haufigkeit der Signale deuten aber auf die Markierung von kardialen Fibroblasten oder

aber von Herzmuskelzellen, insbesondere in der Ndhe ihres Zellkerns, hin.

Das Auftreten tdRFP-markierter Zellen in der glatten Muskulatur ist in Abb. 4.8.C am
Beispiel der Diinndarmwand im Bereich des Duodenums gezeigt. Die spindelartige
Form der Signale dhnelt der der tdRFP-Signale im Herzen — wobei die Signale im Darm

jedoch kleiner erscheinen — und ist typisch fiir die einkernigen, glatten Muskelzellen.

Die Negativkontrollen zeigten in allen drei Muskulaturarten keine tdRFP-spezifischen
Signale (s. Abb. 4.8.D bis F).

4.1.4 Taslr1-Expression im Fettgewebe
Zur Untersuchung der Taslrl-Promotoraktivitdt in den beiden Fettgewebstypen wurde
das braune Fettgewebe aus dem Nackenbereich sowie viszerales weilles Fett auf tdRFP-

exprimierende Zellen hin analysiert.

Abb. 4.9.A zeigt einen Ausschnitt aus dem braunen Fettgewebe einer Maus des Geno-
typs Taslrl "““/ROSA26“RF Wie durch die Gewebeeigenfluoreszenz (in griin dar-
gestellt) und die Zellkernfiarbung (in blau) zu sehen ist, erscheint das vorwiegend aus
Fettzellen bestehende Gewebe sehr homogen. Auflerdem sind tdRFP-exprimierende
Zellen (in rot) detektierbar. Auffillig ist dabei, dass die Eigenfluoreszenz des Reporters
fast ausschlieBlich im Bereich der Zellkerne sichtbar ist — ein Hinweis darauf, dass es
sich bei den markierten Zellen in der Tat um Fettzellen handeln konnte, da bei diesen
Zellen der zytoplasmatische Raum stark von zahlreichen Fettvakuolen und Mitochon-

drien beansprucht wird.

Abb. 4.9.B zeigt einen Ausschnitt aus dem weillen Fettgewebe. Dessen univakuldre
Fettzellen erscheinen deutlich grofer als die plurivakuldren Fettzellen des braunen
Fettgewebes. Durch die grofe Fettvakuole ist zudem ihr Zellkern am Zellrand gelegen.
Auch im weiflen Fettgewebe finden sich tdRFP-exprimierende Zellen, die auf Taslrl-
Promotoraktivitit hinweisen. Anders als im braunen Fettgewebe ist die Reporter-
fluoreszenz hier jedoch nicht nur in Zellkernnédhe, sondern auch in dem die Fettvakuole

umgebenden Zytoplasma der Fettzellen deutlich zu erkennen.
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In den Negativkontrollen waren in keiner der beiden Fettgewebsarten tdRFP-spezifische
Signale detektierbar (s. Abb. 4.9.C und D).

Braunes Fettgewebe Weilles Fettgewebe

Braune Fettzelle Weille Fettzelle

= 5\317 Zellkern

-w’ 8 ﬁ Fettvakuole Mitochondrium
Zellkern

'-V’ #Q:\e Mitochondrium

é\

Fettvakuole
Tas1rl7C/ROSA26 /1P Tas1rl™"/ROSA26/1dRF?

Abb. 4.9 Taslr1-Expression im Fettgewebe. — Tiere der Mauslinie Tas1r1“"/ROSA26"™" wurden durch
kardiale Perfusion mit PFA getdtet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und ein-
gefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfdrbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. Das auf Taslrl-Promotoraktivitit
hinweisende rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot) ist sowohl in Zellen des braunen
Fettgewebes (A), als auch des weifien Fettgewebes (B) detektierbar. (C) und (D) Das Negativ-
kontrolltier zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz im braunen sowie im weiflen Fettgewebe. Die Eigen-

[fluoreszenz des Gewebes ist in griin dargestellt. Mafistab: 20 um. [Bildnachweis der schema-
tischen Darstellungen s. Kapitel §]

Braunes Fettgewebe

Weilles Fettgewebe
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4.1.5 Taslr1-Expression im Immunsystem

Als Bestandteile des Immunsystems wurden Milz, Thymus sowie mesenteriale Lymph-
knoten auf tdRFP-exprimierende Zellen hin analysiert. Abb. 4.10.A bis C zeigen
exemplarisch das Ergebnis der Untersuchung dieser Gewebe in Tieren des Genotyps
Taslrl “*/ROSA26 /",
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zufithrendes
Vene Lymphgetal3

Zentralarterie (Z) : ( A0 Lymphgewebe
WeiBe Pulpa (WP) y ‘\.\.-LV Y ﬁ)&:ﬁf 7

Rote Pulpa (RP) Blutgefifle
abfiihrendes
Lymphgefall

Taslrl**/ROSA26%/dRFP

Thymus Milz

Lymphknoten

Abb. 4.10 Taslrl-Expression im Immunsystem. — Tiere der Mauslinie Tas1rl“/ROSA26'™™" wurden
durch kardiale Perfusion mit PFA getitet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert
und eingefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfirbung mit
DAPI (blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. (A) Dargestellt ist ein
Ausschnitt der Milz mit einer Zentralarterie (Z), die von weifler Pulpa (WP) umgeben ist, an
die sich die rote Pulpa (RP) anschliefit. In beiden Bereichen ist das auf Taslri-Promotorakti-
vitit hinweisende rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot) sichtbar. Auch in Thymus (B)
und mensenterialen Lymphknoten (C) sind tdRFP-positive Zellen detektierbar. (D) bis (F) Das
Negativkontrolltier zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz in Milz, Thymus sowie Lymphknoten. Die
Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin dargestellt. Mafstidbe: Grofsbilder 50 um; Vergrofse-
rungen 20 um. [Bildnachweis der schematischen Darstellungen s. Kapitel 8]
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In dem in Abb. 4.10.A dargestellten Ausschnitt aus der Milz sind zunéchst durch die
Gewebeeigenfluoreszenz (in griin) und die Zellkernfiarbung (in blau) einige charakte-
ristische Bereiche des Organs erkennbar. So zeigt das Bild den Querschnitt einer
Zentralarterie, welche von weiler Pulpa (B- und T-Lymphozyten enthaltendes lympha-
tisches Gewebe) umgeben ist. Die weille Pulpa wiederum wird von roter Pulpa um-
geben (ein enges Bindegewebsnetzwerk zur Aussonderung geschidigter Blutzellen, das
u.a. Makrophagen enthilt). Zellen, welche das rotfluoreszierende Reporterprotein
tdRFP exprimieren, kdnnen in beiden Pulpaarten vereinzelt gefunden werden. Die

Signale erscheinen sehr klein und sind insgesamt eher selten im Gewebe zu finden.

Der in Abb. 4.10.B dargestellte Ausschnitt aus dem Thymus zeigt exemplarisch die
relativ homogene Gewebestruktur des Thymusmarks, welches vorwiegend die von
Rinde zu Mark reifenden T-Lymphozyten enthilt. Die auf Taslrl-Promotoraktivitit
hinweisenden tdRFP-Signale treten sowohl im Mark als auch in der Rinde (nicht im
Bild dargestellt) einzeln und gleichméBig verteilt auf. Die Form der Signale &hnelt

denen in der Milz. Sie erscheinen jedoch meist etwas grofler und vor allem zahlreicher.

Abb. 4.10.C zeigt einen Ausschnitt aus einem der analysierten mesenterialen
Lymphknoten. Sein, ebenso wie in Milz und Thymus vorkommendes, lymphoreti-
kuldres Gewebe erscheint im Bild relativ homogen und dhnelt strukturell stark dem Bild
des Thymus. Auch die detektierten Signale des rotfluoreszierenden Reporterproteins

gleichen in Form, GroBe sowie Haufigkeit denen im Thymus.

Eine eindeutige Bestimmung der durch tdRFP markierten Zelltypen in Milz, Thymus
und Lymphknoten ist auf alleiniger Basis der durchgefiihrten Untersuchung und ihrer
Ergebnisse nicht moglich, da die detektierten Signale keine zuverldssige Unter-
scheidung der in den Geweben vorkommenden Zelltypen (z. B. B- und T-Lymphozyten)

zulassen.

Die Negativkontrollen zeigten in allen drei untersuchten lymphatischen Organen keine
tdRFP-spezifischen Signale (s. Abb. 4.10.D bis F).

4.1.6 Taslrl-Expression im Respirationssystem

Als Teil des Respirationssystems wurde die Lunge (genauer: der linke Lungenfliigel)
auf das Vorkommen des Reporterproteins tdRFP als Zeichen fiir Taslrl-Promotor-
aktivitdt hin untersucht. In Abb. 4.11.A ist ein Ausschnitt aus dem Lungengewebe einer
Taslrl " “/ROSA26 """ Maus dargestellt.
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Blutgefd (G)

Glatte Muskulatur

Flimmerepithel einer Bronchiole
Lumen einer Bronchiole (B)

Tas1r1™*/ROSA26*/tdREP

Lunge

Abb. 4.11 Taslrl-Expression in der Lunge. — Tiere der Mauslinie Tas1r1““/ROSA26“™" wurden durch
kardiale Perfusion mit PFA getotet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und ein-
gefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfirbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. (A) Das auf Tas1rI1-Promotoraktivi-
tdt hinweisende rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot) ist sowohl in Epithelzellen der
Bronchiolen (B) sowie in den diese umgebenen glatten Muskelzellen, aber auch im Lungen-
parenchym und vereinzelt in Zellen, die Blutgefifie (G) auskleiden, detektierbar. Die mit
Pfeilen markierten Zellen sind zusdtzlich vergrifiert dargestellt. (B) Das Negativkontrolltier
zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz in der Lunge. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin
dargestellt. Mafstibe: Grofsbilder 100 um; Vergrofierungen 20 um. [Bildnachweis der sche-
matischen Darstellung s. Kapitel 8]

Durch die Gewebeeigenfluoreszenz (in griin dargestellt) sowie die Zellkernfirbung (in
blau) ist das vorwiegend aus Alveolarzellen bestehende, locker angeordnete Lungen-
parenchym sichtbar. Dieses umgibt Blutgefa3e sowie die mit einem hochprismatischen
Flimmerepithel ausgekleideten Bronchiolen. Das rotfluoreszierende tdRFP ist in ver-
schiedenen Bereichen des Lungengewebes detektierbar. So treten Reporterprotein-
exprimierende Zellen zum einen sehr vereinzelt als kleine, rundliche Signale im
Parenchym auf (s. mittlere vergroBerte Darstellung). Aber auch einzelne Zellen des
Flimmerepithels der Bronchiolen (vergleichsweise grof8e, hochprismatische Zellen)
sowie der dieses umgebenen glatten Muskulatur (hier in diinner, langgestreckter
Zellform) sind tdRFP-markiert. Die Negativkontrolle zeigte keine tdRFP-spezifischen
Signale (s. Abb. 4.11.B).
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4.1.7 Taslrl-Expression im Reproduktionssystem

Als Teil des minnlichen Reproduktionssystems wurde der Hoden (genauer: der linke
Hoden) auf tdRFP-Expression und damit TasIrl-Promotoraktivitit hin untersucht. Die
Abb. 4.12.A zeigt Samenkanilchen des Hodens eines Taslrl ”“"“/ROSA26 “*"_Tiers
im Querschnitt. Dabei wird durch die blau dargestellte Zellkernanfarbung eine Zonie-
rung deutlich. Die am Rand der Kanilchen befindlichen Spermatogonien und Spermato-
zyten treten deutlicher hervor als die zum Lumen hin auftretenden, aus ihnen gebildeten
Spermatiden und Spermien. Zwischen den Samenkanélchen sind die testosteronprodu-

zierenden Leydig-Zellen erkennbar.

Spermatogonium
Spermatozyte
Spermatid
Spermium
Sertolizelle

Leydig-Zelle (L)

Taslrl™*/ROSA26/dRFP

Hoden

Abb. 4.12 Taslrl-Expression im Hoden. — Tiere der Mauslinie Taslrl“/ROSA26" ™" wurden durch
kardiale Perfusion mit PFA getotet, die entnommenen Gewebe postfixiert, entwdssert und ein-
gefroren. Es wurden 14 um dicke Kryoschnitte hergestellt, einer Zellkernanfdrbung mit DAPI
(blau) unterzogen und Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. (A) Die im Hoden befindlichen
Samenkandlchen (SK) sind im Querschnitt dargestellt. In ihrem Lumen ist das auf Taslrl-
Promotoraktivitit hinweisende rotfluoreszierende Reporterprotein tdRFP (rot) detektierbar.
Die zwischen den Kandlchen befindlichen Leydig-Zellen (L) sind aufgrund ihrver starken
Eigenfluoreszenz im griinen und roten Bereich in orange erkennbar. (B) Das Negativkontroll-
tier zeigt keine tdRFP-Fluoreszenz im Hoden. Die Eigenfluoreszenz des Gewebes ist in griin
dargestellt. Mafstab: 50 um. [Bildnachweis der schematischen Darstellung s. Kapitel 8]

Die rote Eigenfluoreszenz des Reporterproteins tdRFP ist auf den inneren Bereich der
Samenkanédlchen — und damit auf das Vorkommen in Spermatiden und Spermien —
beschrinkt, dort jedoch in konzentrierter Form zu finden. Der dulere, Spermatogonien

und Spermatozyten enthaltende Bereich der Kanidlchen sowie die Leydig-Zellen weisen

keine tdRFP-Signale auf. Die Leydig-Zellen erscheinen aufgrund einer hohen Eigen-
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fluoreszenz im griinen und roten Bereich in gelb, was auch im Negativkontrolltier zu
sehen ist, welches in keinem der analysierten Bereiche des Hodens tdRFP-spezifische
Signale aufwies (s. Abb. 4.12.B).

Zusammenfassend ldsst sich fiir die histologische Expressionsanalyse der Umami-
rezeptoruntereinheit Taslrl in nichtgustatorischen Geweben der Doppel-Knockin-
Mauslinie Taslrl““/ROSA26“R" feststellen, dass in allen analysierten Geweben
rotfluoreszierende, tdRFP-exprimierende und damit auf Taslrl-Promotoraktivitit
hinweisende Zellen bei den Tieren des Genotyps TasIrl "“*/ROSA26 "“*" detektiert
werden konnten. Hierbei erfolgte der zelluldre Nachweis der Taslr1-Expression sowohl
in Teilen des Verdauungs-, Exkretions-, Immun-, Respirations- und des Reproduktions-
systems als auch in verschiedenen Muskel- und Fettgewebetypen. Form, Grofle, Lage
und Haufigkeit der Zellen weisen dabei teils starke Unterschiede auf. In den Geweben
der stets parallel untersuchten Negativkontrolltiere war hingegen keine tdRFP-

spezifische Fluoreszenz nachweisbar.

4.2 Phinotypische Charakterisierung des Taslr1-Knockouts

Nachdem die Expression der Umamirezeptoruntereinheit Taslrl in allen untersuchten,
nichtgustatorischen Geweben nachgewiesen werden konnte (s. 4.1), stellt sich die
Frage, welche Bedeutung ihr in diesen funktionell sehr unterschiedlichen Geweben

zukommt.

Um potentielle extraorale Funktionen aufzukldren, wurden die Auswirkungen des
Knockouts von Taslrl durch eine phénotypische Charakterisierung von Taslrl-
Knockout-Méusen im Vergleich zu Wildtyp- sowie Taslrl-heterozygoten Méusen
analysiert. Hierzu wurden Tiere der gentechnisch modifizierten Mauslinie Tas1rl®*®
(s. 1.7.1) verwendet. Dabei sind Mause des homozygoten Genotyps Tas]r]ZHFBLR
durch den Austausch des offenen Leserahmens von 7asl/r/ mit einer Expressions-
kassette gekennzeichnet, die codierende Bereiche von Markerproteinen enthélt — und
damit durch einen Taslrl-Knockout. Die auf einem Mischhintergrund aus 129/Sv und
C57BL/6 basierende Mauslinie wurde vor Beginn der phénotypischen Untersuchungen
tiber zehn Generationen auf den Hintergrund des Inzuchtstammes C57BL/6 zuriick-
gekreuzt. Genotypspezifische Auffalligkeiten hinsichtlich Aussehen, Verhalten und
Fortpflanzung konnten nicht beobachtet werden. Die fiir alle durchgefiihrten phino-

typischen Untersuchungen notwendige korrekte Genotypisierung der Méuse erfolgte
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durch Isolation genomischer DNA aus den Mausschwanzspitzen und anschlieBende
Durchfiihrung einer Taslrl-Wildtyp- und einer Taslrl-Knockout-Genotypisierungs-
PCR (s. 3.2.1). Die Amplifikation der genotypspezifischen Nukleotidsequenzen wurde
mittels Agarose-Gelelektrophorese gepriift. Ein exemplarisches Ergebnis fiir die Geno-
typisierung von vier Mausen der Mauslinie Taslr1®** ist in Anhang 9.1.2 dargestellt

und erldutert.

Das breite Vorkommen der Umamirezeptoruntereinheit Taslrl im Organismus bietet
viel Raum flir Untersuchungsanséitze hinsichtlich ihrer potentiellen extraoralen
Funktion(en). Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Fokus — in Anlehnung an ihre
gustatorische Funktion als Aminosiuredetektor in der Mundhohle und Vermittler des
Umamigeschmacks (im Zusammenspiel mit der Taslr3-Untereinheit) sowie ihre
vielfdltige Expression im gesamten, sich der Mundhohle anschlieBenden Verdauungs-
system — auf die Analyse einer moglichen Rolle des Taslrl fiir Erndhrung und
Stoffwechsel gelegt. Ziel war es, zu kliren, ob Taslrl als Chemosensor an Mecha-
nismen zur Regulation der Aufnahme, Verstoffwechselung, Speicherung und/oder
Ausscheidung von Peptiden sowie Aminosiuren beteiligt ist. Dabei sollte einerseits mit
Hilfe eines Futterpriaferenztests der Einfluss des Taslrl-Genotyps auf die Futterwahl
analysiert werden. Zum anderen wurde ein Langzeitfiitterungsversuch mit Didten
unterschiedlichen EiweiBanteils durchgefiihrt, um die didt- und genotypspezifische
Entwicklung ausgewihlter physiologischer, morphologischer, metabolischer und
expressioneller Parameter mit Blick auf Energie- und Protein- bzw. Aminoséiure-

stoffwechsel zu untersuchen.

Alle Analysen wurden geschlechtsspezifisch — mit ménnlichen sowie weiblichen
Maiusen — durchgefiihrt und ausgewertet. Da die Ergebnisse von Minnchen und
Weibchen fiir alle analysierten Parameter hinsichtlich der Signifikanz genotyp-
spezifischer Unterschiede vergleichbar waren, wurden sie schlielich zusammengefasst

und werden im Folgenden in dieser Form préisentiert.

4.2.1 Auswirkung des Taslr1l-Knockouts auf das Ernihrungsverhalten

Im ersten Schritt der phinotypischen Charakterisierung des Taslrl-Knockouts wurde
zundchst der Einfluss des Taslrl-Genotyps auf die Nahrungswahl getestet. Es galt zu
kliaren, ob Méuse mit einem Knockout des funktionellen Umamigeschmacksrezeptors in

der Lage sind eine eiweiBarme Didt (8 % EiweiBanteil) von einer eiweilireichen Diét
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(33 % EiweiBanteil) zu unterscheiden, wenn beide Didten hinsichtlich metabolisierbarer

Energie, Fettgehalt und Mikrondhrstoffzusammensetzung vergleichbar sind (s. 2.9).

Dazu wurde ein Futterpriaferenztest (s. 3.1.3.1) mit elf Wochen alten Wildtyp-, Taslrl-
heterozygoten und Taslrl-Knockout-Tieren der Mauslinie Taslrl1®*® durchgefiihrt
(19 bis 21 Mause pro Genotyp). Beide Didten wurden jeder Maus iiber 96 h parallel
ad libitum angeboten und die Futteraufnahme fiir jede Didt detektiert. Um mogliche
duBere Faktoren der Nahrungswahl zu minimieren, wurden die Futterpositionen nach
48 h getauscht. Die getesteten Didten waren den Maiusen bis zum Beginn des
Experimentes unbekannt, da sie auf einer Kontrolldidt mit einem fiir Mause optimalen

EiweiBanteil von 18 % gehalten wurden.

Das Ergebnis des Versuchs ist in Abb. 4.13 gezeigt. Fiir jeden Taslrl-Genotyp ist die
Futteraufnahme fiir die eiweiBarme und die eiweiBreiche Didt sowie die durch Addition

dieser beiden berechnete Gesamtfutteraufnahme tiber 96 h dargestellt.

DEiweifarme Didt ®mEiweifireiche Didt B Gesamt

Futteraufnahme tiber 96 h [g|

Wildtyp Tas1rl-Heterozygot Tas1rl-Knockout

Abb. 4.13 Futterpriferenz und Gesamtfutteraufnahme in Abhiingigkeit vom Taslrl-Genotyp. — Elf
Wochen alte Wildtyp-, Taslrl-heterozygote und Taslrl-Knockout-Mduse wurden einem
Futterpriferenztest unterzogen. Nach einer dreitdgigen Adaptationsphase mit Kontrolldidt
(18 % FEiweifanteil) wurde in der sich anschlieffenden Messphase eiweifiarme (8 % Eiweif3-
anteil) und eiweifireiche Didt (33 % Eiweiflanteil) parallel ad libitum angeboten und die
Futteraufnahme fiir beide Didten tiber 96 h gemessen. Das Ergebnis zeigt keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei untersuchten Taslrl-Genotypen. Alle Gruppen zeigen eine
Priferenz der eiweifireichen gegeniiber der eiweifsiarmen Didt sowie eine dhnliche Gesamt-
futteraufnahme. Tierzahl pro Gruppe: 19-21.

Es ist erkennbar, dass die Gesamtfutteraufnahme fiir alle drei Genotypgruppen mit
durchschnittlich ca. 14—15 g sehr dhnlich ist und sich nicht signifikant voneinander

unterscheidet. Mehr als zwei Drittel der Gesamtfutteraufnahme stammen hierbei bei

allen Gruppen von der Futteraufnahme eiweifireicher Didt. Dies zeigt zum einen, dass
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alle Gruppen die eiweilireiche gegeniiber der eiweilarmen Diédt deutlich bevorzugen
und zum anderen, dass auch Miuse mit einem Knockout der Umamigeschmacksrezep-
toruntereinheit Taslrl in der Lage sind, beide Didten voneinander zu unterscheiden.
Signifikante Talrl-genotypspezifische Unterschiede hinsichtlich der Futteraufnahme

eiweiBarmer sowie eiweiBreicher Didt sind nicht feststellbar.

4.2.2 Auswirkung des Taslr1-Knockouts auf Physiologie und Stoffwechsel

Das Ergebnis des als Kurzzeitexperiment angelegten Futterpriaferenztests (s. 4.2.1) hat
gezeigt, dass Taslrl-Knockout-Maduse hinsichtlich Nahrungswahl und Gesamtfutter-
aufnahme keine Unterschiede zu Wildtyp-Tieren aufweisen. Im folgenden Langzeit-
experiment sollte nun gepriift werden, ob — und wenn ja wie — sich der Knockout
langfristig auf Physiologie sowie auf Energie- und Protein- bzw. Aminosdurestoff-

wechsel auswirkt und, ob dies abhingig ist vom Eiweilanteil der zugefiihrten Nahrung.

Dazu wurde ein Langzeitfiitterungsversuch (s. 3.1.3.2) mit Wildtyp-, Taslrl-
heterozygoten und Tas1r1-Knockout-Tieren der Mauslinie Tas1r1?*® durchgefiihrt. Vor
Beginn des Versuchs wurden alle Tiere auf einer Kontrolldidt mit einem fiir Muse
optimalen Eiweillanteil von 18 % gehalten. In der elften Lebenswoche wurden sie in
drei Didtgruppen unterteilt: eine Gruppe erhielt nun zwdlf Wochen lang eiweiflarme
Didt mit 8 % EiweiBanteil, eine andere Gruppe erhielt eiweilireiche Didt mit 33 %
Eiweianteil und eine weitere Gruppe erhielt weiterhin die Kontrolldidt. Die Didten
waren hinsichtlich metabolisierbarer Energie, Fettgehalt und Mikrondhrstoffgehalt
vergleichbar (s. 2.9) und standen den Maéusen ad [ibitum zur Verfiigung. Von
Lebenswoche 10 bis 22 wurden ausgewihlte Parameter, die Verdnderungen hinsichtlich
Physiologie (Korpergewicht, Korperzusammensetzung und Muskelkraft) sowie
Stoffwechsel (metabolisches Blutplasmaprofil, relative Verdaulichkeit und Urin-
stickstoff) anzeigen, zu definierten Zeitpunkten analysiert (detaillierter Versuchsablauf
s. Abb. 3.4). Am Ende des Versuchs wurden die Tiere durch Herzpunktion getotet und
Gewebe fiir histologische Untersuchungen und Genexpressionsanalysen entnommen.

Pro Didt und Genotyp wurden 16 bis 25 Miuse analysiert.

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Langzeitfiitterungsversuchs — thematisch und
experimentell unterteilt in physiologische, metabolische, morphologische und gen-

expressionelle Analysen — présentiert.
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4.2.2.1 Physiologische Parameter in Abhingigkeit von Diiit und Tas1r1-Genotyp

Zur Untersuchung der didt- und genotypspezifischen physiologischen Entwicklung der
Wildtyp-, Taslrl-heterozygoten und Taslrl-Knockout-Tiere wihrend des Langzeit-
fiitterungsversuchs wurden Korpergewicht, Korperzusammensetzung (fettfreie Masse
und Fettmasse) sowie Muskelkraft der Méuse analysiert. Sie geben erste Hinweise auf
die Energieverwertung, -verteilung und -speicherung (durch Fett- oder Muskelaufbau)

der aufgenommenen Nahrung im Gesamtorganismus.

Das Korpergewicht sowie die durch quantitative Kernspintomographie detektierte
Korperzusammensetzung (s. 3.1.3.2.2) wurden von der 10. bis zur 22. Lebenswoche alle
zwei Wochen gemessen. Die iiber einen Griffstirketest der Vorderextremititen
(s. 3.1.3.2.3) ermittelte Muskelkraft wurde dreimal — in Lebenswoche 10, 16 und 22 —
bestimmt. Alle Messwerte der zehnten Woche (also unmittelbar vor Aufteilung der
Mause in die drei Didtgruppen) dienten als Ausgangswerte zur Verfolgung der sich ab

Woche elf anschlieBenden diét- und genotypabhéngigen Entwicklung.

Die Ergebnisse der Taslrl-genotypabhidngigen Entwicklung dieser vier wéhrend des
Langzeitfiitterungsversuchs analysierten physiologischen Parameter sind in Abb. 4.14
fiir jede der drei getesteten Didten zusammengefasst. Es wird deutlich, dass fiir alle vier
Parameter weder auf der beziiglich des Eiwei3gehalts fiir Mause optimalen Kontrolldiét
noch auf der eiweilarmen oder der eiweillreichen Diédt signifikante, Taslrl-

genotypspezifische Unterschiede im Laufe des Experimentes auftreten.

Alle vier physiologischen Parameter wurden nicht nur auf genotypabhidngige Unter-
schiede bei gleicher Diét, sondern auch auf didtabhingige Unterschiede innerhalb des
gleichen Genotyps hin statistisch untersucht. Dabei war festzustellen, dass auch hier
keine signifikanten Verdnderungen in Korpergewicht, fettfreier Masse sowie Muskel-
kraft im Laufe des Experimentes auftreten. Lediglich fiir die Fettmasse konnte bei allen
drei Genotypen zu vereinzelten Messzeitpunkten eine signifikante Erhohung bei

eiweiBarmer Diit gegeniiber eiweiBreicher Diit festgestellt werden. >

"2 Dies betrifft bei den Wildtyp-Tieren die Messung in Lebenswoche 20 (p = 0,034), bei den Taslrl-
heterozygoten Tieren die Messungen in Lebenswoche 14 (p = 0,027) und 16 (p = 0,010) und bei den
Tas1rl-Knockout-Tieren die Messungen in Lebenswoche 16 (p = 0,0004), 18 (p = 0,012) und 22
(p =0,0196).
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Abb. 4.14 Entwicklung physiologischer Parameter in Abhéingigkeit von Diit und TaslrIl-Genotyp. —
Wildtyp-, Tasliri-heterozygote und Taslirl-Knockout-Mduse erhielten bis zur zehnten Lebens-
woche eine Kontrolldidt mit 18 % Eiweiflanteil (dargestellt in dunkelrot). Von der 11. bis zur
22. Lebenswoche wurden die Mduse in drei Didtgruppen mit Didten unterschiedlichen Eiweif3-
anteils unterteilt. Kérpergewicht, fettfreie Masse, Fettmasse und Muskelkraft der Vorderextre-
mitdten wurden zu definierten Zeitpunkten gemessen. TaslrI-genotypspezifische Unterschiede

sind fiir diese vier untersuchten physiologischen Parameter auf keiner der Didten feststellbar.
Tierzahl pro Gruppe: 16-25.

Betrachtet man in Abb. 4.14 zudem allein die Entwicklung der vier Messgrof3en bei den
Wildtyp-Tieren auf Kontrolldidt iiber die Zeit, so wird auBerdem deutlich, dass das
Korpergewicht (von ca. 20—-24 g), die fettfreie Masse (von ca. 15,5-18,5 g) sowie die

Fettmasse (von ca. 2—3 g) innerhalb des zwolfwochigen Versuchs nur minimal

ansteigen. Die Muskelkraft scheint mit etwa 100 g relativ konstant zu bleiben. Es ist zu
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vermuten, dass diese Beobachtungen darauf zuriickzufiihren sind, dass es sich bei den
Versuchstieren um adulte und nicht um heranwachsende Maiuse handelt. Durch die
Wahl adulter Tiere fiir das Experiment sollte verhindert werden, dass die Tiere auf
eiweilarmer Didt eventuelle Entwicklungsstorungen wihrend der Wachstumsphase
aufgrund des EiweiBmangels erfahren, welche einen moglichen Effekt des Taslrl-

Knockouts tiberschatten konnten.

Um zumindest einen Hinweis darauf zu bekommen, ob jedoch Taslrl-genotyp-
spezifische Effekte bei der Untersuchung von Jungtieren deutlicher ausgeprégt wiren,
wurde das Korpergewicht von 207 auf Kontrolldidt gehaltenen, fiinf Wochen alten
Wildtyp-, Taslrl-heterozygoten und Taslrl-Knockout-Méusen ermittelt (s. Abb. 4.15).
Signifikante, genotypspezifische Unterschiede waren jedoch auch in diesem Alter nicht

festzustellen. Alle drei Genotypgruppen zeigten einen Mittelwert von ca. 17 g.

30

OWildtyp ETaslrl-Heterozygot M Taslrl-Knockout

Korpergewicht [g]
s
T

Miuse im Alter von fiinf Wochen auf Kontrolldiit

Abb. 4.15 Korpergewicht von Miusen unterschiedlichen Taslr1-Genotyps im Alter von fiinf Wochen.
— Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede im Kérpergewicht von Wildtyp-, Tasirl-
heterozygoten und Tas1r1-Knockout-Tieren. Tierzahl pro Gruppe: 38—97.

4.2.2.2 Metabolische Parameter in Abhingigkeit von Diit und Taslr1-Genotyp
Zur Untersuchung Taslrl-genotypspezifischer Verdnderungen in Energie- und
Aminoséurestoffwechsel wurden metabolische Blutparameter sowie die Futterverwer-

tung analysiert.

4.2.2.2.1 Metabolisches Blutplasmaprofil

Zur Untersuchung der didt- und genotypspezifischen Entwicklung des metabolischen
Blutplasmaprofils der Wildtyp-, Taslrl-heterozygoten und Taslrl-Knockout-Tiere
wihrend des Langzeitfiitterungsversuchs sollte u.a. die Konzentration von Glukose,
proteinogenen Aminosduren sowie stickstoffhaltiger Endprodukte wie Harnstoff,

Kreatinin und Harnsdure im Blut der Maiuse analysiert werden. Die gewéhlten
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Parameter geben Aufschluss iiber die Stoffwechsellage des Organismus. Der Anteil von
Glukose und Aminosduren im Blut zeigt z. B. an, welche Energiequellen dem Korper
aktuell zur Verfiigung stehen. Harnstoff dient als Indikator fiir das Ausmall des
Aminosdureabbaus. Kreatinin hingegen entsteht beim Abbau von Kreatin im Muskel

und Harnsédure beim Abbau von Purinen.

Die Blutparameter wurden wihrend des Langzeitexperimentes zu drei Zeitpunkten — in
Lebenswoche 10, 16 und 22 — analysiert. Hierbei erfolgte jeweils eine Blutglukose-
messung (s.3.1.3.2.5) und eine Blutabnahme durch Schwanzvenenpunktion mit
anschlieender Aufbereitung des Blutplasmas (s. 3.1.3.2.4) und quantitativer Analyse
mittels HPLC-MS/MS (s. 3.3.1). Alle Messwerte der zehnten Woche (also unmittelbar
vor Aufteilung der Méuse in die drei Didtgruppen) dienten als Ausgangswerte zur
Verfolgung der sich ab Woche elf anschlieBenden didt- und genotypabhédngigen
Entwicklung. Im Zuge der zum Versuchsende durchgefiihrten Totung der Mause nach
dem Experiment im Metabolismuskéfig erfolgte eine vierte Blutabnahme durch finale
Herzpunktion (s. 3.1.3.2.7). Auch hier wurde das Blutplasma anschlieBend aufbereitet
und einer quantitativen Analyse mittels HPLC-MS/MS unterzogen.

Die quantitative HPLC-MS/MS-Analyse der Blutplasmaproben wurde von unserem
Kooperationspartner Andreas Dunkel (TUM; Freising, D) durchgefiihrt. Da die Ergeb-
nisse uns bisher nicht zur Verfligung gestellt wurden, kénnen im Folgenden lediglich
die Ergebnisse der separat durchgefiihrten Blutglukosemessungen présentiert werden.
Diese sind in Abb. 4.16 dargestellt.

Eiweillarme Diit Kontrolldiiit Eiweillreiche Diiit
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E o —a—Tas1rl-Knockout
10 16 22 10 16 22 10 16 22
Lebenswoche Lebenswoche Lebenswoche

Abb. 4.16 Entwicklung des Blutglukosespiegels in Abhiingigkeit von Diit und Taslrl-Genotyp. —
Wildtyp-, TaslIrl-heterozygote und TaslrI-Knockout-Mduse erhielten bis zur zehnten Lebens-
woche eine Kontrolldidt mit 18 % Eiweiflanteil (dargestellt in dunkelrot). Von der 11. bis zur
22. Lebenswoche wurden die Mduse in drei Didtgruppen mit Didten unterschiedlichen
Eiweifanteils unterteilt. Die Blutglukosekonzentration der Tiere wurde in Lebenswoche 10, 16
und 22 gemessen. Taslrl-genotypspezifische Unterschiede sind zu keinem der Messzeitpunkte
und auf keiner der Didten feststellbar. Tierzahl pro Gruppe: 16-25.
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Es zeigt sich, dass der Blutglukosespiegel sowohl auf eiweiBarmer Didt, auf Kontroll-
didt wie auch auf eiweiflreicher Didt vom Tas1r1-Genotyp unabhdngig ist, da zu keinem
Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Tieren

festgestellt werden konnten.

Neben genotypspezifischen Unterschieden bei gleicher Didt wurden auch didtabhéngige
Unterschiede innerhalb des gleichen Genotyps statistisch untersucht. Dabei war ein Ein-
fluss der Diét auf die Blutglukosewerte feststellbar. So zeigt sich in Lebenswoche 16
(fiinf Wochen nach Beginn der Diitintervention), dass fiir alle drei Taslrl-Genotypen
eine signifikante Verringerung der Blutglukosewerte von ca. 120 mg/dl auf 100 mg/dl
mit steigendem EiweiBanteil der Didt von 8 % auf 33 % (und gleichzeitig sinkendem
Kohlenhydratanteil) detektierbar ist (s. Abb. 4. 17)"*. Die Blutglukosewerte der Tiere auf
Kontrolldidt befinden sich bei allen drei Genotypen zwischen den Werten bei eiweil3-

armer und eiweilreicher Didt, was die Spezifitdt des didtabhdngigen Effektes bestarkt.

200
O EiweiBarme Diit B Kontrolldiizt B Eiweibreiche Didt

150 * *

*%

100

50 |

Blutglukose in Lebenswoche 16 [mg/dl]

Wildtyp Tas1rl-Heterozygot Tas1rl-Knockout

Abb. 4.17 Einfluss der Diiit auf den Blutglukosespiegel der Taslrl-Genotypen in Lebenswoche 16. —
Wildtyp-, Taslrl-heterozygote und Taslri-Knockout-Mduse erhielten ab der elften Lebens-
woche eine von drei Didten mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Die in der 16. Lebenswoche
gemessene Blutglukosekonzentration der Tiere zeigt unabhdingig vom Taslrl-Genotyp signifi-
kante Unterschiede zwischen der eiweiffarmen (kohlenhydratreichen) und der eiweifSreichen
(kohlenhydratarmen) Didt. Mit steigendem Eiweifsanteil bzw. sinkendem Kohlenhydratanteil in
der Didt sinkt der Blutglukosespiegel. Tierzahl pro Gruppe: 16-25. Signifikanz: * p < 0,05;
**p < 0,01

Um unabhingig von den bisher nicht verfiigbaren Ergebnissen der Blutplasmaanalyse
mittels HPLC-MS/MS zumindest eine Aussage iiber die Blutharnstoffkonzentration bei

Versuchsende treffen zu konnen, wurde diese zusitzlich im Rahmen der instituts-

13 p = 0,027 bei eiweiBBarmer Diit; p = 0,022 bei Kontrolldidt; p = 0,002 bei eiweilireicher Diat
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internen Moglichkeiten mittels eines enzymatischen UV-Tests bestimmt (s. 3.3.1). Sie
war von besonderem Interesse, weil sie fiir eine spétere Diskussion zum ebenfalls nahe
dem Versuchsende gemessenen Stickstoffgehalt im Urin (s. 4.2.2.2.2) herangezogen
werden sollte, da die Ausscheidung von Harnstoff {iber den Endharn die Hauptaus-

scheidungsform von Stickstoff bei Sdugern darstellt.
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Abb. 4.18 Blutharnstoffkonzentration bei Ende des Langzeitfiitterungsversuchs in Abhiingigkeit von
Diiit und Taslrl-Genotyp. — Wildtyp-, Taslrl-heterozygote und Taslrl-Knockout-Mduse
erhielten bis zur zehnten Lebenswoche eine Kontrolldidt mit 18 % Eiweiflanteil. Von der
11. bis zur 22. Lebenswoche wurden die Mduse in drei Didtgruppen mit Didten unterschied-
lichen Eiweifianteils unterteilt. Im Zuge der zum Versuchsende durchgefiihrten finalen Herz-
punktion wurde Blutplasma der Tiere gewonnen und dessen Harnstoffkonzentration bestimmt.
(A) Wihrend auf eiweifsarmer Didt und auf Kontrolldidt keine signifikanten Taslrl-genotyp-
spezifischen Unterschiede feststellbar sind, zeigen Taslrl-Knockout-Tiere auf eiweifsreicher
Didt eine signifikant erhohte Blutharnstoffkonzentration gegeniiber Taslrl-heterozygoten
sowie Wildtyp-Tieren. (B) Es zeigen sich zudem bei allen Taslri-Genotypen didtabhingige
Unterschiede in der Blutharnstoffkonzentration der Tiere. Mit steigendem Eiweiflanteil in der
Didt steigt — teils tendenziell, teils signifikant — auch der Blutharnstoffspiegel. Tierzahl pro
Gruppe: 14-25. Signifikanz: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Wie das Ergebnis der Blutharnstoffmessung in Abb. 4.18.A zeigt, ist auf eiweiBreicher
Diédt die Blutharnstoffkonzentration der Taslrl-Knockout-Tiere gegeniiber der von
Wildtyp-Tieren (p = 0,003) und Taslrl-heterozygoten Tieren (p = 0,009) signifikant
erhoht. Auf eiweilarmer Diét oder auf Kontrolldidt ist dieser Effekt hingegen nicht zu
beobachten. Dariiber hinaus zeigt sich eine Diédtabhiangigkeit der Blutharnstoffkonzen-
tration (s. Abb. 4.18.B). Bei allen Genotypen ist der Blutharnstoffspiegel bei Méusen
auf eiweillreicher Didt am hochsten. Fiir die Wildtyp-Tiere und die Taslrl-hetero-
zygoten Tiere zeigt sich die Steigerung der Blutharnstoftkonzentration mit steigendem
EiweiBlanteil der Didten besonders deutlich und ist meist auch signifikant. Méause auf
eiweifreicher Didt weisen dabei fast die doppelte Konzentration an Blutharnstoff auf
wie Maduse auf eiweilarmer Didt. Bei den Taslrl-Knockout-Tieren ist der Effekt
weniger ausgeprigt. Hier ist jedoch auch ein hoher Standardfehler bei den Tieren auf

eiweiBarmer Diit zu beobachten.

4.2.2.2.2 Futterverwertung im Metabolismuskiifig

Uber den zwdlfwochigen Verlauf des Langzeitfiitterungsversuchs wurde bereits die
Entwicklung von physiologischen Parametern (s. 4.2.2.1) sowie von Blutparametern
(s.4.2.2.2.1) in Abhéngigkeit von Didt und Taslrl-Genotyp untersucht. Zum Ende der
experimentellen Phase, in Lebenswoche 22, folgte ein Experiment im Metabolismus-
kifig (s. 3.1.3.2.6), welches Auskuntft iiber die Futterverwertung der Tiere geben sollte.
Das Experiment wurde aufgrund der erhohten Belastung fiir die Tiere einmalig und zum
Versuchsende durchgefiihrt.

Mit Hilfe des Metabolismuskifigs wurden Futter- und Wasseraufnahme jeder Maus
iiber 48 h ermittelt. Durch Sammeln der Kotproben und bombenkalorimetrische Bestim-
mung ihres physikalischen Brennwertes (s. 3.3.3) konnte die relative Verdaulichkeit des
Futters ermittelt werden. Durch Sammeln der Urinproben und ihre Analyse mittels
Elementaranalysator-Massenspektrometrie wurde der Urinstickstoffgehalt (als Marker

des Aminosdureabbaus) bestimmt (s. 3.3.2).

Die Analyseergebnisse zu Futteraufnahme und relativer Futterverdaulichkeit sind in
Abb. 4.19 dargestellt. Fiir beide Parameter ist auf jeder der drei untersuchten, im
EiweiBanteil variierenden Diiten erkennbar, dass keine signifikanten Unterschiede auf-

grund unterschiedlicher Tas1r1-Genotypen auftreten.
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Abb. 4.19 Futteraufnahme und -verdaulichkeit in Abhiingigkeit von Diit und Taslrl-Genotyp. —
Nachdem Wildtyp-, Taslri-heterozygote und Taslrl-Knockout-Mduse bereits von der 11. bis
zur 22. Lebenswoche eine von drei Didten mit unterschiedlichem Eiweiflanteil erhielten, wur-
den sie abschlieffend einem fiinfidgigen Experiment im Metabolismuskdfig unterzogen. Nach
dreitdgiger Adaptationsphase erfolgte die zweitdgige Messphase. Die Futteraufnahme (A)
sowie die Energie des ausgeschiedenen Kots wurden bestimmt und daraus die relative
Verdaulichkeit des Futters (B) berechnet. Taslrl-genotypspezifische Unterschiede sind auf
keiner der drei Didten feststellbar. Tierzahl pro Gruppe: 16-25.

Die Analyseergebnisse fiir Wasseraufnahme und Stickstoffausscheidung der Miuse sind

in Abb. 4.20 dargestellt. Fiir die Wasseraufnahme der Tiere zeigt sich, unabhingig von

der Diit, keine signifikante Verdnderung aufgrund des Taslrl-Genotyps. Hinsichtlich
des Stickstoffgehalts im Urin treten hingegen signifikante Unterschiede zwischen

Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Miusen auf. Der Urinstickstoffgehalt der Taslrl-

Knockout-Tiere ist auf eiweilarmer Didt (um 0,014 g; von 0,062 g auf 0,048 g) sowie

auf eiweiBreicher Didt (um 0,035 g; von 0,248 g auf 0,213 g) gegeniiber den Wildtyp-

Tieren signifikant verringert (p = 0,041 bei eiweilarmer Didt bzw. p = 0,025 bei

eiweillreicher Diit). Eine dhnliche Tendenz ist auch auf der Kontrolldidt zu erkennen,
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wenn auch nicht statistisch signifikant. Die Werte der Taslrl-heterozygoten Tiere
befinden sich auf allen drei Didten zwischen denen der Wildtyp- und der Taslrl-

Knockout-Tiere, was die Spezifitdt des genotypabhingigen Effektes bestarkt.
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Abb. 4.20 Wasseraufnahme sowie Urinstickstoffanteil in Abhiingigkeit von Diiit und TasIr1-Genotyp.
— Nachdem Wildtyp-, Taslr1-heterozygote und TaslrI-Knockout-Mduse bereits von der 11. bis
zur 22. Lebenswoche eine von drei Didten mit unterschiedlichem Eiweifsanteil erhielten, wur-
den sie abschliefsend einem fiinftigigen Experiment im Metabolismuskdfig unterzogen. Nach
dreitigiger Adaptationsphase erfolgte die zweitdgige Messphase. Die Wasseraufnahme (A)
sowie die Menge des ausgeschiedenen Urinstickstoffs (B) wurden ermittelt. Taslri-genotyp-
spezifische Unterschiede beziiglich der Wasseraufnahme sind auf keiner der drei Didten
feststellbar. Die Menge des Urinstickstoffs ist hingegen bei TaslrI-Knockout-Mdusen auf der
eiweiflarmen sowie der eiweifireichen Didt im Vergleich zu Wildtyp-Mdusen signifikant
reduziert. Tierzahl pro Gruppe: 16-25. Signifikanz: * p < 0,05.

Unabhéngig vom beobachteten genotypspezifischen Effekt ist eine starke Didtabhingig-
keit der Urinstickstoffmenge zu erkennen, welche zur Verdeutlichung in Abb. 4.21

nochmals fiir jeden der Taslrl-Genotypen dargestellt wurde. Es zeigt sich eine hoch-

signifikante Verringerung des Urinstickstoffgehalts auf eiweiBarmer Didt um fast die
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Hilfte und eine hochsignifikante Steigerung des Urinstickstoffgehalts auf eiweillreicher

Didt um mehr als das Doppelte im Vergleich zum Urinstickstoffgehalt auf Kontrolldit.
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Abb. 4.21 Einfluss der Diit auf den Stickstoffgehalt im Urin der Taslrl-Genotypen. — Nachdem
Wildtyp-, Taslri-heterozygote und Taslrl-Knockout-Mduse bereits von der 11. bis zur 22.
Lebenswoche eine von drei Didten mit unterschiedlichem Eiweiflanteil erhielten, wurden sie
abschlieflend einem fiinfidgigen Experiment im Metabolismuskdfig unterzogen. Nach drei-
tagiger Adaptationsphase erfolgte die zweitigige Messphase. Dabei wurde die Menge des
ausgeschiedenen Urinstickstoffs ermittelt. Diese zeigt unabhdngig vom Taslri1-Genotyp hoch-
signifikante Unterschiede zwischen allen drei Didten. Mit steigendem EiweifSanteil in der Didt
steigt auch die Menge des Stickstoffanteils im Urin. Tierzahl pro Gruppe: 16-25. Signifikanz:
% p < 0,001.

4.2.2.3 Gewebemorphologie in Abhiangigkeit von Diit und Taslr1-Genotyp

Nachdem wiéhrend des zwolfwochigen Langzeitfiitterungsexperimentes ausgewihlte
physiologische und metabolische Parameter am Gesamtorganismus auf Tas1r1-genotyp-
spezifische Verdnderungen untersucht worden sind, um potentielle extraorale Funk-
tionen von Taslrl aufzuklédren (s. 4.2.2.1 und 4.2.2.2), erfolgten nach Abschluss des

Versuchs histomorphologische sowie genexpressionelle Analysen der Gewebe.

Dazu wurden die Tiere zum Versuchsende durch finale Herzpunktion getdtet und
Gewebe entnommen (s. 3.1.3.2.7). Auch hierbei wurde der Fokus auf fiir Energie- und
Aminoséurestoffwechsel besonders bedeutende Gewebe gelegt: der Magen-Darm-Trakt
(wichtig u.a. im Zusammenhang mit Proteinverdau und Peptid- sowie Aminosdure-
absorption), die Leber (als zentrales Stoffwechselorgan fiir Verstoffwechselung und
Abbau von Aminosduren; mittlerer Leberlappen untersucht), die Niere (als Aus-
scheidungsorgan stickstoffhaltiger Endprodukte; linke Niere betrachtet) und das braune

Fettgewebe (als stoffwechselaktives Energiespeicherorgan).
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Die fiir die histologischen Untersuchungen entnommenen Gewebe wurden mit
4 % Formaldehyd postfixiert und nach Entwidsserung in Paraffin eingebettet
(s.3.1.3.2.7). Es folgte die Herstellung von 2 um diinnen Paraffinschnitten, die
anschlieBend einer Hdmatoxylin-Eosin-Farbung zur Verdeutlichung der Zellstrukturen
unterzogen und im Hellfeld aufgenommen wurden (s. 3.4.2). Zur Analyse der Gewebe-
morphologie wurden Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Tiere auf eiweiBarmer Diit,
Kontrolldidt sowie eiweireicher Diédt betrachtet. Pro Genotyp, Didt und Gewebe

wurden zwei Tiere untersucht.

Taslrl-genotypspezifische Verdanderungen der Gewebemorphologie konnten in keinem
der untersuchten Gewebe (Magen, Duodenum, proximales und distales Jejunum, Ileum,
Caecum, Colon, Leber, Niere, braunes Fettgewebe) nachgewiesen werden. Auch diét-
abhingige Strukturverinderungen waren kaum bis nicht erkennbar'®. Eine detaillierte
Zusammenfassung der Ergebnisse ist anhand exemplarischer Bilder in Anhang 9.2

dargestellt und erlédutert.

4.2.2.4 Genexpression in Abhingigkeit von Diéit und Taslr1-Genotyp

Ahnlich wie fiir die histomorphologischen Untersuchungen (s. 4.2.2.3) wurden, nach
Ende des Langzeitfiitterungsversuchs und Totung der Méuse, auch Gewebe fiir quanti-
tative Genexpressionsanalysen auf didt- sowie Taslrl-genotypspezifische Verdnde-
rungen entnommen (s. 3.1.3.2.7). Ziel war es einerseits, die Expression der Umami-
rezeptoruntereinheiten Taslrl und Taslr3 in nichtgustatorischen Geweben quantitativ
zu untersuchen. Dariiber hinaus sollte auch gepriift werden, ob Taslrl durch Regulation
der Genexpression von Peptidtransportern (PepT1 im Diinndarm und PepT2 in der
Niere) als Regulator der Absorption und/oder Reabsorption von Peptiden fungieren
konnte. Und letztlich galt es zu kldren, ob im Falle eines TasIr1-Knockouts kompensa-
torische Effekte durch andere Chemosensoren fiir die beobachteten schwachen phéno-
typischen Verdnderungen verantwortlich sein kdnnten. Dazu wurde untersucht, ob eine
Hochregulation anderer potentieller Aminosdure- bzw. Peptidsensoren (untersucht
wurden der Aminosduresensor CaSR und der Peptidsensor Gpr93) in Geweben von

Tas1rl-Knockout-Tieren zu beobachten ist.

Das analysierte Gewebeset umfasste hierbei ebenfalls fiir Energie- und Aminoséure-

stoffwechsel relevante Gewebe: Magen-Darm-Trakt (unterteilt in sieben Abschnitte),

' Lediglich in der Leber war auf eiweifreicher Diit erkennbar, dass die Sinusoide weniger ausgepragt
erschienen als bei den Diédten mit geringerem Eiweiflanteil.



Ergebnisse 95

Leber (linker Leberlappen untersucht), Niere (rechte Niere analysiert), braunes Fett-
gewebe und — zusitzlich zu den bereits morphologisch untersuchten Geweben — das

Gehirn (rechte Hirnhilfte analysiert).

Fiir die quantitativen Genexpressionsanalysen wurde aus den entnommenen Geweben
Gesamt-RNA isoliert, iiber reverse Transkription cDNA synthetisiert und diese als Aus-
gangsmaterial fiir Real-Time-PCRs nach der ,,TagMan-Methode* genutzt (s. 3.2.2). Zur
Kontrolle der erfolgreichen und kontaminationsfreien cDNA-Synthese wurden die
Proben vor Beginn der quantitativen Genexpressionsanalysen einer RT-PCR zum Nach-
weis der Genexpression des ubiquitir exprimierten Strukturproteins B-Aktin unterzogen
und die PCR-Produkte nach anschlieBender Agarose-Gelelektrophorese detektiert. Ein
exemplarisches Beispiel flir dieses Kontrollexperiment ist in Anhang 9.3.1 dargestellt

und erlautert.

Im Rahmen der Expressionsanalyse erfolgte eine relative Quantifizierung der Gen-
expression von Taslrl, Taslr3, PepTl, PepT2, CaSR und Gpr93 im Vergleich zum
Referenzgen p-Aktin. Die Expression des ubiquitdr exprimierten Referenzgens wird
nicht durch die untersuchten Parameter (Gewebe, Didt und Taslrl-Genotyp) reguliert.
Dies wurde durch separate statistische Auswertung aller f-Aktin-Messwerte liberpriift

und bestétigt.

Um die Spezifitdt der Real-Time-PCRs fiir das jeweils untersuchte Gen nachzuweisen,
wurden exemplarische Real-Time-PCR-Proben einer Agarose-Gelelektrophorese unter-
zogen und die Produktgrofle mit der erwarteten Fragmentldnge verglichen, welche in
allen Féllen tibereinstimmte (s. Anhang 9.3.2). Zusitzlich wurden die PCR-Produkte

sequenziert und ihre Zugehorigkeit zum jeweiligen Gen bestétigt.

Die Real-Time-PCR-Analysen wurden mit Geweben von Wildtyp- und Taslrl-
Knockout-Tieren aller drei Didtgruppen des Langzeitfiitterungsversuchs durchgefiihrt,
wobei fiinf bis sechs Tiere pro Genotyp und Didt untersucht wurden. Im Folgenden

werden die Ergebnisse fiir jedes der untersuchten Gene vorgestellt.

4.2.2.4.1 Taslrl-Expression
Die Genexpression des Taslrl in Magen-Darm-Trakt, Leber, Niere, braunem Fett und

18R hach

Gehirn wurde in Geweben von Taslrl-Wildtyp-Méausen der Mauslinie Tas1r
zwoOlfwochiger Didtintervention mit eiweiBarmer, eiweireicher oder Kontrolldiét unter-
sucht. Dabei sollten gewebsspezifische sowie didtabhéngige Unterschiede in der

Tas1rl-Expression analysiert werden.
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Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abb. 4.22 dargestellt. Zunéchst ist erkennbar, dass
die Taslrl-Genexpression in allen untersuchten Geweben relativ zur Expression des
Referenzgens f-Aktin sehr gering ausfillt. Die hochste Tas1rl1-Expression zeigt sich mit
Mittelwerten zwischen 0,00011 und 0,00026 auf allen drei Diéten in der Niere, gefolgt
von braunem Fett, Gehirn und Leber. Der gesamte Magen-Darm-Trakt zeigt demgegen-
tiber eine nochmals deutlich geringere Taslrl-Expression mit Mittelwerten zwischen
3,4x10® im proximalen Jejunum auf eiweiBreicher Didt und 2,510 im Duodenum auf

eiweiBarmer Diit.
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Abb. 4.22 Taslrl-Expression in nichtgustatorischen Geweben in Abhdngigkeit von der Diiit. — Mduse
der Mauslinie TasIr1®*™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei Diditen
mit unterschiedlichem Eiweifsanteil. Anschlieffend wurde aus elf Geweben der Tiere Gesamt-
RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressionsanalyse
mittels Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die Taslrl-Expression in Taslrl-
Wildtyp-Mdusen relativ zur Expression des ubiquitdr exprimierten Referenzgens [3-Aktin. In
allen untersuchten Geweben ist die Expression von Taslrl im Vergleich zu f-Aktin sehr
gering. Die hochste Taslvi-Expression ldsst sich in der Niere nachweisen. Diese ist zudem
signifikant erhoht bei eiweifireicher gegeniiber eiweifsarmer Didt. Auf allen anderen Geweben
sind keine signifikanten, didtabhdngigen Unterschiede detektierbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.
Signifikanz: *p < 0,05.
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Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Taslrl-Expression in Abhédngigkeit von
der Diét konnte nur in der Niere von Tieren auf eiweilarmer und eiweiBreicher Diét
nachgewiesen werden (p = 0,035). Hier steigt die Taslrl-Expression mit steigendem
Proteinanteil in der Didt an. Die vom Eiweilanteil zwischen beiden Didten liegende
Kontrolldidt fiihrt auch bei der Taslrl-Expression in der Niere zu einem dazwischen
liegenden Wert, was die Spezifitit des didtabhingigen Effektes bestdrkt. Fiir alle
anderen untersuchten Gewebe wurden keine signifikanten Veranderungen der Taslrl-
Expression aufgrund der Diét festgestellt. In den Diinndarmabschnitten (Duodenum,
Jejunum sowie Ileum) zeigt sich jedoch eine leichte Tendenz zum Anstieg der Taslrl-

Expression bei Tieren auf eiweiBarmer Diit.

Fiir alle Tas1r1-Knockout-Mause, die fiir die folgenden Real-Time-Analysen der Gene
Taslr3, PepTl, PepT2, CaSR und Gpr93 genutzt wurden, wurde zur Kontrolle des
Knockouts auch die Taslrl-Expression in der Niere gepriift. Dabei war in allen Fillen

keine Taslrl-Expression detektierbar, was den Genotyp der Tiere somit bestétigte.

4.2.2.4.2 Taslr3-Expression

Aus dem gustatorischen System ist bereits die Bedeutung der Interaktion der beiden
Umamirezeptoruntereinheiten Taslrl und TasIr3 zur Vermittlung des Umami-
geschmacks bekannt. Nun stellt sich die Frage, ob Tas1r3 auch in nichtgustatorischen
Geweben mit Taslrl interagiert, um eine funktionelle Einheit zu bilden. Daher wurde
neben der Genexpression der Umamirezeptoruntereinheit Tas1rl (s. 4.2.2.4.1) auch die
Genexpression der Umamirezeptoruntereinheit Taslr3 in Magen-Darm-Trakt, Leber,
Niere, braunem Fett und Gehirn in Geweben von Taslrl-Wildtyp-Méusen der Maus-

linie Taslr1BLR

nach zwolfwdochiger Didtintervention mit eiweillarmer Didt, eiweil3-
reicher Didt oder Kontrolldidt untersucht. Es sollte gepriift werden, ob sich die gewebe-

spezifischen Expressionsmuster und deren Didtabhéngigkeiten dhneln.

Das Ergebnis ist in Abb. 4.23 dargestellt. Zum einen ist erkennbar, dass die Taslr3-
Expression in allen untersuchten Geweben relativ zur Expression des Referenzgens f-
Aktin mit Mittelwerten zwischen 0,00011 im proximalen Jejunum von Tieren auf
Kontrolldidt und 0,0014 in braunem Fett von Tieren auf eiweiflreicher Didt zwar gering
ausfdllt, dennoch aber in jedem Gewebe hoher liegt als die dort detektierte Taslrl-
Expression (s. 4.2.2.4.1). Die hochste Tas1r3-Genexpression ist auf allen Didten in der

Niere sowie im braunen Fett detektierbar, die niedrigste hingegen im proximalen
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Jejunum. Die Unterschiede zwischen den Geweben fallen jedoch weniger stark aus als

bei der Tas1rl-Expression.

Tas1r3-Expression relativ zu B-Aktin (2-4C)
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4.23 Taslr3-Expression in nichtgustatorischen Geweben in Abhiingigkeit von der Diiit. — Mduse

der Mauslinie TasIr1®™™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei Diditen
mit unterschiedlichem Eiweiflanteil. Anschlieffend wurde aus elf Geweben der Tiere Gesamt-
RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressionsanalyse
mittels Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die Taslr3-Expression in Taslri-
Wildtyp-Mdusen relativ zur Expression des ubiquitdr exprimierten Referenzgens [3-Aktin. Die
hochste Taslr3-Expression ldsst sich in Niere und braunem Fett detektieren. Hinweise fiir
didtabhdingige Unterschiede sind in allen Diinndarmabschnitten zu finden. Eine signifikante
Erhohung der Taslr3-Expression auf eiweiflarmer im Vergleich zu eiweifireicher Didt ist
jedoch nur im distalen Jejunum zu erkennen. Auf allen anderen Geweben sind keine
signifikanten, didtabhdngigen Unterschiede nachweisbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6. Signifi-
kanz: *p < 0,05.

Ein statistisch signifikanter Unterschied in der Tas1r3-Expression in Abhingigkeit von

der Diét konnte nur im distalen Jejunum von Tieren auf eiweilarmer und eiweiBreicher

Diét nachgewiesen werden (p = 0,035). Die Taslr3-Expression steigt dort bei eiweil3-

armer Diidt an. In den anderen Diinndarmabschnitten zeigt sich jedoch ebenfalls diese

Tendenz, im Ileum sogar nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,058). Ein dhnlicher Trend

war bereits fliir die Taslrl-Expression im Diinndarm festgestellt worden. Eine mit
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steigendem EiweiBlanteil ansteigende Tas1r3-Expression in der Niere — wie dies fiir die

Taslrl-Expression gezeigt wurde — ist hingegen nicht erkennbar.

Nicht nur Gewebe von Wildtyp-Méusen, sondern auch von Taslrl-Knockout-Mausen
des Langzeitfiitterungsversuchs wurden hinsichtlich ihrer Taslr3-Genexpression
analysiert, um durch den Vergleich beider Genotypen Erkenntnisse iiber potentielle
Taslrl-genotypspezifische Effekte zu gewinnen. In Abb. 4.24 sind die Ergebnisse der
Tas1r3-Expressionsanalyse des Magens, der Darmabschnitte sowie der Leber beider
Genotypen auf allen drei Diiten fiir jedes Gewebe einzeln dargestellt. Betrachtet man
zundchst den Magen, so wird deutlich, dass die Tas1r1-Knockout-Tiere im Vergleich zu
den Wildtyp-Tieren auf allen drei in ihrem EiweiBanteil variierenden Diédten eine
verringerte Tas1r3-Expression aufweisen. Im Falle der eiweifreichen Diit ist der Effekt
stark signifikant (p = 0,004), auf Kontrolldidt nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,061).
Eine dhnliche, jedoch meist weniger ausgeprigte Tendenz ist auch in einigen Darm-
abschnitten (Duodenum, Ileum und Caecum) auf allen drei Didten sichtbar. Jejunum
und Colon zeigen diesen Trend dagegen nicht. Fiir die Leber ist die Verringerung der
Tas1r3-Expression im Falle eines Taslrl-Knockouts dagegen auf eiweilireicher Diét

wieder deutlich sichtbar und stark signifikant (p = 0,005).

Neben den zum Verdauungssystem gehorigen Geweben wurden auch Niere, braunes
Fett und Gehirn auf Taslrl-genotypspezifische Unterschiede der Taslr3-Expression
untersucht. Mit Ausnahme der Expression in der Niere auf eiweiarmer Diét ist auch
hier in allen drei Geweben auf allen drei Didten eine Tendenz zu reduzierter Taslr3-
Expression bei den Taslrl-Knockout-Tieren zu erkennen (s. Abb. 4.25). Im Gehirn ist
der Unterschied sowohl auf Kontrolldidt (p = 0,004) als auch auf eiweiBreicher Diét
(p = 0,012) signifikant.
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Abb. 4.24 Taslr3-Expression in Magen-Darm-Trakt und Leber in Abhéingigkeit vom TaslrI-Genotyp.
— Méiuse der Mauslinie Tas1r1®* erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei
Diditen mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Anschlieffend wurde aus Geweben der Tiere
Gesamt-RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressions-
analyse mittels Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die Taslr3-Expression in
Wildtyp- und Taslril-Knockout-Mdusen auf allen drei Didten relativ zur Expression des
ubiquitir exprimierten Referenzgens [3-Aktin. In Magen und Leber der Taslrl-Knockout-
Moduse ist im Vergleich zu den Wildtyp-Mdusen eine signifikante Verringerung der Taslr3-
Expression auf eiweifireicher Didt detektierbar. In allen Darmabschnitten sind hingegen keine
signifikanten, genotypspezifischen Unterschiede nachweisbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.
Signifikanz: **p < 0,01.
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Abb. 4.25 Taslr3-Expression in Niere, braunem Fett und Gehirn in Abhéingigkeit vom Taslrl-Geno-
typ. — Miiuse der Mauslinie Taslr1®™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von
drei Didten mit unterschiedlichem Eiweifanteil. Anschlieffend wurde aus Geweben der Tiere
Gesamt-RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpres-
sionsanalyse mittels Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die Taslr3-Expression in
Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Mdusen auf allen drei Didten relativ zur Expression des
ubiquitdr exprimierten Referenzgens [3-Aktin. Im Gehirn der Taslri-Knockout-Mduse ist im
Vergleich zu den Wildtyp-Mdusen eine signifikante Verringerung der Taslr3-Expression auf
Kontrolldidt sowie eiweifsreicher Didt detektierbar. Fiir Niere und braunes Fett ist diese
Tendenz ebenfalls sichtbar, wenn auch nicht signifikant. Tierzahl pro Gruppe: 5—6. Signifi-
kanzen: * p < 0,05; **p < 0,01.

4.2.2.4.3 Expression der Peptidtransporter PepT1 und PepT2

Um die Mdglichkeit einer extraoralen Funktion der Umamirezeptoruntereinheit Tas1rl
im Zusammenhang mit der Regulation von Peptidabsorption in Diinndarm und Peptid-
reabsorption in der Niere zu untersuchen, wurde die Genexpression der beiden
Peptidtransporter PepT1 und PepT2 in Abhdngigkeit von Didt und Taslrl-Genotyp an
Wildtyp- und TaslIrl-Knockout-Méusen des Langzeitfiitterungsversuchs analysiert.
Entsprechend ihrer bekannten Hauptexpressionsorte wurden die PepT1-Expression im

Diinndarm und die PepT2-Expression in der Niere detektiert.

In Abb. 4.26 ist zunéchst die PepT1-Expression in Duodenum, proximalem und distalen
Jejunum sowie Ileum von Wildtyp-Méusen auf unterschiedlichen Diéten dargestellt. Fiir
alle vier Diinndarmabschnitte ist mit Mittelwerten von 0,06 (im Ileum bei Tieren auf
eiweilarmer Didt) bis 0,39 (im distales Jejunum bei Tieren auf Kontrolldidt) eine recht
hohe PepT1-Expression im Vergleich zu den in den vorherigen Abschnitten beschrie-
benen Expressionen von Taslrl und Taslr3 im Darm zu verzeichnen. Dabei ist die

Expression in beiden Jejunumabschnitten auf allen Didten am grof3ten.

Signifikante didtabhingige Unterschiede wurden nicht detektiert. Dennoch ist eine

Tendenz zu sinkender PepT1-Expression bei eiweilarmer Diédt erkennbar (p = 0,08 im
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proximalen Jejunum zwischen eiweiBBarmer und eiweilreicher Didt; p = 0,09 im distalen

Jejunum und im Ileum zwischen eiweiBarmer und Kontrolldiit).
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Abb. 4.26 PepTI-Expression im Diinndarm in Abhiingigkeit von der Diiit. — Mduse der Mauslinie
TasIrl®™™ erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei Diditen mit unter-
schiedlichem Eiweifianteil. Anschliefiend wurde aus Geweben der Tiere Gesamt-RNA isoliert
und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressionsanalyse mittels Real-
Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die PepTI-Expression in den Diinndarmabschnitten
von Taslrl-Wildtyp-Mdusen relativ zur Expression des ubiquitir exprimierten Referenzgens
f3-Aktin. Die PepTI-Expression ist auf allen Didten im Jejunum am hochsten. Ein signifi-
kanter, didtabhdngiger Unterschied ist in keinem der untersuchten Diinndarmabschnitte nach-
weisbar. Eine Tendenz zu verringerter PepTl-Expression auf eiweifSarmer Diidt ist jedoch
sichtbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.

Beim Vergleich der PepTl1-Expression von Wildtyp-Tieren mit der von Taslrl-

Knockout-Tieren (s. Abb. 4.27) wird deutlich, dass diese Tendenz bei den Knockout-

Tieren je nach Diinndarmabschnitt weniger stark bis gar nicht ausgeprégt ist. Das dufert

sich darin, dass ein signifikanter Anstieg der PepT1-Expression im Ileum bei Knockout-

Tieren auf eiweiarmer Didt im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren zu sehen ist

(p = 0,005). Dieser beruht letztlich darauf, dass hier die Tendenz zur didtabhdngigen

Verringerung der Expression im Falle des Tas1r1-Knockouts ausbleibt.

Wie fiir den Peptidtransporter PepT1 im Darm, so wurde auch die diit- und Taslrl-
genotypspezifische Expression des Peptidtransporters PepT2 in der Niere von Wildtyp-
und Taslrl-Knockout-Tieren untersucht. Das in Abb. 4.28 dargestellte Ergebnis dieser
Analyse zeigt, dass weder Diét- noch Genotypunterschiede im Rahmen dieses Versuchs

zu signifikanten Verdnderungen der PepT2-Expression fiihren konnten.
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Abb. 4.27 PepTI1-Expression im Diinndarm in Abhingigkeit vom TaslrI-Genotyp. — Miuse der Maus-
linie Tas1r1®™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei Dicten mit unter-
schiedlichem Eiweifsanteil. Anschliefsend wurde aus Geweben der Tiere Gesamt-RNA isoliert,
aus dieser cDNA synthetisiert und zur quantitativen Genexpressionsanalyse mittels Real-Time-
PCR genutzt. Dargestellt ist die PepTI-Expression in Diinndarmabschnitten von Wildtyp- und
Tas1ri-Knockout-Mdusen auf allen drei Didten relativ zur Expression des ubiquitdr exprimier-
ten Referenzgens [3-Aktin. Im Ileum der Taslri-Knockout-Mduse ist im Vergleich zu den
Wildtyp-Mdusen eine signifikant erhohte PepT1-Expression auf eiweifsarmer Didt detektierbar.
In den anderen Diinndarmabschnitten sind keine signifikanten Taslri-genotypspezifischen
Expressionsunterschiede nachweisbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6. Signifikanz: **p < 0,01.
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Abb. 4.28 PepT2-Expression in der Niere in Abhiingigkeit von Diiit und TasIr1-Genotyp. — Mduse der
Mauslinie Tas1r1®™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei Didten unter-
schiedlichen Eiweiflanteils. Anschlieffend wurde aus Geweben der Tiere Gesamt-RNA isoliert,
aus dieser cDNA synthetisiert und zur quantitativen Genexpressionsanalyse mittels Real-Time-
PCR genutzt. Dargestellt ist die PepT2-Expression in Wildtyp- und Taslri-Knockout-Mdusen
relativ zur Expression des Referenzgens [3-Aktin. Signifikante didt- sowie Taslrl-genotyp-
spezifische Expressionsunterschiede sind nicht detektierbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.
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4.2.2.4.4 Expression des Aminosduresensors CaSR

Um zu kléren, ob im Falle eines Taslrl-Knockouts moéglicherweise der Aminoséure-
sensor CaSR potentielle extraorale Funktionen von Taslrl kompensiert und ob dieser
Effekt didtabhéngig ist, wurde die Genexpression des CaSR bei Wildtyp- und Taslrl-
Knockout-Tieren des Langzeitfiitterungsversuchs in Abhéngigkeit von der Diét unter-
sucht. Dabei wurde der Fokus auf die Analyse von Magen-Darm-Trakt und Niere — als

Orte der Absorption bzw. Reabsorption von Aminoséuren und Peptiden — gerichtet.

Abb. 4.29 zeigt zunichst das Ergebnis der Analyse zur CaSR-Expression in Magen-

Darm-Trakt und Niere von Wildtyp-Méusen auf Didten mit unterschiedlichem Eiweil3-

anteil.
CaSR-Expression in Wildtypmiusen
0,0010 0,20
DEiweiBarme Didt mKontrolldiizt mEiweiBreiche Didt
_fi 0,0008
;/ 0,15
5
<
= 00006 |
N
=
= 0,10
e
£ 0,0004 |
6
s
i 005 |
B 0,0002 |
=]
O
0,0000 T .’Li.’li’z_i. T 0,00
> & & S & & & ©
& & & & B A &
o & & o o
@' xob;o \d} SQI\\\ & Q'be’ C s
© -;°$‘ b\“\
Q

Abb. 4.29 CaSR-Expression in Magen-Darm-Trakt und Niere in Abhdingigkeit von der Diiit. — Mduse
der Mauslinie TasIr1®™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei Diditen
mit unterschiedlichem Eiweiflanteil. Anschlieffend wurde aus Geweben der Tiere Gesamt-RNA
isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressionsanalyse mittels
Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die CaSR-Expression in Taslrl-Wildtyp-
Modusen relativ zur Expression des ubiquitdr exprimierten Referenzgens [3-Aktin. Die mit
Abstand hochste CaSR-Expression ldsst sich in der Niere detektieren. Im Magen-Darm-Trakt
ist die hochste Expression in Magen und Caecum zu finden. Ein signifikanter, didtabhdngiger
Unterschied ist in keinem der untersuchten Gewebe nachweisbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.
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Es wird deutlich, dass die CaSR-Expression in der Niere auf allen Didten mit Mittel-
werten von 0,09 bis 0,14 um mehr als hundert- bis tausendfach hoher ausfillt als im
Verdauungstrakt. Innerhalb des Magen-Darm-Trakts sind die hdchsten Expressionen
mit Mittelwerten von ca. 0,0004 bis 0,0006 auf allen Didten in Magen und Caecum zu
finden. Die niedrigste CaSR-Expression ist im Diinndarm zu verzeichnen, wobei die

Expression im Duodenum stérker ausfillt als in den distaler gelegenen Bereichen.

Statistisch signifikante didtabhéngige Verdnderungen der CaSR-Expression sind in
keinem der untersuchten Gewebe aufgetreten. In Caecum und Niere ist jedoch eine
leichte Tendenz zu steigender Expression bei steigendem EiweiBanteil der Didt

erkennbar.

Nachdem die CaSR-Expression und deren Didtabhéngigkeit in Verdauungs- und
Exkretionssystem von Wildtyp-Tieren analysiert wurde, sollten Taslrl-genotypspezi-
fische Verdnderungen der Expression durch den Vergleich mit Tas1rl-Knockout-Tieren
untersucht werden. Das Ergebnis ist in Abb. 4.30 dargestellt und zeigt unabhéngig von
der betrachteten Diét keine signifikanten Taslrl-genotypspezifischen Verdnderungen.
Die im Falle einer kompensatorischen Funktion des CaSRs erwartete Hochregulation
bei den Taslrl-Knockout-Tieren ist lediglich als schwache Tendenz in den Darm-
abschnitten von Maéausen auf eiweilarmer Didt zu sehen (mit Ausnahme des Duo-
denums). Eine stdrker ausgeprigte Tendenz zu einem gegenteiligen Effekt ist hingegen
in Magen (p = 0,094) und Niere (p = 0,068) von Miusen auf eiweillireicher Didt zu
beobachten. Hier scheint im Falle des Taslrl-Knockouts die CaSR-Expression zu
sinken.
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Abb. 4.30 CaSR-Expression in Magen-Darm-Trakt und Niere in Abhdngigkeit vom TaslrI-Genotyp. —
Miuse der Mauslinie Tas1r1®™™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei
Diditen mit unterschiedlichem Eiweifanteil. Anschliefend wurde aus Geweben der Tiere
Gesamt-RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressions-
analyse mittels Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die CaSR-Expression in Wildtyp-
und Tas1r1-Knockout-Mdusen auf allen drei Didten relativ zur Expression des ubiquitdr expri-
mierten Referenzgens [3-Aktin. Signifikante Taslrl-genotypspezifische Unterschiede in der
Expression sind nicht detektierbar. Tierzahl pro Gruppe.: 5—6.
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4.2.2.4.5 Expression des Peptidsensors Gpr93

Neben dem Aminoséduresensor CaSR (s. 4.2.2.4.4) wurde auch der Peptidsensor Gpr93
beziiglich seiner Genexpression in Magen-Darm-Trakt und Niere von Wildtyp- und
Tas1rl-Knockout-Tieren des Langzeitfiitterungsversuchs analysiert, um auf Didtabhéin-
gigkeiten sowie mogliche kompensatorische Effekte im Falle eines Taslrl-Knockouts

zu priifen.

In Abb. 4.31 sind zunichst die Ergebnisse der Analyse zur Gpr93-Genexpression in
Verdauungstrakt und Niere von Wildtyp-Méusen auf Didten mit unterschiedlichem

EiweiBanteil dargestellt.
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Abb. 4.31 Gpr93-Expression in Magen-Darm-Trakt und Niere in Abhiingigkeit von der Diit. — Mduse
der Mauslinie Tas1r1®™® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei Diiiten
mit unterschiedlichem Eiweifanteil. Anschlieffend wurde aus Geweben der Tiere Gesamt-RNA
isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressionsanalyse mittels
Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die Gpr93-Expression in Taslrl-Wildtyp-
Mausen relativ zur Expression des ubiquitdr exprimierten Referenzgens [3-Aktin. Die Gpr93-
Expression ist im Magen-Darm-Trakt deutlich hoher als in der Niere. Die héchste Expression
ist in den proximalen Abschnitten des Diinndarms zu finden. Ein signifikanter, didtabhdngiger
Unterschied ist in keinem der untersuchten Gewebe nachweisbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.

Im Gegensatz zum CaSR zeigt sich, dass die Gpr93-Expression auf allen Didten im
gesamten Magen-Darm-Trakt mit Mittelwerten von 0,015 (im Magen bei eiweil3reicher
Diét) bis 0,089 (im Duodenum bei Kontrolldidt) deutlich hoher ausfillt als in der Niere,
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wo Mittelwerte zwischen 0,0016 und 0,0029 erreicht wurden. Innerhalb des Magen-
Darm-Trakts sind jedoch auch Unterschiede erkennbar. Im Magen zeigt sich auf allen
Diéten die niedrigste, im Duodenum die héchste Gpr93-Expression, welche dann in den
folgenden Darmabschnitten von proximal zu distal abnimmt und einzig im Colon wie-

der leicht ansteigt.

Statistisch signifikante didtabhidngige Unterschiede der Gpr93-Expression sind in
keinem der Gewebe aufgetreten. Es ist lediglich eine Tendenz zu verringerter Expres-
sion im Duodenum im Falle eiweilireicher Didt erkennbar, sowie in der Niere im Falle

eiweiBarmer Diit.

Die Ergebnisse zur Untersuchung der Gpr93-Expression in Magen-Darm-Trakt und
Niere auf Taslrl-genotypspezifische Effekte durch Vergleich von Wildtyp- mit Tas1rl-
Knockout-Tieren sind in Abb. 4.32 zusammengefasst. Dabei zeigt sich, dass unab-
hingig von der betrachteten Didt keine signifikanten Taslrl-genotypspezifischen
Verdnderungen feststellbar sind. Dennoch ist im Magen sowie in allen Darmabschnitten
(mehr oder weniger stark ausgeprigt) eine Tendenz zu gesteigerter Gpr93-Expression
bei Taslrl-Knockout-Tieren auf eiweilreicher Diét erkennbar, was auf eine kompen-
satorische Funktion des Rezeptors hinweisen konnte. In der Niere ist diese Tendenz

hingegen nicht erkennbar.

Aufgrund dieses Trends in Magen und Darm wurde jedoch gepriift, ob in Leber,
braunem Fett und Gehirn ein dhnliches Phinomen bei Vergleich von Wildtyp- und
Taslrl-Knockout-Tieren auf eiweilireicher Didt auftritt. Denn dies sind Gewebe, die
zuvor bereits auf Taslrl- und Tas1r3-Expression hin analysiert worden sind und dabei
eine relativ starke Expression bzw. teils signifikante Taslrl-genotypspezifische Unter-
schiede aufwiesen. Wie in Abb. 4.33 zu sehen, ist jedoch keine Tendenz zu gesteigerter
Gpr93-Expression in Leber, braunem Fett und Gehirn von Talrl-Knockout-Tieren auf
eiweilreicher Didt erkennbar. Im Gegenteil, fiir die Leber zeigt sich eine Verringerung

der Expression, welche nahe der Signifikanzgrenze (p = 0,053) liegt.
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Abb. 4.32 Gpr93-Expression in Magen-Darm-Trakt und Niere in Abhiingigkeit vom Taslr1-Genotyp. —
Miuse der Mauslinie TasIr1®® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei
Diditen mit unterschiedlichem FEiweifsanteil. Anschlieffend wurde aus Geweben der Tiere
Gesamt-RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressions-
analyse mittels Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die Gpr93-Expression in
Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Mdusen auf allen drei Didten relativ zur Expression des
ubiquitdr exprimierten Referenzgens [3-Aktin. Signifikante Taslri-genotypspezifische Unter-
schiede in der Expression sind nicht detektierbar. Dennoch ist eine Tendenz zu erhéhter
Gpr93-Expression in Taslri-Knockout-Mdusen im Vergleich zu Wildtyp-Mdusen vorwiegend

auf eiweifireicher Didt im Magen-Darm-Trakt sichtbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.
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Abb. 4.33 Gpr93-Expression in Leber, braunem Fett und Gehirn in Abhdiingigkeit vom Taslrl-Geno-
typ. — Miiuse der Mauslinie Taslr1®® erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von
drei Didten mit unterschiedlichem Eiweiflanteil. Anschlieffend wurde aus Geweben der Tiere
Gesamt-RNA isoliert und aus dieser cDNA synthetisiert, die zur quantitativen Genexpressions-
analyse mittels Real-Time-PCR genutzt wurde. Dargestellt ist die Gpr93-Expression in Leber,
braunem Fett und Gehirn von Wildtyp- und Taslri-Knockout-Mdusen auf eiweifireicher Didt
relativ zur Expression des ubiquitdr exprimierten Referenzgens [3-Aktin. Signifikante TaslIri-
genotypspezifische Unterschiede in der Expression sind nicht detektierbar. Dennoch ist eine
Tendenz zu verringerter Gpr93-Expression in Taslrl-Knockout-Mdusen im Vergleich zu
Wildtyp-Mdusen in der Leber sichtbar. Tierzahl pro Gruppe: 5—6.
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5 Diskussion

Urspriinglich wurde der aus den beiden Untereinheiten Taslrl und Taslr3 bestehende
Umamigeschmacksrezeptor im Geschmacksgewebe von Saugetieren entdeckt und seine
Bedeutung fiir die Detektion von Nahrungsaminoséuren in der Mundhohle sowie den
dadurch vermittelten Umamigeschmack nachgewiesen (s. 1.5.1). Inzwischen wurde die
Expression der Umamirezeptoruntereinheiten jedoch auch in einer Vielzahl nichtgusta-
torischer Gewebe beschrieben (s. 1.5.2).

Aufgrund geringer Expressionspegel sowie fehlender spezifischer Antikorper fiir
immunhistochemische Untersuchungen erfolgten die Nachweise von Tas1rl und Tas1r3
in nichtgustatorischen Geweben zundchst vorwiegend auf PCR-Ebene oder mittels
Northern- und Western-Blot-Techniken. Die auch im SiiBgeschmacksrezeptor prasente
Tas1r3-Untereinheit konnte inzwischen jedoch vermehrt auch zelluldr iiber In-situ-
Hybridisierung, Immunhistochemie sowie gentechnisch modifizierte Reportermaus-
linien identifiziert werden. Im Falle der Taslrl-Untereinheit gelang dies hingegen

bisher nur in wenigen Féllen (muriner Diinndarm und Hoden).

Auch iiber die Funktion der extraoral exprimierten Umamirezeptoruntereinheiten ist
bislang wenig bekannt (s. 1.5.3). Erste Untersuchungen lassen eine chemosensorische
Funktion fiir die aminosduresensitive Regulation der Sekretion von Hormonen wie
Cholecystokinin aus enteroendokrinen Zellen des Diinndarms sowie Insulin aus pankre-
atischen B—Zellen vermuten — ein moglicher Weg zur Steuerung von Aminosédure-
aufnahme und Nihrstoffstoffwechsel. Aber auch eine generelle Rolle als Sensor der
Aminosédureverfiigbarkeit im Korper und Regulator zelluldrer Wachstumsprozesse wird
derzeit diskutiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die bislang wenig bekannte zelluldre Expression
sowie die Funktion der spezifischen Umamirezeptoruntereinheit Tas1rl in nichtgustato-
rischen Geweben gentechnisch modifizierter Mauslinien analysiert. Durch den Einsatz
der Doppel-Knockin-Mauslinie Taslrl““/ROSA26™" konnte dabei mit Hilfe des
fluoreszierenden Reporterproteins tdRFP die Taslrl-Expression in allen untersuchten
Geweben auf zelluldrer Ebene spezifisch nachgewiesen werden (s. 4.1). Bei der
phinotypischen Charakterisierung der Knockout/Knockin-Mauslinie Tas1r1®*® waren
im Rahmen eines Futterpriferenztests sowie eines Langzeitfiitterungsversuchs jedoch

nur schwache Auswirkungen eines Tas1rl-Knockouts auf den Aminosdurestoffwechsel
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bzw. den Stickstoffhaushalt des Gesamtorganismus erkennbar (s. 4.2). Erndhrungs-
verhalten, Futterverdaulichkeit, Gesamtphysiologie und Gewebemorphologie blieben
ginzlich unbeeinflusst. Im Folgenden werden die Erkenntnisse der Arbeit mit Bezug auf
die bisher bekannte Literatur im Einzelnen diskutiert und weiterfiihrende Unter-

suchungsansitze vorgeschlagen.

5.1 Nachweis extraoraler Taslr1-Expression auf zelluléirer Ebene

Im Jahre 2005 — sechs Jahre nach der urspriinglichen Entdeckung des Taslrl im
Geschmacksgewebe von Sdugern (Hoon ef al., 1999) — wurde die Expression der spezi-
fischen, aminosduredetektierenden Umamirezeptoruntereinheit erstmals von Dyer et al.
in nichtgustatorischem Gewebe (genauer: im murinen Diinndarm) beschrieben (Dyer et
al., 2005). In den darauffolgenden Jahren folgte die Identifizierung weiterer extraoraler
Expressionsorte des Taslrl in Maus, Ratte und Mensch weit iiber das Verdauungs-
system hinaus (s. Tab. 1.1). Methodisch wurden dazu vorwiegend PCR- sowie Western-
Blot-Techniken eingesetzt. Nachweise auf zelluldrer Ebene blieben aufgrund niedriger
Expressionspegel des Taslrl sowie mangels spezifischer Antikorper fiir immunhisto-
chemische Untersuchungen lange Zeit aus. Erst kiirzlich konnte jedoch zumindest im
proximalen Diinndarm von Médusen die Expression des Taslrl und seine Coexpression
mit Taslr3 in enteroendokrinen Zellen immunhistochemisch nachgewiesen werden
(Daly et al., 2013).

Die Moglichkeit der Durchfiihrung von Coexpressionsstudien ist einer der Vorteile
einer zelluldren Lokalisation der Taslrl-Expression. Damit kann beispielsweise gepriift
werden, ob dhnliche Mechanismen wie im gustatorischen System zur Signalweiter-
leitung genutzt werden konnen oder aber andere Interaktionspartner oder zelluldre
Signalwege bendtigt werden. Aullerdem erlaubt die Bestimmung von Lage und Form
Taslrl-exprimierender Zellen eventuell erste Riickschliisse auf den Zelltyp und seine
Funktionen und stellt damit eine Basis fiir Untersuchungsansitze zur Aufklarung poten-
tieller extraoraler Funktionen des Taslrl dar. Auf Grundlage dessen sind dann auch

gezielte Zellversuche moglich.

Um die Schwierigkeiten eines zelluldren Nachweises der Taslrl-Expression auf Basis
von In-situ-Hybridisierung oder Immunhistochemie zu iiberbriicken, hat unsere Arbeits-
gruppe vor wenigen Jahren — in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ulrich
Boehm (ZMNH; Hamburg, D / jetzt an der UdS; Homburg, D) — die gentechnisch

modifizierte Mauslinie Taslr1?** generiert, welche das rotfluoreszierende Reporter-
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protein mCherry unter Kontrolle des TasIrl1-Promotors exprimiert (s. 1.7.1). Durch die
Detektion der Autofluoreszenz des mCherry-Proteins sollten Zellen mit Tas1r1-Promo-
toraktivitit in nichtgustatorischen Gewebeschnitten lokalisiert werden. Auf diese Weise
konnten erstmals Taslrl-exprimierende Zellen im minnlichen Reproduktionssystem
nachgewiesen werden (Meyer et al., 2012; Voigt et al., 2012). In anderen nichtgustato-
rischen Geweben war hingegen — trotz des Nachweises von Taslrl bzw. mCherry auf
PCR-Ebene — keine Reporterfluoreszenz detektierbar, was uns die Grenzen dieses
Systems (vermutlich aufgrund der geringen Taslrl-Promotoraktivitit) deutlich machte

und die Suche nach neuen Losungsansitzen erforderte.

Daher wurde fiir die histologische Taslrl-Expressionsanalyse nichtgustatorischer Ge-
webe im Rahmen dieser Arbeit die Doppel-Knockin-Mauslinie Tas1rl““/ROSA26"RF
verwendet (s. 1.7.2). Sie ist durch eine von der Taslrl-Promotoraktivitidt abhingige
Expression des rotfluoreszierenden Reporterproteins tdRFP gekennzeichnet. Anders als
bei der zuvor beschriebenen Mauslinie Tas1r1”* ist die tdRFP-Expression hier jedoch
nicht direkt unter Kontrolle des Taslrl-Promotors. Vielmehr kontrolliert der Taslrl-
Promotor die Expression der Cre-Rekombinase, welche ihrerseits durch Ausschneiden
einer von /oxP-Stellen flankierten, expressionsverhindernden DNA-Sequenz die tdRFP-
Expression unter Kontrolle des ubiquitér aktiven ROS A26-Promotors ermoglicht. Dabei
ist zu beachten, dass eine einmalige Expression der Cre-Rekombinase in der betreffen-

den Zelle fiir eine andauernde tdRFP-Expression ausreichend ist.

In Abschnitt 4.1 wurden die Ergebnisse der histologischen Taslrl-Expressionsanalyse
ausgewdhlter Bestandteile des Verdauungs-, Exkretions-, Immun-, Respirations- und
Reproduktionssystems sowie verschiedener Muskel- und Fettgewebstypen der Doppel-
Knockin-Mauslinie TasIr1“"“/ROSA26 " detailliert vorgestellt. In allen untersuchten
Geweben konnten tdRFP-positive, auf Tas1rl-Promotoraktivitit hinweisende Zellen bei
Tieren des Genotyps Taslrl "“/ROSA26 """ identifiziert werden. In den Geweben
der stets parallel dazu untersuchten Negativkontrolltiere des Genotyps
Taslrl ™" /ROSA26 7" war hingegen, wie erwartet, keinerlei tdRFP-spezifische
Fluoreszenz nachweisbar. Mit Ausnahme von Diinndarm und Hoden wurde somit die
Taslrl-Expression in allen analysierten Geweben erstmals spezifisch auf zelluldrer
Ebene nachgewiesen. Zwei der in der Arbeit untersuchten Gewebe, das Caecum und die
mesenterialen Lymphknoten, wurden zudem bis dato noch nicht in der Literatur als

Expressionsorte des Tas1r] beschrieben und somit neu entdeckt.
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5.1.1 Neue Erkenntnisse zur Taslr1-Expression im Verdauungssystem

Das Verdauungssystem jenseits der Mundhohle ist das bisher am intensivsten auf die
Expression der Umamirezeptoruntereinheiten Tas1rl und Tas1r3 erforschte nichtgusta-
torische System in Sdugetieren. Denn, aufgrund ihrer gustatorischen Bedeutung fiir die
Aminosduredetektion in der Mundhohle und die Vermittlung des Umamigeschmacks
scheint eine Funktion als Aminosduresensor in weiteren Regionen des Verdauungstrakts

und als Regulator der Aminosdureaufnahme ebenso denkbar.

Im Folgenden soll diskutiert werden, welche neuen Erkenntnisse sich von der im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten histologischen Taslrl-Expressionsanalyse, im
Vergleich mit den bereits in der Literatur beschriebenen Fakten zur Expression der
Umamirezeptoruntereinheiten in den untersuchten Abschnitten des Verdauungssystem,

gewinnen lassen.

5.1.1.1 Speiserohre und Magen

Die Expression der Umamirezeptoruntereinheiten in der Speiserdhre wurde bisher in
der Literatur allein von Akiba et al. beschrieben (Akiba et al., 2009). Die Arbeitsgruppe
untersuchte die Speiserdhre von Ratten und konnte mittels RT-PCR Taslrl- sowie
Tas1r3-Expression sowohl in der Speiserohrenschleimhaut als auch in den Speiserdh-
renmuskelschichten nachweisen. Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit im Speise-
rohrenquerschnitt von Miusen der Mauslinie Taslrl““/ROSA26“®" lokalisierten
TasIrl-exprimierenden Zellen untermauern und visualisieren Akibas Befunde hinsicht-
lich der Taslrl-Expression. Die Zellen waren auch hier in verschiedenen Bereichen der
Speiserohrenwand zu finden, wobei das an das Lumen angrenzende mehrschichtige
Deckepithel und die darunter befindliche Bindegewebsschicht jedoch mehr Signale
aufwiesen als die Muskelschichten (s. Abb. 4.1).

Die Expression von Umamirezeptoruntereinheiten in der Speiserdhre ist bisher wenig
erforscht und erscheint durchaus iiberraschend, da die Speiserohre im Verdauungstrakt
eher als Transportabschnitt und weniger als entscheidender Bereich zur Detektion
zugefiihrter Nahrung verstanden wird. Da dort keine Verdauungs- und Absorptions-
prozesse stattfinden, ist hier eine lokale Regulation der Nahrungsaufnahme {iber einen
Chemosensor nicht moglich. Die erste Erkennung von Nahrungsaminosduren erfolgt
jedoch schon zuvor in der Mundhdhle. Die in dieser Arbeit beschriebene Detektion der

TasIrl-exprimierenden Zellen in unterschiedlichen Schichten der Speiserohrenwand —
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oftmals ohne direkten Kontakt zum Speisebrei — ldsst daher eine andere oder zusitzliche

funktionelle Bedeutung der Umamirezeptoruntereinheit in der Speiseréhre vermuten.

Der an die Speiserohre angrenzende Magen wurde bereits von mehreren Forscher-
gruppen auf die Expression der Umamirezeptoruntereinheiten untersucht. Im Jahre 2007
wurde mittels Real-Time-PCR die Taslrl- und Taslr3-Expression erstmals im Magen
von Mensch und Maus nachgewiesen (Bezencon et al., 2007). Bei der Maus wurde
dabei speziell die nahe dem Duodenum gelegene driisenhaltige Pfortnerhohle (das
Antrum) untersucht. Wenig spiter wurde auch die Expression beider Umamirezeptor-
untereinheiten spezifisch im driisenlosen Vormagen und im driisenhaltigen Magen-
korper von Nagetieren auf RT-PCR-Basis beschrieben (Akiba et al., 2009; Hass et al.,
2010). In Vormagen und Pfortnerhohle konnten die Untereinheiten zudem sowohl in der
Magenschleimhaut als auch im Muskelgewebe nachgewiesen werden (Akiba et al.,
2009). Nichtsdestotrotz beruhen all diese Untersuchungen immer noch auf einer relativ
groben Unterteilung der Magenregionen. Eine erste Beschreibung von TaslIrl in einzel-
nen Zellfraktionen erfolgte durch Nakamura et al., welche einzelne Zellgruppen der
Magenkorperschleimhaut von Ratten iliber Dichtegradient- und Zentrifugaltechniken
voneinander getrennt und anschlieBend mittels Real-Time-PCR untersucht haben
(Nakamura et al., 2010). Die mit Abstand starkste Taslrl-Expression wies dabei die
magensiureproduzierende Belegzellfraktion auf. Eine Uberpriifung dieses Ergebnisses
auf histologischer Ebene erfolgte bisher jedoch nicht. Bislang gelang nur der immun-
histochemische Nachweis der Taslr3-Expression in Zellen der Magenschleimhaut
(Hass et al., 2010; Haid et al., 2011).

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte histologische Taslrl-Expres-
sionsanalyse in Magenldngsschnitten von Miusen der Linie Taslrl“/ROSA26"“**"
erlaubt nun einen detaillierteren Blick auf die Taslrl-Expression in den einzelnen
Magenregionen und Magenwandschichten. So wurde deutlich, dass der an die Speise-
rohre angrenzende driisenlose Vormagen sowie die Gewebefurche zwischen Vormagen
und Magenkorper nur vereinzelt Tas1rl-exprimierende Zellen enthalten (s. Abb. 4.2). In
der Magenwand des driisenhaltigen Magenkorpers treten sie dagegen in deutlich
grofBerer Zahl auf. Obwohl dabei keine strikte Begrenzung auf eine der Magenwand-
schichten beobachtet werden konnte, sind die Zellen jedoch vermehrt in der Schleim-
haut anzutreffen. Eine deutliche Zonierung im Bereich der magensdureproduzierenden
Belegzellen ist aber, entgegen der Befunde von Nakamura, nicht zu erkennen. Vielmehr

treten die Taslrl-exprimierenden Zellen relativ gleichméBig verteilt im gesamten
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Schleimhautbereich auf, was Spekulationen iiber mogliche funktionelle Bedeutungen
der Taslrl-Expression im Magen erschwert. Coexpressionsstudien wéren daher ein
ndchster Schritt zur Aufklarung der Taslrl-positiven Zelltypen. So ist z.B. zu priifen,
ob eine Expression in endokrinen G-Zellen nachgewiesen werden kann. Diese produ-
zieren das Peptidhormon Gastrin, das durch Stimulation der Salzsdureproduktion in den
Belegzellen den Proteinverdau im Magen fordert. Da die Gastrinsekretion durch
Aminosduren stimuliert werden kann (Strunz ef al., 1978; Feldman & Grossman, 1980;
Taylor et al., 1982), wire hier eine chemosensorische Funktion der Umamirezeptor-

untereinheit denkbar.

5.1.1.2 Diinn- und Dickdarmabschnitte

Die Expression von Taslrl und Taslr3 im Diinndarm von Séugern wurde in der Ver-
gangenheit mehrfach beschrieben. Dyer et al. haben bereits im Jahre 2005 mittels Real-
Time-PCR die Expression beider Umamirezeptoruntereinheiten entlang der Krypten-
Villus-Achse des murinen Diinndarms untersucht (Dyer et al., 2005). Wihrend die
Tas1r3-Expression von Villusspitze zu Krypte hierbei als stark abnehmend beschrieben
wurde, war die Expression des Taslrl in der Kryptenregion leicht hoher als in der
Region der Villusspitzen. Fiir Tas1r3 wurde dariiber hinaus mittels Real-Time-PCR und
Western Blot die Expression in den drei Diinndarmabschnitten Duodenum, Jejunum und
Ileum einzeln untersucht. Das in den Dickdarm miindende Ileum war dabei durch eine
deutlich geringere Taslr3-Expression gekennzeichnet als die proximaler gelegenen
Diinndarmabschnitte. Eine @hnliche Tendenz wurde wenige Jahre spéter auch beim
Menschen beschrieben (Bezencon et al., 2007). Parallel dazu wurde hierbei jedoch auch
gezeigt, dass die humane TaslIrl-Expression dagegen vom Duodenum zum Ileum in
etwa konstant blieb. Erste Versuche der Visualisierung Taslrl- und Taslr3-exprimie-
render Zellen im murinen Duodenum sowie im Jejunum von Ratten mittels immun-
histochemischer Techniken fiihrten hinsichtlich der Spezifitdt der Signale zu fraglichen
Ergebnissen (Bezencon et al., 2007; Mace et al., 2007). Fir den Taslr3-Rezeptor,
welcher laut der Studien von Dyer et al. (2005) und Bezencon et al. (2007) deutlich
stairker im Diinndarm exprimiert wird als Taslrl, erfolgten jedoch bereits kurze Zeit
spater liberzeugende zelluldre Nachweise mittels In-situ-Hybridisierung sowie Immun-
histochemie (Jang et al., 2007; Margolskee et al., 2007). Die Taslr3-Zellen wurden
dabei als Subpopulation der Epithelzellen im Duodenum von Mensch und Maus be-
schrieben (Margolskee et al, 2007). Im humanen Duodenum konnte zudem die

Coexpression von Taslr3 mit der SiiBrezeptoruntereinheit Taslr2 sowie mit dem von
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enteroendokrinen L-Zellen exprimierten Inkretinhormon GLP-1 gezeigt werden (Jang et
al., 2007). Die Taslrl-Expression wurde erst mehrere Jahre spéter im Duodenum von
Ratten iiberzeugend zelluldr dargestellt und ist dort ebenfalls, wie auch Taslr3, in
epithelialen Schleimhautzellen identifiziert worden (Wang ef al., 2011). Vor kurzem
konnte nun zudem die Coexpression von Taslrl und Taslr3 in Cholecystokinin-
produzierenden Zellen des proximalen Diinndarmepithels von Mdusen mittels Tripel-

immunhistochemie gezeigt werden (Daly ef al., 2013).

Trotz dieser in der Literatur zum Teil bereits auf zellulirer Ebene beschriebenen
TasIrl-Expression im Diinndarm wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit durch die
histologische Tas1rl-Expressionsanalyse von Querschnitten des Duodenums, Jejunums
und Tleums der Taslrl““/ROSA26“"-Mauslinie neue Erkenntnisse gewonnen. So
erfolgten die bisher beschriebenen zelluldren Tas1rl-Expressionsnachweise lediglich in
murinem Duodenum bzw. proximalem Diinndarm (Wang et al., 2011; Daly et al.,
2013). Der in dieser Arbeit erbrachte zelluldire Nachweis im distal gelegenen Ileum
wurde jedoch bis dato nicht gezeigt. Des Weiteren wurde die Tas1r1-Expression in allen
drei Diinndarmabschnitten nicht nur in hochprismatischen Epithelzellen der Diinndarm-
schleimhaut detektiert, sondern dariiber hinaus auch in Zellen des Zottenstromas sowie
der unter der Schleimhaut befindlichen Binde- und Muskelgewebsschichten (s. Abb.
4.3). Eine Quantifizierung der Signale wurde bisher nicht durchgefiihrt. Damit sind
valide Aussagen iiber die in der Literatur auf Basis von PCR-Daten beschriebene
TasIrl-Expressionshiufigkeit entlang der Krypten-Villus-Achse sowie vom proximalen

zum distalen Diinndarmbereich zum jetzigen Zeitpunkt nicht moglich.

Im Gegensatz zum Diinndarm wurde der Dickdarm bislang wenig und dabei aus-
schlieBlich auf PCR-Basis auf die Expression der Umamirezeptoruntereinheiten
untersucht (Rozengurt et al., 2006; Bezencon et al., 2007; Wauson et al., 2012). Der
Nachweis der Taslrl- sowie Taslr3-Expression erfolgte hierbei einzig in der Colon-
region des Dickdarms von Mensch und Maus. Andere Dickdarmabschnitte wurden
dagegen bisher nicht analysiert. Die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesene Taslrl-
Expression im murinen Caecum (dem Blinddarm) wird somit nicht nur auf zelluldrer
Ebene, sondern prinzipiell erstmalig beschrieben (s. Abb. 4.4). Im ebenfalls unter-
suchten Colon konnte die bereits in der Literatur beschriebene Expression des Taslrl
bestitigt sowie lokalisiert werden. Auffillig ist in beiden untersuchten Dickdarm-
abschnitten die schon zuvor in Speiserohre, Magen und Diinndarm beobachtete Viel-

faltigkeit in Lage und Form der Zellen — von langgestreckten Schleimhautepithelzellen
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bis hin zu rundlichen oder spindelférmigen Zellen in darmlumenfernen Schichten. Eine
ausschlieBliche Funktion des Taslrl als moglicher Bestandteil eines Chemosensors von

Aminosduren in Magen- bzw. Darmlumen scheint damit sehr unwahrscheinlich.

Hinweise zu moglichen Funktionen des Taslrl in den Diinn- und Dickdarmabschnitten
konnen zukiinftig unter Nutzung der Tas1r1/ROSA26“*F_Mauslinie iiber Coexpres-
sionsstudien gesammelt werden. Zum einen sollte dabei gekldrt werden, ob in den
Taslrl-positiven Zellen auch stets die Taslr3-Untereinheit zur Bildung einer gemein-
samen funktionellen Einheit exprimiert wird. Zum anderen sollten darmspezifische
Zelltypmarker zur Identifizierung der Taslrl-exprimierenden Darmzelltypen genutzt
werden. Von besonderem Interesse im Hinblick auf eine chemosensorische Bedeutung
des Taslrl fiir die Regulation der Darmfunktion sind vor allem die hormonbildenden,
enteroendokrinen Zellentypen. Nachdem bereits die Coexpression des Taslrl mit
Tas1r3 in den Cholecystokinin-produzierenden I-Zellen in der Literatur beschrieben
wurde (Daly et al., 2013), ist zu kldren, ob Taslrl auch in den GLP-1-, Taslr2- und
Tas1r3-produzierenden L-Zellen (Jang et al., 2007) zu finden ist. Dariiber hinaus gibt es
weitere enteroendokrine Zelltypen'”, wie z.B. K-Zellen (glukoseabhingiges insulino-
tropes Polypeptid produzierend) oder D-Zellen (Somatostatin produzierend), welche auf
TasIrl-Expression getestet werden sollten, um die Rolle des TaslIrl bei der Verdau-
ungsregulation ndher zu untersuchen. Aber auch die Expression von Taslrl in Entero-
zyten ist zu priifen, um zu kléren, ob — zumindest potentiell — eine direkte Beteiligung
des Taslrl an der Regulation von Aminosdure- bzw. Peptidabsorption im Diinndarm
iiber eine aminosdureabhidngige Steuerung der Synthese oder Lokalisation von Trans-
portern (z.B. des Peptidtransporters PepT1) moglich ist. Dass Nahrungsaminosduren
einen Einfluss auf PepT1-Expression und -Transportrate im Diinndarm haben konnen,
wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben (Ogihara et al., 1999; lhara ef al.,
2000; Mace et al., 2009).

5.1.1.3 Bauchspeicheldriise und Leber
Die Expression der Umamirezeptoruntereinheiten in den Darmanhangsdriisen Bauch-

speicheldriise und Leber wurde bisher nur von wenigen Forschergruppen beschrieben
(Taniguchi, 2004; Nakagawa et al., 2009; Oya et al., 2011; Wauson et al., 2012).

®Zusammenfassender Uberblick iiber viele der mehr als zehn existierenden enteroendokrinen Zelltypen,
die von ihnen produzierten Hormone und ihre Funktionen s. Breer et al., 2012.
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In der Bauchspeicheldriise wurde zundchst der Taslr3-Rezeptor immunhistochemisch
im exokrinen, Verdauungsenzyme produzierenden Anteil beim Menschen lokalisiert
(Taniguchi, 2004). Erst mehrere Jahre spiter wurden Tas1r3 sowie auch Taslrl in der
murinen, pankreatischen B-Zelllinie MIN6, also einem Teil des endokrinen Anteils der
Bauchspeicheldriise, nachgewiesen (Nakagawa et al., 2009; Oya et al., 2011). Die
Taslrl-Expressionsanalyse der vorliegenden Arbeit zeigt nun auch auf histologischer
Ebene die Taslrl-Expression im endokrinen, hormonproduzierenden Anteil der Bauch-
speicheldriise (den Langerhans-Inseln) und beschreibt zudem erstmals die Expression
des Rezeptors im exokrinen Anteil (s. Abb. 4.6). Im Weiteren gilt es nun die Rolle des
Taslrl bei der Regulation der Produktion und Sekretion von Hormonen sowie Verdau-
ungsenzymen der Bauchspeicheldriise zu untersuchen. Erste Zellversuche mit der
insulinproduzierenden MIN6-Zelllinie zeigten bereits eine aminosidureabhédngige Stimu-
lation der Insulinsekretion aus den B-Zellen, die durch den Zusatz von IMP verstérkt
und durch den Taslr3-Inhibitor Laktisol gehemmt werden kann (Oya et al, 2011).
Auch ein Einfluss von Taslrl und Taslr3 auf die Insulinmenge in den B-Zellen konnte
durch gezielte Knockdown-Experimente gezeigt werden (Wauson et al., 2012). Mit
Hilfe der Taslrl““/ROSA26®"-Mauslinie kann nun iiber Coexpressionsstudien
gekléart werden, ob Taslrl ausschlieBlich in B-Zellen oder aber auch in anderen Zellen
der Langerhans-Inseln exprimiert wird und damit eventuell auch die Produktion und
Sekretion weiterer Hormone reguliert (z.B. Glucagon aus a-Zellen oder Somatostatin
aus o-Zellen).

In der Leber, die aufgrund der von ihr produzierten Gallenfliissigkeit ebenfalls eine
Darmanhangsdriise darstellt, erfolgte bisher nur der immunhistochemische Nachweis
der Umamirezeptoruntereinheit Tas1r3 in interlobuldren Gallengéingen des Menschen
(Taniguchi, 2004). Die Expression des Taslrl wurde lediglich auf PCR-Basis in der
Maus beschrieben (Wauson et al., 2012). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte
nun auch ein Nachweis der murinen Taslrl-Expression auf zelluldrer Ebene (s. Abb.
4.6). Auffillig war hierbei die relativ gleichméBige Verteilung der positiven Zellen iiber
das gesamte Gewebe, von perivendsen bis hin zu periportalen Bereichen. Da dies im
Gegensatz steht zu der von Taniguchi beschriebenen Tas1r3-Expression in der humanen
Leber sollte im Weiteren die Coexpression beider Umamirezeptoruntereinheiten in der
Leber von Tieren der Taslrl““/ROSA26"®" Mauslinie untersucht werden, um zu
priifen, ob eine gemeinsame Funktion mdglich ist oder aber Taslrl unabhéngig von
Tas1r3 agieren konnte. Auch eine Identifizierung der Taslrl-positiven Leberzelltypen

mittels zelltypspezifischer Marker (z.B. fiir Hepatozyten, Cholangiozyten, Endothel-
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zellen und Kupfferzellen) ist anzustreben, um der funktionellen Bedeutung des TasIrl
in der Leber ndher zu kommen. Da die Leber als zentrales Organ des Aminosaurestoft-
wechsels gilt, scheint hier eine Rolle des Taslrl als Sensor der Aminosaureverfiigbar-

keit und als Regulator von Proteinauf- und Proteinabbau &uflerst plausibel.

5.1.2 Erkenntnisse zur Taslr1-Expression in weiteren untersuchten Geweben

Die Expression der Umamirezeptoruntereinheiten in nichtgustatorischen Geweben
auBerhalb des Verdauungssystems wurde bislang wenig und dabei groBtenteils auf
nichtzelluldrer Ebene untersucht (s. 1.5.2). Fiir die meisten der in dieser Arbeit
analysierten Gewebe jenseits des Verdauungssystems wurde die Taslrl- und Taslr3-
Expression bisher sogar einzig durch Wauson et al., vorwiegend mittels Real-Time-
PCR, in der Literatur beschrieben (Wauson et al., 2012). Lediglich fiir das ventrikuldre
Gewebe des Herzens sowie fiir lumennahe Bereiche der Samenkandlchen des Hodens
von Nagern erfolgten bereits auch zellulire Nachweise'®!'” (Meyer et al., 2012; Voigt et
al.,2012; Foster et al., 2013).

Anhand der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten histologischen Taslrl-Expres-
sionsanalyse mit der Tas1rl ““/ROSA26“®" Mauslinie konnte nun erstmals auf zelluli-
rer Ebene die Taslrl-Expression in Niere, Skelettmuskel, Herz, Milz, Thymus, braunem
und weiBlem Fett sowie in der Lunge nachgewiesen werden. Aullerdem wurden die
bisher nicht auf eine Taslrl-Expression untersuchten mesenterialen Lymphknoten als
weiterer Expressionsort der spezifischen Umamirezeptoruntereinheit identifiziert.
Besonders die im Léangsschnitt analysierte Niere iiberraschte mit einer Vielzahl von
tdRFP-positiven Zellen im Tubulussystem (s. Abb. 4.7). Eine funktionelle Bedeutung
des TasIrl in der Niere als Sensor von Aminosduren im Primérharn und Regulator von
Reabsorptionsprozessen (z.B. von Aminosduren oder Peptiden iiber Transportsysteme
in den proximalen Tubuli) — in Anlehnung an die bereits fiir Absorptionsprozesse im

Verdauungssystem postulierte Regulatorfunktion — ist daher denkbar.

Des Weiteren konnte die bereits von unserer Arbeitsgruppe beschriebene Expression
von Taslrl in den inneren Bereichen der Samenkandlchen des Hodens — bisher
untersucht an Tieren der Mauslinie Tas1r1**® (Meyer et al., 2012; Voigt et al., 2012) —

auch in der nun analysierten Taslrl““/ROSA26“®" Mauslinie beobachtet und somit

' Der zellulire Nachweis der Taslrl-Expression im Herzen erfolgte dabei im Rahmen der vorliegenden
Arbeit (s. Foster et al., 2013).

" Die Aussage bezieht sich nur auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Organe und Gewebe.
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bestétigt werden. Aufgrund der nachgewiesenen Colokalisation mit Taslr3 wird eine
Funktion als Aminoséuresensor in Spermien, z.B. zur Erkennung der chemischen
Umgebung im weiblichen Geschlechtstrakt, vermutet (Meyer et al., 2012). Fiir die
Reproduktionsfahigkeit ist Taslrl aber nicht essentiell, wie anhand der Generierung

von Tas1rl-Knockout-Mausen gezeigt werden konnte.

Bei Betrachtung der gesamten in dieser Arbeit durchgefiihrten histologischen Taslr1-
Expressionsanalyse ist auffillig, dass keines der untersuchten Gewebe als Taslrl-
negativ identifiziert werden konnte. Eine grundlegende Bedeutung des Rezeptors im
gesamten Organismus ist daher denkbar. Auch die strukturelle und funktionelle Vielfdl-
tigkeit der Taslrl-exprimierenden Gewebe ldsst vermuten, dass die Rolle des Taslrl im
Korper weit iiber die Erkennung von Nahrungsaminosduren hinausgeht. Erste Hinweise
auf eine mogliche Rolle des Rezeptors als allgemeiner Sensor der extrazelluldren
Aminoséureverfiigbarkeit und als Regulator intrazelluldrer Wachstumsprozesse lieferten
bereits Experimente von Wauson et al. an verschiedenen Zelllinien, welche zeigten,
dass die Umamirezeptoruntereinheiten Taslrl und Taslr3 die aminosdureinduzierte
Aktivitdt des an Translationsinitiations- und Autophagieprozessen beteiligten Protein-
kinasekomplexes mTORCI1 regulieren (Wauson et al., 2012). Im Falle einer solchen
allgemeinen Bedeutung des Taslrl wiirden sich jedoch weitere Fragen anschlieBen:
Weshalb wird Taslrl nicht von jeder Zelle exprimiert? Was ist die Besonderheit bzw.
Gemeinsamkeit der Taslrl-positiven Zellen — schlieBlich unterscheiden sie sich in
Form und Lage teils erheblich, selbst innerhalb eines Gewebes (z.B. in der Lunge, s.
Abb. 4.11)? Und warum sind beziiglich der Haufigkeit Taslrl-positiver Zellen in den
Geweben untereinander enorme Unterschiede zu verzeichnen (z.B. sehr selten im
Skelettmuskel, sehr hidufig in der Niere)? Anhand dieser Fragen wird deutlich, dass
zukiinftig eine detailliertere Charakterisierung der Taslrl-exprimierenden Zelltypen in
den nichtgustatorischen Geweben von Taslrl“/ROSA26®" Miusen anzustreben ist,
beispielsweise mittels immunhistochemischer Marker oder Einzelzell-Genexpressions-
analysen. Ein ebenfalls zu untersuchender Faktor sollte der Einfluss des Alters der Tiere

auf Art und Haufigkeit der Signale sein.

5.1.3 Kritische Anmerkungen zur verwendeten Untersuchungsmethode

Wie in den vorherigen Abschnitten deutlich wurde, stellt die Verwendung der Doppel-
Knockin-Mauslinie Tas1r1““/ROSA26®*" einen groBen Fortschritt zur Aufklirung der
Tas1rl-Expression in nichtgustatorischen Geweben auf zelluldrer Ebene dar. Entscheid-

ender Vorteil ist hierbei die nicht direkt, sondern indirekt von der Taslrl-Promotor-
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aktivitdt abhéngige Expression des Reporterproteins tdRFP. Eine einmalige Aktivitit
des Taslrl-Promotors fiihrt {iber die dadurch ausgeldste Expression der Cre-Rekombi-
nase zum irreversiblen Ausschneiden einer von JloxP-Stellen flankierten, tdRFP-
Expression verhindernden DNA-Sequenz und ermdglicht damit eine andauernde tdRFP-
Expression unter Kontrolle des ubiquitiren ROSA26-Promotors. Dies ist jedoch auch
bei der Interpretation der Ergebnisse zu beachten. Denn es bedeutet, dass die in den
Geweben detektierten tdRFP-positiven Zellen nicht zwangslaufig einen Ist-Zustand der
Taslrl-Expression prisentieren. Es erlaubt lediglich die Aussage, dass der Taslrl-
Promotor dort mindestens einmal aktiv war. Um zu kldren, ob zum Untersuchungs-
zeitpunkt tatsichlich eine Tas1rl-Expression im Gewebe stattfindet, sollte — parallel zur
histologischen Untersuchung — cDNA des Gewebes auf PCR-Basis hinsichtlich nach-

weisbarer Tas1rl-Expression iiberpriift werden.

Ein zweiter kritisch anzumerkender Punkt bei Verwendung dieser Mauslinie ist zudem,
dass bei der Analyse der Diinn- und Dickdarmabschnitte von Tieren des Genotyps
Tas1rl"“/ROSA26 """ neben vereinzelt auftretenden tdRFP-exprimierenden Zellen
auch des Ofteren mehrere aneinandergereihte, rotfluoreszierende Zellen im Darmepithel
detektiert wurden (s. Abb. 4.5). Diese tdRFP-positiven Zellreihen konnen hierbei von
einer Krypte bis hinauf an die Spitzen der an die Krypte angrenzenden Zotten reichen.
Verursacht wird dieses Phdnomen jedoch wahrscheinlich nicht durch tatsdchliche
Tas1rl-Promotoraktivitit in jeder dieser positiven Zellen. Vielmehr ist hier eine TasIrl-
Promotoraktivitét in einer der in den Krypten befindlichen Stammzellen zu vermuten.
Diese sind bedeutsam fiir die regelméBige Erneuerung des Darmzellepithels. Sie bilden
multipotente Vorlduferzellen, welche ihrerseits wiederum differenzierte Epithelzell-
typen produzieren (Garrison et al., 2009). Die differenzierten Epithelzellen (Entero-
zyten, enteroendokrine Zellen und schleimproduzierende Becherzellen) migrieren dann
durch stindige Nachproduktion bis an die Villusspitze, wo sie schlieSlich apoptotischen
Prozessen unterliegen und in das Darmlumen abgeschilfert werden'®. Wenn nun in einer
der Stammzellen der Taslrl-Promotor aktiv wird, die Cre-Expression auslost und da-
durch die tdRFP-Expression ermoglicht, dann ist die Expression des Reporterproteins
auch in den von dieser Stammzelle gebildeten Tochterzellen moglich, ohne dass weitere
Tas1rl-Promotoraktivitit notig ist. Dies wurde bereits von Barker et al. im Zusammen-

hang mit Studien zum Stammzellmarkergen Lgr5' in murinem Diinn- und Dickdarm

'8 Der vierte Typ der differenzierten Epithelzellen, die Paneth-Zellen, verbleibt jedoch im Kryptengrund.

19 Lgr5: Leucinreiche Wiederholungen enthaltener G-Protein-gekoppelter Rezeptor 5
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gezeigt (Barker et al., 2007). Die Arbeitsgruppe verwendete eine gentechnisch modifi-
zierte Mauslinie, welche durch Expression eines griinfluoreszierendes Reporterproteins
und einer Cre-Rekombinase unter Kontrolle des Lgr5-Promotors sowie durch eine Cre-
aktivierbare Expression des Reporterenzyms [-Galaktosidase unter Kontrolle des
ROSA26-Promotors gekennzeichnet war. Wihrend die Stammzellen durch griine
Fluoreszenz und durch Reporterenzymaktivitét detektiert werden konnten, war in den
Tochterzellen allein die Reporterenzymaktivitit nachweisbar. Diese Tatsache macht
deutlich, dass eine valide Quantifizierung der Taslrl-exprimierenden Zellen iiber die
tdRFP-positiven Zellen in der Tas1rl1“"/ROSA26"®*-Mauslinie schwierig ist.

5.2 Bedeutung des Taslr1 fiir Erndhrung und Stoffwechsel

Um die funktionelle Bedeutung der im Korper weitverbreitet exprimierten Umami-
rezeptoruntereinheit Taslrl fiir den Gesamtorganismus — speziell im Hinblick auf
Erndhrung und Stoffwechsel — zu untersuchen, erfolgte im Rahmen der vorliegenden
Arbeit eine phéinotypische Charakterisierung von Taslrl-Knockout- im Vergleich zu
Wildtyp- und Taslrl-heterozygoten Tieren der gentechnisch modifizierten Mauslinie
Taslr1?® (s.4.2). Aufgrund der bereits bekannten gustatorischen Bedeutung des
Taslrl fiir die Aminosduredetektion in der Mundhdhle (im Zusammenspiel mit der
Umamirezeptoruntereinheit Taslr3) sollte insbesondere die Moglichkeit einer poten-
tiellen Chemosensor- und Regulatorfunktion des nichtgustatorisch exprimierten Taslrl
bei der Aufnahme, Verstoffwechselung, Speicherung und/oder Ausscheidung von

Peptiden sowie Aminosduren gepriift werden.

Die bisher in der Literatur auf Organismusebene beschriebenen Auswirkungen im Falle
eines Taslrl-Knockouts beziehen sich lediglich auf Untersuchungen innerhalb des
gustatorischen Systems (Zhao et al., 2003; Kusuhara et al., 2013). Mittels Geschmacks-
praferenztests, konditionierter Geschmacksaversionsexperimente sowie gustatorischer
Nervenableitungen an Taslrl-Knockout- und Wildtyp-Méausen wurden dabei Ein-
schrainkungen in der Umamigeschmackswahrnehmung von Knockout-Tieren fest-
gestellt. Die Bedeutung der nichtgustatorischen Taslr1-Expression fiir den Organismus
wurde hingegen in den bisherigen Taslrl-Knockout-Mausstudien nicht thematisiert.
Neben der gustatorischen Charakterisierung findet sich einzig eine allgemeine An-
merkung, dass Taslrl-Knockout-Mduse beziiglich Lebensfihigkeit, Korpergewicht,

Gesamtanatomie sowie generellem Verhalten normal erscheinen (Zhao et al., 2003).
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Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse eines Futterpriferenztests sowie eines
Langzeitfiitterungsversuchs mit Didten unterschiedlichen EiweiBanteils zeigen nun
erstmals, welch geringe bis keine Auswirkungen der Taslrl-Knockout — trotz der im
Korper auch weitverbreiteten nichtgustatorischen Expression des Rezeptors — auf
Erndhrungsverhalten, Physiologie und Stoffwechsel des Gesamtorganismus sowie auf

Morphologie und Genexpression ausgewdhlter nichtgustatorischer Gewebe hat.

5.2.1 Taslrl-Knockout ohne Einfluss auf das Erndhrungsverhalten

Im durchgefiihrten viertidgigen Futterpriferenztest wurde der Einfluss des Taslrl-
Genotyps auf das Erndhrungsverhalten von Mausen gegeniiber zwei parallel angebote-
nen, isokalorischen Didten mit unterschiedlichem EiweiBlanteil (8 % und 33 %) getestet
(s.3.1.3.1).

Wie das Ergebnis des Versuchs zeigte, bevorzugen alle Genotypgruppen deutlich die
eiweifireiche gegeniiber der eiweilarmen Didt (s. Abb. 4.13). Fiir die Wildtyp-Tiere
wurde diese Priaferenz im Vorfeld erwartet, da dies bereits im Zuge eines @hnlichen
Experimentes von Sorensen et al. beschrieben wurde (Sorensen et al., 2008). Die
Arbeitsgruppe beobachtete liber 32 Tage die Futterpriferenz von Miusen des Stammes
NMRI gegeniiber zwei parallel angebotenen, isokalorischen Didten mit einem Eiweil3-
anteil von 9 % bzw. 31 % und zeigte dabei innerhalb der ersten vier Tage ebenfalls eine
klare Priaferenz fiir die eiweilreiche Diit. Diese Priferenz erscheint erndhrungsphysio-
logisch sinnvoll, um einem Mangel an Aminosduren vorzubeugen, da der fiir Méiuse

optimale EiweiBanteil einer Dit mit ca. 18—20 % beschrieben wird*’ (NRC, 1995).

Dass auch die Taslrl-Knockout-Tiere — trotz Fehlen des funktionellen Umamige-
schmacksrezeptors flir die Aminosduredetektion in der Mundhohle — zur Unterschei-
dung der beiden Diidten befdhigt sind, hat vermutlich mehrere Griinde. Zum einen
wurden den Méusen keine reinen Umamistimuli angeboten (wie z. B. Glutamatlosungen
bei Geschmackspréferenztests), sondern komplexe Didten. Damit sollte eine — beziiglich
der Nahrungszusammensetzung — moglichst realitdtsnahe Nahrungssituation simuliert
werden. Hier liegen die Aminosduren jedoch nicht nur frei, sondern auch in Form von
Peptiden und Proteinen vor. AuBlerdem sind viele weitere Nahrungskomponenten (wie

Saccharide, Fette und Mikrondhrstoffe) in den Didten enthalten. Wihrend Fettgehalt

% Die Angabe bezieht sich auf ausgewachsene Méuse und Diiten mit einem EiweiBanteil, der entweder
auf Casein basiert (wie im Falle der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Didten) oder einer natiir-
lichen Mischung von pflanzlichem und tierischem EiweiB.
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und Mikronéhrstoffzusammensetzung der beiden angebotenen Didten vergleichbar
waren, variierte neben dem EiweiBlanteil auch der Saccharidanteil (s. 2.9). Es bleibt
daher offen, in welchem Malle Aminoséure-, Peptid-, Protein- oder aber Saccharidanteil
die Futterpriferenz beeinflusst haben. Dariiber hinaus ist zu beachten, dass die
Nahrungswahl nicht allein aufgrund der gustatorischen Wahrnehmung erfolgt. Es ist
vielmehr ein komplexer Mechanismus, an dem auch weitere Faktoren — wie Geruch,
Textur, postabsorptive Effekte (z.B. Séattigung), aktueller Néhrstoftbedarf, Stoffwech-
sellage und Lerneffekte — beteiligt sind (Langhans & Geary, 2010). Das Zusammenspiel
all dieser Faktoren riickt die Bedeutung des Taslrl (gleich ob gustatorisch oder nicht-

gustatorisch) flir das Erndhrungsverhalten wahrscheinlich in den Hintergrund.

Ebenfalls anzumerken ist, dass bereits mit konditionierten Geschmacksaversions-
experimenten sowie gustatorischen Nervenableitungen kein kompletter Verlust der
Umamigeschmackswahrnehmung bei Taslrl-Knockout-Méausen der hier verwendeten
Mauslinie aufgezeigt werden konnte, sondern lediglich eine Reduktion (Kusuhara et al.,
2013). Weitere Aminosduredetektoren in der Mundhohle scheinen also an der Umami-
geschmackswahrnehmung beteiligt zu sein und konnten daher auch Einfluss auf die nun
untersuchte Futterpriferenz haben und einen Taslrl-Verlust, zumindest teilweise, kom-

pensieren.

Die iiber den Futterpriferenztest nachgewiesene Ahnlichkeit von Taslrl-Knockout-,
Tas1rl-heterozygoten und Wildtyp-Méusen in Bezug auf die Nahrungswahl sowie auch
auf die Gesamtfutteraufnahme ist eine wichtige Basis fiir die Interpretation der Ergeb-
nisse des ebenfalls mit diesen Didten durchgefiihrten Langzeitfiitterungsversuchs. Fiir
die dortige Untersuchung von didt- und genotypabhingigen Langzeiteffekten auf Phy-
siologie und Stoffwechsel ist ein grundsitzlich vergleichbares Erndhrungsverhalten aller
Tiere erforderlich, um gustatorische Ursachen fiir eventuelle Effekte weitgehend aus-
schlieen zu konnen und somit in der Tat die nichtgustatorische Bedeutung des Tas1rl

fur die untersuchten Parameter zu erfassen.

5.2.2 Taslr1-Knockout ohne Einfluss auf Physiologie und Gewebemorphologie

Im Verlauf des zwolfwochigen Langzeitfiitterungsversuchs mit Didten unterschied-
lichen EiweiBanteils (8 %, 18 % und 33 %) wurde die diidt- und Taslrl-genotyp-
abhingige Entwicklung der Gesamtphysiologie von Mausen der Mauslinie Tas1r1?/®
anhand der ausgewihlten Parameter — Korpergewicht, Korperzusammensetzung (fett-

freie Masse und Fettmasse) sowie Muskelkraft — verfolgt.
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Die Ergebnisse dieser Analyse zeigten, dass fiir alle Parameter, weder im Falle einer fiir
Maiuse optimalen Eiwei3versorgung noch unter den Bedingungen eines Eiweilmangels
oder eines Eiweilliiberschusses, signifikante Unterschiede zwischen Tas1r1-Knockout-,
Taslrl-heterozygoten und Wildtyp-Tieren detektiert werden konnten (s. 4.2.2.1). Dies
kann als Indiz dafiir gewertet werden, dass der Taslrl-Knockout keine drastischen
Verianderungen von Nahrungsaufnahme und Energieverwertung des Gesamtorganismus
verursacht. Massive Storungen in beispielsweise Proteinverdau, Aminosdure- und
Peptidabsorption oder Muskelprotein-Turnover sollten sich langfristig in Korper-
gewicht, Korperzusammensetzung oder Muskelkraft widerspiegeln, insbesondere beim
Einsatz von eiweillarmer und eiweillreicher Didt zur Verstirkung eventuell schwach

ausgeprigter oder nur in Extremsituationen sichtbarer Effekte.

Zu beachten ist jedoch, dass im Langzeitfiitterungsversuch ausschlieBlich adulte und
nicht heranwachsende Méuse verwendet wurden. Damit sollten mdgliche Entwicklungs-
storungen in der Wachstumsphase (speziell aufgrund eines EiweiBmangels im Falle der
eiweilarmen Didt) vermieden werden, welche wiederum potentielle Knockout-Effekte
tiberdecken hétten konnen. Die Verwendung ausgewachsener Tiere hat jedoch — insbe-
sondere fiir die Betrachtung der Gesamtphysiologie — den Nachteil, dass die fiir den
Korperaufbau entscheidende Wachstumsphase nicht in der Untersuchung beriicksichtigt
wurde. Da bei allen Genotypen iiber die gesamte Versuchsdauer keinerlei signifikante
didtabhingige Veridnderungen in Korpergewicht, fettfreier Masse und Muskelkraft fest-
gestellt werden konnten, ist zu vermuten, dass bei adulten Tieren selbst Didteffekte
(unabhdngig vom Genotyp) auf gesamtphysiologischer Ebene kaum sichtbar werden.
Auch in der Literatur wurde bereits beschrieben, dass eine iiber 14 Wochen angebotene
eiweifreiche Diit (50 % EiweiBanteil) bei adulten Mausen des Stammes C57BL/6 nicht
zu Verdnderungen in Korpergewicht, fettfreier Masse und Fettmasse gegeniiber einer
Diét mit addquater Eiweiversorgung (20 %) fiihrt — wogegen metabolische Effekte im
Rahmen einer Blutanalyse dennoch beobachtet werden konnten (Noatsch ef al., 2011).
Es konnte nun spekuliert werden, dass die Verwendung heranwachsender Miuse
starkeren Einfluss auf didt- und/oder genotypspezifische Verdnderungen in der Gesamt-
physiologie hitte haben konnen. In der Tat wurde bereits von Sorensen ef al. in Bezug
auf Didteffekte gezeigt, dass heranwachsende Maiuse (fiinf Wochen alt zu Versuchs-
beginn) nach 32 Tagen auf eiweilarmer Diét (9 % Eiweillanteil) eine hohere Energie-
aufnahme (zur Deckung des Eiwei3bedarfs) und auch eine hohere Fettmasse aufwiesen
als Mause auf Didten mit 17 % oder 31 % EiweiBanteil (Sorensen et al., 2008). In der

vorliegenden Arbeit konnte eine signifikant erhohte Fettmasse bei den adulten Méusen
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lediglich zu vereinzelten Messzeitpunkten und nur im Vergleich der eiweilarmen mit
der eiweiflreichen Didt, nicht aber mit der Kontrolldidt, festgestellt werden. Inwiefern
sich die Verwendung von Jungtieren auf die Ergebnisse der physiologischen Unter-
suchungen ausgewirkt hétte, bleibt offen. Einzig eine zusitzliche Messung des Korper-
gewichts von fiinf Wochen alten Miusen auf Kontrolldidt (18 % EiweiBanteil) zeigte
zumindest ebenso wenig genotypspezifische Unterschiede im Korpergewicht zwischen
den heranwachsenden Tieren wie zuvor zwischen den adulten Tieren (s. Abb. 4.15).
Beziiglich anderer Diidten oder Parameter lassen sich jedoch keine Aussagen hinsicht-
lich didt- oder genotypspezifischer Verdnderungen bei Jungtieren der untersuchten
| BLIR

Mauslinie Taslr treffen. Dazu bedarf es zusétzlicher Experimente.

Ahnlich der Gesamtphysiologie zeigte auch die nach Versuchsende und Tétung der
Maiuse des Langzeitfiitterungsversuchs durchgefiihrte Analyse der Gewebemorphologie
von Magen, Darmabschnitten, Leber, Niere und braunem Fettgewebe keine aufféalligen
Verdnderungen aufgrund des Taslrl-Knockouts (s. 4.2.2.3 sowie 9.2). Somit ist auch
auf Organebene, zumindest fiir die untersuchten Gewebe, kein Hinweis auf die extra-
orale Bedeutung des Taslrl zu finden. Dennoch ist eine mdgliche chemosensorische
Rolle des nichtgustatorisch exprimierten Taslrl, z. B. als Aminoséuresensor im Magen-
Darm-Trakt, aufgrund dieser Ergebnisse nicht auszuschlieBen, da Feinregulationen im
Stoffwechsel anhand der Gesamtphysiologie und oft auch der Gewebemorphologie
kaum nachweisbar sind. Vielmehr sind dazu Analysen auf zelluldrer oder molekularer

Ebene notig.

5.2.3 Einfluss des Taslr1-Knockouts auf den Stickstoffhaushalt des Korpers

Neben Gesamtphysiologie und Gewebemorphologie wurden im Rahmen des Langzeit-
fiitterungsversuchs auch ausgewihlte metabolische Parameter des Energie- und des
Aminosdurestoffwechsels — Blutglukose, Blutharnstoff, Stickstoffgehalt im Urin sowie
relative Verdaulichkeit — von Mausen der Mauslinie Taslr1?*® auf dit- und Taslrl-

genotypabhingige Verdnderungen hin untersucht.

Anders als bei den Ergebnissen zu Physiologie und Morphologie, waren auf der
molekularen Ebene didtabhingige Verdnderungen deutlich erkennbar und bestétigen
damit die Funktionalitdt der im Versuch verwendeten Didten. So sinkt, unabhéngig vom
Genotyp, die Blutglukosekonzentration mit steigendem Eiweiflanteil in der Diét (s. Abb.
4.17). Ein Effekt, der nachvollziehbar erscheint, da bei den verwendeten isokalorischen

Didten der steigende EiweiBlanteil durch einen sinkenden Kohlenhydratanteil kompen-
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siert wurde. Somit stehen dem Organismus weniger Kohlenhydrate aus der Nahrung zur
Verfligung, was sich in einer verringerten Blutglukosekonzentration widerspiegelt. Die
Blutharnstoffkonzentration erh6ht sich hingegen bei steigendem EiweiBanteil der Diét
(s. Abb. 4.18.B). Auch dieser Effekt ist nachvollziehbar und wurde in der Literatur
bereits im Rahmen anderer Fiitterungsexperimente an Mausen beschrieben (Nassl ef al.,
2011; Freudenberg ef al., 2013). Stehen dem Korper mehr Aminosduren zur Verfiigung
als im Baustoffwechsel benétigt werden, so gelangen sie in den Energiestoffwechsel
und werden abgebaut. Der dabei bei Abspaltung der stickstofthaltigen Aminogruppe
entstehende zytotoxische Ammoniak wird in der Leber im Zuge des Harnstoffzyklus in
ungiftigen Harnstoff umgewandelt, welcher wiederum iiber das Blut in die Nieren
transportiert und mit dem Urin ausgeschieden wird. Je mehr Aminosduren also aus der
Nahrung zur Verfiigung stehen, umso hoher die Harnstoffproduktion in der Leber und
folglich die Harnstoffkonzentration in Blut und Urin. Da die Harnstoffausscheidung
tiber den Urin die Hauptausscheidungsform fiir Stickstoff aus dem Korper darstellt, ist
somit auch der mit steigendem Eiweifanteil der Diédt beobachtete Anstieg des Stick-
stoffgehalts im Urin erklérbar (s. Abb. 4.21) — ein ebenfalls bereits bekanntes Phanomen
bei Sdugern (Tarnopolsky ef al., 1988; Vikari, 2004).

Doch nicht nur didtabhiingige, sondern auch Taslrl-genotypspezifische Verdnderungen
konnten auf molekularer Ebene — zumindest im Hinblick auf Blutharnstoff und Stick-
stoffgehalt im Urin, nicht hingegen fiir die Blutglukose — im Langzeitfiitterungsversuch
beobachtet werden und geben damit erste Hinweise auf die Bedeutung des nicht-
gustatorisch exprimierten Taslrl fiir den Gesamtorganismus. So zeigt sich der nach
zwolfwochiger Didtintervention gemessene Stickstoffgehalt im Urin bei Taslrl-
Knockout-Tieren auf eiweiBarmer sowie auf eiweilreicher Didt gegeniiber dem von
Wildtyp-Tieren signifikant verringert (s. Abb. 4.20). Die Spezifitat dieses Taslrl-
genotypabhingigen Effekts wird zudem dadurch bekréftigt, dass zum einen die gleiche
Tendenz auch auf der Kontrolldidt sichtbar ist und zum anderen, sich die Werte der
Taslrl-heterozygoten Tiere bei allen drei Didten zwischen denen von Wildtyp- und
Tas1rl-Knockout-Tieren befinden. Wie konnte nun die verringerte renale Stickstoff-
ausscheidung im Falle eines Tas1r1-Knockouts erklidrt werden? Prinzipiell sind mehrere
Ursachen denkbar und zu diskutieren. Grundsétzlich stellt sich hierbei die Frage: Wo ist
der von den Taslrl-Knockout-Tieren weniger ausgeschiedene Stickstoff zu finden? —
Wird weniger Stickstoff von den Tieren aufgenommen, verbleibt mehr im Korper oder

wird er liber andere Wege als iiber die Nieren ausgeschieden?
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Da parallel zur Bestimmung des Stickstoffgehalts im Urin auch die Futteraufnahme der
Miuse gemessen wurde und dabei keine signifikanten Taslrl-genotypspezifischen
Unterschiede bei jeweils gleicher Diit detektiert werden konnten, kann eine geringere
Stickstoffaufnahme aufgrund geringerer Futteraufnahme der Tas1r1-Knockout-Tiere als
Ursache des Effekts ausgeschlossen werden (die Knockout-Tiere auf eiwei3reicher Didt
fralen sogar im Mittel geringfiigig mehr als die anderen Genotypen; s. Abb. 4.19). Im
Falle eines direkten Zusammenhangs zwischen Futteraufnahme und verringerter Stick-
stoffausscheidung wire beispielsweise auf eiweilreicher Didt eine um 0,66 g verrin-
gerte Futteraufnahme®' der Taslrl-Knockout-Tiere im Vergleich zur Futteraufnahme
der Wildtyp-Tiere (von 7,63 g) erwartet worden. Dies soll verdeutlichen, dass ein Un-
terschied — trotz der gering erscheinenden Differenz im Urinstickstoff der Tiere von nur
0,035 g in 48 Stunden — durchaus messbar gewesen wére. Auch die ebenfalls im Ver-
such ermittelte relative Verdaulichkeit der Didten wies keine Taslrl-genotypspezifi-
schen Unterschiede auf (s. Abb. 4.19), so dass auch Proteinverdau sowie Peptid- und
Aminosédureabsorption im Verdauungstrakt der Taslrl-Knockout-Tiere nicht beein-

trachtigt zu sein scheinen.

Somit ist im Weiteren ein vermehrter Verbleib des aufgenommenen Stickstoffs im
Korper der Taslrl-Knockout-Tiere zu diskutieren. Sollten die Taslrl-Knockout-Tiere
kontinuierlich weniger Stickstoff ausscheiden als die Wildtyp-Tiere und wiirde dieser
stets vollstindig in Form stickstofthaltiger Verbindungen im Korper akkumuliert (z. B.
durch vermehrten Muskelaufbau oder durch Proteinablagerungen), so wire langfristig
ein Anstieg in der fettfreien Masse der Taslrl-Knockout-Tiere zu vermuten. Jedoch
wurden iiber den gesamten Verlauf des Langzeitfiitterungsversuchs auf allen Didten
keine signifikanten Tas1rl-genotypabhingigen Unterschiede in der fettfreien Masse der
Mause deutlich (s. Abb. 4.14). Unter Annahme einer kontinuierlichen Akkumulation
des nicht iiber den Urin ausgeschiedenen Stickstoffs in Form von Protein wire bei-
spielsweise auf eiweilireicher Didt nach zwdlf Wochen bei den Tas1rl-Knockout-Tieren
eine gegeniiber den Wildtyp-Tieren um 9,24 g erhohte fettfreic Masse® zu erwarten

gewesen (statt der beobachteten 0,64 g). Eine langfristig vermehrte Akkumulation stick-

10,035 g weniger Urinstickstoff entsprechen 0,22 g Proteinéquivalenten bzw. 0,66 g eiweiBreicher Diit
(mit 33 % Proteinanteil).

220,035 g weniger Urinstickstoff in 48 Stunden entsprechen 1,48 g Stickstoff bzw. 9,24 g Proteindqui-
valenten in 12 Wochen.
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stofthaltiger Verbindungen im Korper der Taslrl-Knockout-Mause konnte somit nicht

festgestellt werden.

Allerdings wurde eine signifikant erhohte Blutharnstoffkonzentration bei den Taslrl-
Knockout-Méusen auf eiweilreicher Didt gegeniiber der von Wildtyp- und Taslrl-
heterozygoten Mausen zum Ende des Langzeitfiitterungsversuchs detektiert (s. Abb.
4.18.A). Die akute Anhdufung stickstofthaltiger Verbindungen im Blut kdnnte somit ein
erster Erklarungsansatz zum Verbleib des nicht renal ausgeschiedenen Stickstoffs der
Taslrl-Knockout-Tiere sein — zumindest auf eiweilireicher Didt. Offen bleibt derzeit,
ob allein der Harnstoff — als Endprodukt des Aminosdureabbaus und Hauptaus-
scheidungsform von Stickstoff — betroffen ist. Die noch ausstehenden Ergebnisse der
Blutplasmaanalyse werden zeigen, ob und in welchem Malle auch eine Konzentrations-
erhohung weiterer stickstoffhaltiger Blutparameter (wie z.B. freier Aminosduren,
Kreatinin oder Harnsdure) bei den Taslrl-Knockout-Tieren zu beobachten ist und

inwiefern dabei didtabhingige Unterschiede auftreten.

Fraglich ist, weshalb die erhohte Blutharnstoffkonzentration der Tas1r1-Knockout-Tiere
nur auf eiweillreicher Didt, nicht aber auf eiweiflarmer oder Kontrolldidt beobachtet
wurde — zumal auch auf eiweilarmer Diit eine signifikant verringerte Stickstoffaus-
scheidung iiber den Urin messbar war. Eine mogliche Erkldrung: Da gezeigt wurde,
dass sich langfristig stickstoffhaltige Verbindungen nicht vermehrt im Korper der
TasIrl-Knockout-Miduse anhdufen, miissen die iiberschiissigen Stickstoffverbindungen
nach und nach das Blut (und letztlich den Korper) verlassen. Es ist daher zu vermuten,
dass die Stickstoffausscheidung iiber den Darm bei den Taslr1-Knockout-Tieren erhdht
ist (im Rahmen der durchgefiihrten Experimente jedoch nicht gemessen). Eine ver-
mehrte Anhdufung stickstoffhaltiger Verbindungen im Blut der Knockout-Tiere erfolgt
eventuell nur bei Uberschreitung der maximalen Auslastung renaler und rektaler
Stickstoffausscheidung. Die Wahrscheinlichkeit dafiir wiederum steigt mit steigender

Stickstoffzufuhr tiber die Diat und ist damit auf eiweil3reicher Didt am hochsten.

5.2.4 Zukiinftige Versuche zur Aufklirung der renalen Funktion von Taslrl

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse der metabolischen Untersuchungen des Lang-
zeitfiitterungsversuchs vermuten, dass der extraoral exprimierte TasIrl an der Feinregu-
lation des Stoffwechsels — speziell des Aminosdurestoffwechsels und des Stickstoft-
haushalts — beteiligt ist. Im Falle eines Tas1r1-Knockouts ist eine verringerte Stickstoff-

ausscheidung iiber den Urin detektierbar, die weder durch verminderte Futteraufnahme
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oder Futterverdaulichkeit, noch durch langfristige Akkumulation stickstofthaltiger
Verbindungen im Korper erkldrbar ist. Daher ist anzunehmen, dass die Stickstoff-
ausscheidung iiber den Darm bei den Taslrl-Knockout-Tieren erhoht ist und es bei
Uberschreiten der Stickstoffausscheidungskapazititen des Organismus temporir zu
einer vermehrten Anhédufung stickstofthaltiger Verbindungen im Blut kommen kann.
All diese Beobachtungen und Uberlegungen deuten darauf hin, dass der Taslrl-
Knockout zu einer Verminderung der Stickstoffausscheidung in der Niere fiihrt. Um
diese These zu priifen und die Rolle des Taslrl in der Niere ndher zu spezifizieren, sind

jedoch weitere Untersuchungen nétig.

Zum einen sollten alle betroffenen stickstoffhaltigen Metabolite identifiziert werden.
Das heift, nicht nur Blutplasma-, sondern auch (mdglichst zeitnah dazu gewonnene)
Urin- und Kotproben sollten auf die Konzentration von Aminosduren und stickstoff-
haltigen Endprodukten (insbesondere Harnstoff, Kreatinin und Harnséure) hin getestet
werden. So kann geklart werden, welche Substanz auf welchem Wege in welcher
Menge ausgeschieden bzw. gegebenenfalls im Blut akkumuliert wird. Hierzu bedarf es
allerdings der erneuten Durchfiihrung eines Tierversuchs (dhnlich dem Langzeitfiitte-
rungsversuch) zur Gewinnung der Proben, da die im Rahmen dieser Arbeit gesammel-
ten Urin- und Kotproben vollstindig bei der Analyse von Urinstickstoffgehalt bzw.
Kotenergie aufgebraucht wurden. Um kurz- und langfristige Effekte untersuchen und
miteinander vergleichen zu konnen, ist zudem die Durchfiihrung des Experimentes im
Metabolismuskéfig zu unterschiedlichen Zeitpunkten wéhrend des Versuchs zu

erwagen.

Neben der Identifizierung der Metaboliten, die in ihrer Ausscheidung durch Taslrl
beeinflussten werden, gilt es Wirkungsort und Zielstrukturen des Rezeptors in der Niere
aufzuklédren. Hinsichtlich des Wirkungsortes sind prinzipiell zwei Moglichkeiten denk-
bar. Entweder Taslrl beeinflusst die Ultrafiltration des Blutes in den Nierenkorperchen
oder aber die Riickresorption aus dem Priméirharn im Tubulussystem. Ein Einfluss auf
die Ultrafiltration ist jedoch sehr unwahrscheinlich. Der Ubergang einer Substanz vom
Blut in den Primérharn ist allein abhidngig von ihrer GroBe und ihrer Ladung, wobei
lediglich grofle Molekiile mit mehr als 70 kDa oder negativer Ladung im Blut zuriick-
bleiben (Ulfig, 2011). Sollten die niedermolekularen, nichtgeladenen, stickstoffhaltigen
Endprodukte — allein Harnstoff und Kreatinin stellen gemeinsam 93 % dieser dar
(Biesalski et al., 2010) — nicht filtriert werden, wéren auch viele weitere Substanzen

betroffen und die Niere nicht funktionstiichtig. Aulerdem hat die Urinstickstoffmessung
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gezeigt, dass ein Grofteil des bei Wildtyp-Tieren detektierten Urinstickstoffgehalts
(77—85 % abhédngig von der Diédt) auch im Falle eines Taslrl-Knockouts im Urin
nachweisbar ist und somit ein Grofteil der stickstoffhaltigen Endprodukte die Blut-
Harn-Schranke definitiv iiberwinden konnte. Daher sollten Untersuchungen des Ein-
flusses von Taslrl auf die Riickresorption stickstoffhaltiger Verbindungen fokussiert
werden. Bereits die Ergebnisse der histologischen Taslrl-Expressionsanalyse mit der
Tas1r1““/ROSA26“*F_Mauslinie zeigten eine starke Priasenz von tdRFP-positiven, auf
Taslrl-Expression hinweisende Zellen im Tubulussystem, ein seltenes Vorkommen
hingegen in den Glomeruli (s. Abb. 4.7). Diese Mauslinie konnte nun fiir die Analyse
der Coexpression von Taslrl mit verschiedenen Transportsystemen fiir stickstofthaltige
Verbindungen (z.B. Peptidtransporter PepT2, Aminosduretransportern oder Harnstoff-
transportern) genutzt werden. Die Ergebnisse der Metabolitenanalyse in Kombination
mit denen der Coexpressionsanalyse konnten dann als Basis dienen, um Expression und
Lokalisation (zellmembranstindig oder intrazelluldr) eventuell von Taslrl regulierter
Transporter bei den Tieren des Langzeitfiitterungsversuchs zu untersuchen, um diit-
und Taslrl-genotypspezifische Effekte aufzudecken und der renalen Bedeutung von

Tas1rl niher zu kommen.

5.2.5 Unterschiede in der Genexpression von extraoralem Taslr1 und Tas1r3

Die Genexpression der Umamirezeptoruntereinheiten TasIrl und Tas1r3 wurde in aus-
gewihlten nichtgustatorischen Geweben (Magen-Darm-Trakt, Niere, Leber, braunem
Fettgewebe und Gehirn) von Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Tieren des Langzeitfiitte-
rungsversuchs quantitativ untersucht, um auf gewebs-, didt- bzw. Tas1rl-genotypabhin-
gige Unterschiede hin zu untersuchen. Von besonderem Interesse war hierbei, ob Paral-
lelen im Expressionsmuster von Taslrl und Taslr3 zu erkennen sind, die auf eine
mogliche Interaktion beider Rezeptoren zur Bildung einer funktionellen Einheit (dhnlich
der im gustatorischen System) hinweisen kdnnten — oder aber, ob Unterschiede im

Expressionsmuster auf andere bzw. zusitzliche Funktionen der Rezeptoren hindeuten.

Wie die Ergebnisse der Expressionsanalysen der Wildtyp-Tiere zeigten, war die Genex-
pression beider Rezeptoren in allen untersuchten Geweben auf allen Didten nachweisbar
(s. Abb. 4.22 und Abb. 4.23). Dies wurde erwartet, da es — zumindest fiir Mause auf
Standarddidt — bereits flir alle Gewebe (mit Ausnahme des Caecums) in der Literatur
beschrieben (s. Tab. 1.1) sowie arbeitsgruppenintern auf RT-PCR-Ebene beobachtet

wurde (von Sandra Hiibner, DIfE, Nuthetal, D; unverdffentlicht). Es stellt eine erste
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Grundlage fiir die eventuelle Interaktion von Taslrl und Taslr3 zur Bildung eines

Aminosiuresensors in den untersuchten Geweben dar.

Hinsichtlich des Genexpressionsmusters traten jedoch deutliche Unterschiede zwischen
Taslrl und Taslr3 in der durchgefiihrten Analyse auf. So fallt die relative Genexpres-
sion von Taslrl in allen untersuchten Geweben um ein Vielfaches (je nach Diédt und
Gewebe 5- bis 86-fach) niedriger aus als die von Taslr3 im jeweiligen Gewebe. Eine
Beobachtung, die fiir Magen, Diinndarm und Colon von Madusen auf Standarddidt
bereits in dhnlichen Gréenordnungen (ca. 10- bis 100-fach) beschrieben wurde (Dyer
et al., 2005; Bezencon et al., 2007)23 . Es weist darauf hin, dass — selbst im Falle einer
Interaktion beider Rezeptoren miteinander in diesen Geweben — Taslr3 zusitzliche

Funktionen einzunehmen scheint.

Bestérkt wird diese Vermutung zudem durch Unterschiede in der Didtabhéngigkeit der
Genexpressionsmuster. Fiir Tas1r3 konnte im Diinndarm eine signifikante Erh6hung der
Genexpression mit sinkendem Eiweilanteil bzw. steigendem Kohlenhydratanteil in der
Didt detektiert werden. Fiir Tas1rl war dieser Effekt hingegen nicht nachweisbar. Dies
konnte bedeuten, dass Taslr3 hier allein eine Funktion iibernimmt (z.B. in Form eines
Homodimers) oder aber mit einem anderen Partner interagiert. In der Literatur gibt es
bereits Hinweise auf eine Interaktion des enteralen Taslr3 mit der SiiBgeschmacks-
rezeptoruntereinheit Tas1r2, welche ebenfalls im Diinndarm exprimiert wird (Dyer et
al., 2005 u.a.), zur Bildung eines Kohlenhydratsensors — dhnlich wie im gustatorischen
System. So zeigten Studien an Taslr3-Knockout-Miusen, dass Taslr3 an der durch
luminale Kohlenhydrate oder Siistoffe verursachten Erhoéhung der Expression des
natriumabhéngigen Glukosetransporters Sgltl in Enterozyten und der Glukoseaufnahme
iiber die Biirstensaummembran beteiligt ist (Margolskee et al., 2007), ebenso wie an der
Freisetzung des von enteroendokrinen L-Zellen gebildeten Inkretinhormons GLP-1
(Geraedts et al., 2012). Auf Basis dieser Befunde erscheint die in der vorliegenden
Arbeit im Diinndarm beobachtete Expressionserhohung des Taslr3 bei steigendem
Kohlenhydratanteil in der Didt nachvollziehbar. Im Weiteren ist nun zu priifen, ob
dieser Effekt auch fiir die Taslr2-Expression beobachtet werden kann, wie im Falle

einer Interaktion beider Rezeptoren anzunehmen wiére.

» Eine weitere Studie hat die Genexpression von Taslrl und Tas1r3 in nichtgustatorischen Geweben von
Maéusen quantitativ erfasst (Wauson et al., 2012). Die Ergebnisse sind teilweise kontrdr zu den Beob-
achtungen dieser Arbeit sowie der oben genannten Publikationen. Aufgrund ungiinstiger Skalierung ist
fiir einige Gewebe jedoch kein zuverldssiger Vergleich mdglich. Eine unzureichende Kommentierung
des experimentellen Ablaufs und des Resultats erschwert zudem eine Diskussion iiber die Ergebnisse.
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Fiir Taslrl zeigte sich allein in der Niere ein signifikanter Diéteffekt, wo sich die Gen-
expression mit steigendem EiweiBanteil in der Didt erhoht. Da dies wiederum nicht fiir
Tas1r3 zu beobachten war, konnte spekuliert werden, dass auch Taslrl extraorale Funk-
tionen unabhingig von Taslr3 {ibernimmt. Zu beachten ist jedoch, dass — aufgrund der
(gegentiiber Tas1rl) bereits fiinf- bis zehnfach hoheren Tas1r3-Expression in der Niere —
ein Diidteffekt (im direkten Vergleich zu dem Diéteffekt bei Taslrl) eher gering aus-
fallen konnte und angesichts der relativ hohen Standardfehler schwer nachweisbar wire.
So bleibt offen, ob Taslrl allein, mit Taslr3 oder eventuell mit einem anderen Partner
(dann moglicherweise auch mit einem anderen Ligandenspektrum bzw. einer anderen
Funktion) in der Niere agiert. Auf jeden Fall unterstreicht der Didteffekt — wie auch die
im Vergleich zu den anderen untersuchten Geweben hohe Expression — eine Relevanz
des Taslrl in der Niere, wie sie bereits anhand der metabolischen Untersuchungen des
Langzeitfiitterungsversuchs beobachtet wurde. Die bei Wildtyp-Tieren in der Niere
detektierte Expressionssteigerung bei steigendem Eiweil3- bzw. Stickstoffanteil der Diét
scheint im Zusammenhang mit der erh6hten Stickstoffausscheidung im Urin zu stehen,

da diese im Falle des Tas1rl-Knockouts verringert war.

Nachdem bereits die Didteffekte gewebsspezifische Differenzen zwischen Taslrl- und
Tas1r3-Expression in extraoralen Geweben von Wildtyp-Tieren offenbarten, zeigte
auch der Vergleich der Taslr3-Expression in Wildtyp- und TasIrl-Knockout-Méusen
gewebsspezifische Unterschiede. Bei den Taslrl-Knockout-Tieren wurde — im Falle
einer gemeinsamen Funktion von Taslrl und Taslr3 — eine Verringerung der TasIr3-
Expression erwartet, da der Interaktionspartner nicht exprimiert wird. Dieser Effekt war
jedoch nur in Magen, Leber und Gehirn (insbesondere auf eiweillreicher Didt) deutlich
zu beobachten — in Darm, Niere und braunem Fettgewebe hingegen nicht oder nur als
leichte Tendenz (s. Abb. 4.24 und Abb. 4.25). In Magen, Leber und Gehirn scheint dies
auf eine eventuelle gemeinsame Funktion der beiden Umamirezeptoruntereinheiten
Taslrl und Taslr3 hinzuweisen. Es sind drei Schliisselorgane des Aminosdure- und
Proteinstoffwechsels, in denen in der Tat ein Chemosensor zur Erkennung von extra-
zelluldren Aminosduren von entscheidender Bedeutung sein konnte: fiir die Regulation
des enzymatischen Verdaus von Nahrungsproteinen (im Magen), zur Regulation des
hepatischen Protein-Turnovers und des Aminosdureabbaus (in der Leber) und zur
iibergeordneten Steuerung und Koordination von Stoffwechselprozessen unterschied-

licher Stoffwechselwege (im Gehirn). Der mit steigendem EiweiBanteil in der Didt
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steigende Einfluss von Taslrl auf die Taslr3-Expression in diesen Geweben bekriftigt
die Annahme, dass es sich um eine gemeinsame Rolle der Rezeptoren im Proteinstoff-
wechsel handeln konnte. Aber auch Darm und Niere konnen als Schliisselorgane des
Aminosédurestoffwechsels bezeichnet werden. Warum ist also hier kein Einfluss des
Tas1r1-Knockouts auf die Taslr3-Expression sichtbar? — Auch bei diesen Ergebnissen
ist der vielfach hohere Expressionspegel von Taslr3 in den Geweben zu beriicksichti-
gen, so dass letztlich weniger die geringen Effekte in Darm, Niere und braunem Fettge-
webe iiberraschen, als die teilweise starke Abnahme der Taslr3-Expression in Magen,
Leber und Gehirn, da sie deutlich iiber die bei Wildtyp-Tieren detektierte Taslrl-
Expression in diesen Geweben hinausgeht. Das wirft die Frage auf, ob Taslrl und
Taslr3 in den betreffenden Geweben (speziell bei Didten mit hoherem Eiweilanteil)
eventuell statt eines Heterodimers eine komplexere funktionelle Einheit (mit hoherem
TasIr3-Anteil) bilden und falls ja, inwiefern sich das auf ihre Funktion auswirken
konnte. Da bisher jedoch weder zellulire Coexpression noch funktionelle Interaktion
der Rezeptoren in diesen Geweben nachgewiesen wurde, ist jedoch auch nicht auszu-
schlieBen, dass Taslrl lediglich einen Beitrag zur Regulation der Genexpression von

Tas1r3 in diesen Geweben leistet — ohne gemeinsame Interaktion und Funktion.

Letztlich geben die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen nur erste Hinweise fiir die
Moglichkeit von gemeinsamen Interaktionen. Im Weiteren sollte mittels Western-Blot-
Analysen gepriift werden, ob auf Proteinebene dhnliche Expressionsmuster fiir Tas1rl
und Taslr3 in den Geweben der Miuse des Langzeitfiitterungsversuchs nachweisbar
sind oder sich die Beobachtungen auf die Genexpressionsebene beschrinken. Aulerdem
ist die zelluldre Colokalisation der Rezeptoren zu iiberpriifen, welche bisher extraoral
nur im murinen Diinndarm nachgewiesen wurde (Daly ef al., 2013). Von Interesse wére
ebenfalls, wie sich ein Taslr3-Knockout auf die TasIrl-Expression in den Geweben auf
den unterschiedlichen Didten auswirken wiirde — ob Parallelen zu den Verinderungen
der Taslr3-Expression im Falle des Taslrl-Knockouts auftreten und gegenseitige

Abhingigkeiten wie auch Unabhéngigkeiten sichtbar werden.

5.2.6 Kaum Einfluss des Tas1r1 auf die Genexpression von PepT1 und PepT2

Im Zuge der Untersuchungen zum Einfluss des Taslrl auf Absorptionsprozesse im
Diinndarm sowie Reabsorptionsprozesse in der Niere wurde zum Ende des Langzeit-
fiitterungsversuchs nach Toétung der Méuse und Gewebeentnahme eine quantitative
Genexpressionsanalyse der Peptidtransporter PepT1 (im Diinndarm) und PepT2 (in der

Niere) durchgefiihrt. Hierbei sollte gepriift werden, ob didt- oder Taslrl-genotyp-
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abhédngige Verdnderungen zu beobachten sind, die wiederum auf Verdnderungen in der

Peptidtransportrate hinweisen konnten.

Anstof3 fiir diese Untersuchungen waren die von Margolskee et al. durchgefiihrten
Analysen zur Expression des natriumabhingigen Glukose-Cotransporters Sgltl im
Diinndarm von Wildtyp- und Taslr3-Knockout-Médusen, welche zuvor 14 Tage auf
kohlenhydratarmer oder kohlenhydratreicher Diét gehalten wurden (Margolskee et al.,
2007). Die Ergebnisse zeigten, dass die Expression des Glukosetransporters bei hohe-
rem Kohlenhydratanteil in der Diét signifikant erhoht ist, dieser Effekt allerdings bei
Fehlen der im Umami- sowie auch im Siilgeschmacksrezeptor vorkommenden Unter-

einheit Tas1r3 ausbleibt.

Fiir den intestinalen Peptidtransporter PepT1 wurden ebenfalls didtabhingige Expres-
sionsunterschiede in der Literatur beschrieben. So konnte bei Ratten nach ein- bis
viertdgigem Fasten gegeniiber gefiitterten Ratten eine Erh6hung der PepT1-Expression
im Diinndarm beobachtet werden (Ogihara ef al., 1999; Thamotharan et al., 1999; Thara
et al., 2000; Naruhashi et al., 2002; Shimakura et al., 2006). Doch auch bei Ratten,
welche 14 Tage auf einer eiweillreichen Didt (50 % EiweiBanteil) gehalten wurden,
zeigte sich (im Vergleich zu Ratten, die 7 Tage auf eiweilarmer Didt mit 4 % Eiweil3-
anteil gehalten wurden) eine Erhohung in der PepT1-Expression (Erickson et al., 1995).
Die Ergebnisse zur Genexpressionsanalyse des PepT1 in der vorliegenden Arbeit {iber-
raschen daher, denn in keinem der untersuchten Diinndarmabschnitte von Wildtyp-
Maiusen konnten signifikante didtabhidngige Effekte beim Vergleich von Tieren auf
eiweiBarmer Didt, Kontrolldidt und eiweilreicher Didt detektiert werden (s. Abb. 4.26).
Allerdings unterscheiden sich die Versuchsbedingungen — hinsichtlich Spezies, Diét-
zusammensetzung und Dauer der Diitintervention — erheblich von denen der zuvor
genannten Studien, so dass ein direkter Vergleich der Experimente nicht mdglich ist.
Auffillig war zudem die fiir alle Diinndarmabschnitte erkennbare Tendenz zu verringer-
ter PepT1-Expression bei eiweiBarmer Didt — mdglicherweise als Langzeitanpassung
auf die geringere Peptidmenge, die von PepT1 {iber die apikale Enterozytenmembran zu
transportieren ist. Bei den Tas1r1-Knockout-Tieren scheint diese Tendenz, insbesondere
in den distaler gelegenen Diinndarmabschnitten, weniger bis nicht ausgeprigt zu sein,
so dass dies wiederum zu einer gegeniiber Wildtyp-Tieren signifikant erhdhten PepT1-
Expression im Ileum von Taslrl-Knockout-Tieren auf eiweilarmer Didt fiihrte (s. Abb.
4.27). Fir den Gesamtorganismus scheint der Effekt jedoch keine Auswirkung zu

haben, da beziiglich der Futterverdaulichkeit keine signifikanten Taslr1-genotypabhin-
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gigen Unterschiede beobachtet wurden. Die erhohte PepT1-Expression fiihrt vermutlich
nicht zu einer erhohten Peptidaufnahme, da diese wahrscheinlich bereits bei geringerer
Expression abgedeckt ist. Ob der beobachtete Effekt in der Tat spezifisch ist, bleibt
zudem fraglich, da er letztlich nur in einem der vier Diinndarmabschnitte eindeutig
detektiert werden konnte. Fiir die beiden jejunalen Abschnitte, welche die hochsten
PepT1-Expressionen aufwiesen und somit fiir den intestinalen Peptidtransport am
wichtigsten sein diirften, lieBen sich keine signifikanten Taslrl-genotypabhingigen

Unterschiede feststellen.

Auch die Genexpression des Peptidtransporters PepT2 in der Niere zeigte weder diit-
noch Taslrl-genotypabhéngige Verdnderungen (s. Abb. 4.28). Dies ldsst vermuten,
dass die bei Taslrl-Knockout-Tieren verringerte Stickstoffausscheidung im Urin nicht
auf einer erhohten Riickresorption von Peptiden aus dem Primérharn basiert — obwohl
es nicht ginzlich ausgeschlossen werden kann, da die Regulation des PepT2 durch

TasIrl auch iiber andere Mechanismen erfolgen konnte.

Nach den Peptidtransportern PepT1 und PepT2 sind im Weiteren auch Aminosiure-
transportsysteme in Darm und Niere auf didt- und Taslrl-genotypabhingige Unter-
schiede in ihrer Genexpression zu untersuchen. Da die Hauptprodukte des Protein-
verdaus im Magen-Darm-Trakt Peptide sind (Adibi & Mercer, 1973) und aufgrund der
Vielfalt und Spezifitit der Aminoséduretransporter (Broer, 2008) wurde die Analyse der

Peptidtransporter vorangestellt.

5.2.7 Bedeutung anderer Aminosiuresensoren im Falle eines Tas1r1-Knockouts

Trotz der weitverbreiteten Taslrl-Expression in nichtgustatorischen Geweben konnten
im Rahmen der durchgefiihrten phénotypischen Charakterisierung der Mauslinie
Tas1r1?"® letztlich nur wenige und relativ schwache Effekte (im Zusammenhang mit
der Stickstoffausscheidung iiber die Niere) aufgrund des Taslrl-Knockouts im Organis-
mus detektiert werden. Insbesondere die postulierte extraorale Bedeutung des Taslrl
fiir Erndhrung und Stoffwechsel als Chemosensor im Magen-Darm-Trakt und Regulator
von Nahrungsaufnahme, Proteinverdau sowie Peptid- und Aminosédureabsorption lief3
sich hingegen nicht belegen. Daher stellt sich die Frage, ob im Falle eines Taslrl-
Knockouts andere Aminosduresensoren den Verlust des Rezeptors im Kdrper kompen-
sieren — wie bereits in Bezug auf das gustatorische System von einigen Forschern

vermutet wird, nachdem diese keinen kompletten Verlust der Umamigeschmacks-
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wahrnehmung, sondern lediglich deren Reduktion bei Taslrl-Knockout-Miusen fest-

stellen konnten (Kusuhara et al., 2013).

Der calciumsensitive Rezeptor CaSR wird, dhnlich wie Taslrl, in einer Vielzahl von
Geweben (u.a. auch in Magen-Darm-Trakt und Niere) exprimiert und wurde nicht nur
als Sensor der extrazelluldren Ca2+-Konzentration, sondern auch als Aminosduresensor
identifiziert (s. 1.6.1). Dariiber hinaus gibt es bereits Hinweise fiir eine funktionelle
Bedeutung des CaSR als Aminosduresensor im Magen-Darm-Trakt. Der Rezeptor
wurde in Gastrin-produzierenden G-Zellen des murinen Magens immunhistochemisch
nachgewiesen und ist an der durch L-Phenylalanin stimulierten Sekretion des Peptid-
hormons Gastrin beteiligt, denn im Falle eines CaSR-Knockouts bleibt diese aus (Feng
et al., 2010). Da Gastrin bedeutend ist fiir die Salzsduresekretion in das Magenlumen,
konnten somit Proteindenaturierung und -verdau iiber den CaSR beeinflusst werden.
Auch in Cholecystokinin-produzierenden I-Zellen des murinen Duodenums wurde der
CaSR mittels Immunfluoreszenzfiarbung nachgewiesen, wo er die durch L-Phenylalanin
stimulierte Freisetzung des Peptidhormons Cholecystokinin vermittelt, denn auch diese
ist im Falle eines CaSR-Knockouts nicht mehr detektierbar (Liou ef al., 2011b). Somit
konnte der Rezeptor an der Regulation der durch Cholecystokinin geforderten exokri-
nen Enzymsekretion der Bauchspeicheldriise sowie Magenentleerung und Séttigung

beteiligt sein und damit Nahrungsaufnahme und -verdau beeinflussen.

Um zu priifen, ob der CaSR als Aminoséduresensor im Falle eines Taslrl-Knockouts
kompensatorische Wirkung habe konnte, wurde die Genexpression des CaSR in Magen-
Darm-Trakt und vergleichend dazu in der Niere von Wildtyp- und Taslrl-Knockout-
Maiusen des Langzeitfiitterungsversuchs quantitativ auf gewebs-, didt- und genotyp-

abhingige Unterschiede hin untersucht.

Die beobachteten gewebsspezifischen Unterschiede in der CaSR-Genexpression der
Wildtyp-Maéuse (s. Abb. 4.29) wurden fiir Magen, Diinndarm und Niere bereits in der
Literatur — zumindest semiquantitativ mittels RT-PCR — beschrieben (Hira et al., 2008).
Die gegeniiber der im Magen-Darm-Trakt deutlich hohere Expression in der Niere
unterstreicht die bekannte Bedeutung des CaSR fiir die renale Ca*"-Exkretion
(Conigrave et al., 2002). Innerhalb des Magen-Darm-Trakts iiberraschte die im Ver-
gleich zu Diinndarm und Colon hohe Expression im bisher nicht untersuchten Caecum,
deren Ursache bzw. Funktion derzeit ungeklért ist. Die relativ hohe CaSR-Expression
im Magen bestirkt hingegen die Vermutung einer regulatorischen Rolle des Rezeptors

fiir den Proteinverdau. Allerdings konnten dennoch keine signifikanten Verdnderungen
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der CaSR-Expression aufgrund unterschiedlicher Eiweiflanteile in der Didt nachgewie-
sen werden. Beim Vergleich von Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Tieren wurden eben-
falls keine signifikanten Unterschiede in der CaSR-Expression detektiert (s. Abb. 4.30).
Damit zeigt das Untersuchungsergebnis keine Anzeichen fiir eine kompensatorische
Wirkung des CaSR in Magen-Darm-Trakt sowie Niere, da dann eine Hochregulation
bei den Taslrl-Knockout-Miusen erwartet worden wire®*. Nicht auszuschliefen ist
jedoch die Moglichkeit, dass eine Kompensation des Taslrl-Verlusts nicht durch Er-
héhung der Genexpression des Aminoséduresensors, sondern durch andere Mechanismen
(z.B. Verdnderungen in seiner zelluldren Lokalisation oder Proteinstabilitit) erfolgt,

welche bisher nicht analysiert wurden.

Anstelle des untersuchten CaSR konnten aber auch andere Aminosduresensoren im
Korper kompensatorische Effekte im Falle des Taslrl-Knockouts verursachen. So
wurde auch die Expression von Gprc6a sowie von metabotropen Glutamatrezeptoren in
zahlreichen Geweben, u. a. auch in Teilen des Magen-Darm-Trakts sowie in der Niere,
beschrieben (s. 1.6.2 und 1.6.3) — wobei ihre funktionelle Bedeutung fiir Erndhrung und
Stoffwechsel des Organismus weniger erforscht ist als die des CaSR*. Im Weiteren
sind nun auch Genexpressionsanalysen dieser Aminoséduresensoren durchzufiihren, um
eine mogliche Hochregulation ihrer Expression zur Kompensation des Taslrl-

Knockouts aufzudecken.

Ebenso denkbar wie eine Kompensation des TasIrl-Verlusts durch andere Aminosdure-
sensoren ist jedoch, dass Taslrl generell eine untergeordnete Rolle fiir die extraorale
Aminosduredetektion im Magen-Darm-Trakt spielt und daher keine kompensatorischen

Effekte anderer Aminosduresensoren im Falle des Tas1r1-Knockouts nétig sind.

5.2.8 Bedeutung von Peptidsensoren im Falle eines Tas1r1-Knockouts
Nicht nur Aminosduren, sondern auch Peptide kdnnen vom Organismus erkannt werden
und Nahrungsaufnahme sowie Verdauung beeinflussen. So ist z.B. die gustatorische

Wahrnehmung von Peptiden sowie einiger Proteinen in der Mundhdhle des Menschen

** Uberraschend war die beobachtete Tendenz zur verringerten CaSR-Expression in der Niere von
Taslrl-Knockout-Méausen auf eiweifireicher Didt (im Vergleich zu der bei Wildtyp-Mausen). Da sich
diese Tendenz nahe der Signifikanzgrenze bewegt (p = 0,068), ist eine signifikanter Effekt bei
Erhohung der untersuchten Tierzahl denkbar. Fraglich wére dann, wie es zu dieser Abhéngigkeit
kommt und ob dies wiederum Auswirkungen auf die renale Ca**-Exkretion hat.

> Bisher gibt es lediglich eine auf Zellversuchen basierende Studie, die eine Rolle des Gprc6a bei der
durch L-Ornithin vermittelten GLP-1-Sekretion aus intestinalen L-Zellen beschreibt (Oya et al., 2013).
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beschrieben (zusammenfassender Uberblick dazu s. Temussi, 2012). An Experimenten
mit Ratten wurde zudem gezeigt, dass die duodenale Perfusion mit einem hydrolyse-
resistenten Peptid zu einer Verringerung der Magenmotilitdt — und damit potentiell zu
einer Verzogerung der Magenleerung — fiihrt (Liou ef al., 2011a). Und auch die Freiset-
zung von Cholecystokinin aus murinen enteroendokrinen Zellen kann nicht nur durch

Aminoséuren, sondern auch durch Peptide stimuliert werden (Daly et al., 2013).

Welcher Sensor fiir die Erkennung der Peptide und deren Wirkung im Verdauungstrakt
verantwortlich ist, ist noch nicht hinreichend erforscht. Ein Kandidat scheint jedoch der
u.a. im Verdauungssystem weitverbreitet exprimierte Peptidsensor Gpr93 zu sein
(s. 1.6.4). Eine Studie lieferte bereits erste Hinweise auf eine funktionelle Bedeutung im
Diinndarm: Seine Expression wurde mittels RT-PCR in murinen enteroendokrinen
Zellen nachgewiesen, in denen zudem nach Transfektion mit Gpr93-cDNA eine
spezifische Erhohung der durch Pepton stimulierten Cholecystokinin-Freisetzung zu
beobachten war (Choi et al., 2007b).

Nachdem die Genexpressionsanalyse des Aminosduresensors CaSR keine Hinweise auf
kompensatorische Effekte in Magen-Darm-Trakt und Niere bei Taslrl-Knockout-
Tieren gab, wurde daher auch die Genexpression des Peptidsensors Gpr93 auf gewebs-,

didt- und Taslrl-genotypabhiangige Unterschiede hin untersucht.

Die beobachteten gewebsspezifischen Unterschiede bei den Wildtyp-Méusen (s. Abb.
4.31) — von hoher Gpr93-Expression im Darm, geringerer Expression im Magen zu
deutlich niedrigerer Expression in der Niere — korrelieren mit bereits publizierten
Ergebnissen semiquantitativer RT-PCR-Analysen an Ratten (Choi ef al., 2007a) sowie
Northern-Blot-Analysen an Mausen (Lee ef al., 2006). Allein das Caecum wurde nicht
zuvor untersucht. Der Nachweis der hochsten Gpr93-Expression innerhalb des Duo-
denums und die dann folgende, kontinuierliche Abnahme der Expression im Diinndarm
von proximal nach distal lassen vermuten, dass der proximale Diinndarm Haupt-
wirkungsort des Peptidsensors im Magen-Darm-Trakt ist. Signifikante didtabhéngige
Verdnderungen in der Gpr93-Expression — als Anpassung auf verdnderte Nahrungs-
bedingungen — wurden jedoch nicht sichtbar. Auch eine signifikante Hochregulation der
Expression im Falle des Tas1r1-Knockouts wurde weder im Magen-Darm-Trakt noch in
der Niere detektiert (s. Abb. 4.32), so dass keine kompensatorischen Effekte durch
Gpr93 beim Verlust des Aminosduresensors Taslrl deutlich wurden. Da dennoch eine
leichte Tendenz zu erhohter Gpr93-Expression bei Magen und Darmabschnitten der

Taslrl-Knockout-Tiere erkennbar war, insbesondere auf eiweifireicher Didt, wurde zu-
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sdtzlich eine Analyse weiterer Gewebe (Leber, braunem Fett und Gehirn) von Méausen
auf eiweiBreicher Didt durchgefiihrt (s. Abb. 4.33), wobei sich jedoch zeigte, dass dieser
Trend offenbar, zumindest bei den untersuchten Geweben, auf den Magen-Darm-Trakt

beschrinkt ist.

Wie bereits zuvor fiir den CaSR erwéhnt, ist jedoch auch hier die Untersuchung der
Genexpression des Gpr93 kein hinreichender Beweis dafiir, dass der Rezeptor nicht an
einer Kompensation des TasIrl-Verlusts beteiligt ist, da diese auch auf anderen Mecha-

nismen beruhen kann.

Beim Vergleich der im Magen-Darm-Trakt von Wildtyp-Midusen detektierten Expres-
sionsstirke der in dieser Arbeit untersuchten Aminosduresensoren mit der des Peptid-
sensors Gpr93 stellt sich aber vielmehr die Frage, ob die Detektion von Peptiden im
Magen-Darm-Trakt nicht prinzipiell bedeutender ist fiir die Nahrungsregulation als die
Erkennung von Aminoséduren. Denn, die Gpr93-Expression fillt im Verdauungstrakt um
ein Vielfaches stérker aus als die von Taslrl, Tas1r3 sowie vom CaSR. In der Literatur
ist zudem beschrieben, dass die Stimulierung muriner enteroendokriner Zellen mit
einem Proteinhydrolysat oder einem Peptid eine deutlich hohere Freisetzung des
Peptidhormons Cholecystokinin bewirkt als eine L-Aminosiure (Daly ef al., 2013).
Angesichts der beim Proteinverdau im Magen-Darm-Trakt vorwiegend entstehenden
Peptide, die zudem zum Grofteil nicht bis in freie Aminosduren gespalten werden,
sondern als Di- und Tripeptide iiber den intestinalen Peptidtransporter PepT1 aus dem
Darmlumen in die Enterozyten transportiert werden, scheint eine hauptsdchlich von
Peptiden ausgehende Regulation der Nahrungsaufnahme plausibel. Einige Forscher
fanden sogar Hinweise darauf, dass der Peptidtransporter PepT1 selbst als Peptidsensor
agieren konnte. Sie fithrten Ratten intraduodenal Pepton oder PepT1-spezifische Sub-
strate zu, detektierten dann in Folge dessen eine sinkende Magenmotilitidt sowie eine
Steigerung vagaler afferenter Nervenaktivitit und beobachteten schlieBlich eine Verrin-
gerung der Effekte nach Zugabe eines PepT1-Inhibitors (Darcel et al., 2005; Liou et al.,
2011a).

Dartiber hinaus ist letztlich auch der Einfluss von Nahrungsproteinen auf Verdauungs-
und Absorptionsprozesse zu hinterfragen. Denn auch sie haben offenbar regulatorisches

Potential. So fiihrte eine Stimulation von murinen enteroendokrinen Zellen sowie von

*® Verglichen wurde die Cholecystokininfreisetzung von murinen enteroendokrinen Zellen nach Stimula-
tion mit 1% Fleisch-, 0,2 % Ei- oder 1% Sojahydrolysat sowie mit 10 mM Glutamyltripeptid,
L-Phenylalanin, L-Leucin, L-Glutaminsdure oder L-Tryptophan.



Diskussion 142

humanem duodenalem Gewebe z.B. mit intaktem Erbsenprotein zur Freisetzung der
Hormone Cholecystokinin sowie GLP-1 (Geraedts et al., 2010; Geraedts et al., 2011a)
und eine intraduodenale Gabe des Proteins zu verringerter Nahrungsaufnhahme beim
Menschen (Geraedts ef al., 2011b). Da bei oraler Aufnahme Proteine jedoch bereits im
Magen einer Denaturierung und Spaltung ausgesetzt sind, ist fraglich, wie stark die
regulatorische Bedeutung von Proteinen (insbesondere im Darm) unter natiirlichen

Bedingungen wirklich ist.

Aufgrund der Komplexitit von Nahrungszusammensetzung und Nahrungsaufnahme ist
anzunehmen, dass eine Kombination verschiedener — vielleicht zum Teil noch nicht
identifizierter — Aminosdure-, Peptid- und Proteinsensoren gemeinsam zur Steuerung

der Aminosdureaufnahme in den Korper beitragt.
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6 Zusammenfassung

Aminoséuren sind lebensnotwendige Molekiile fiir alle Organismen. Thre Erkennung im
Korper ermdglicht eine bedarfsgerechte Regulation ihrer Aufnahme und ihrer Verwer-
tung. Welcher Chemosensor fiir diese Erkennung jedoch hauptverantwortlich ist, ist
bisher unklar. In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Umamigeschmacks-
rezeptoruntereinheit Taslrl jenseits ihrer gustatorischen Bedeutung fiir die Amino-

sduredetektion in der Mundhohle untersucht.

In der histologischen Tas1rl-Expressionsanalyse nichtgustatorischer Gewebe der Maus-
linie Tas1rl“"/ROSA26™" wurde iiber die Detektion des Reporterproteins tdRFP die
Expression des Taslrl in allen untersuchten Geweben (Speiserdohre, Magen, Darm,
Bauchspeicheldriise, Leber, Niere, Muskel- und Fettgewebe, Milz, Thymus, Lymph-
knoten, Lunge sowie Hoden) nachgewiesen. Mit Ausnahme von Diinndarm und Hoden
gelang hierbei der Nachweis erstmals spezifisch auf zelluldrer Ebene. Caecum und

Lymphknoten wurden zudem neu als Expressionsorte des Tas1r1 identifiziert.

Trotz der beobachteten weiten Verbreitung des Taslrl im Organismus — unter anderem
auch in Geweben, die fiir den Proteinstoffwechsel besonders relevant sind — waren im
Zuge der durchgefiihrten Untersuchung potentieller extraoraler Funktionen des Rezep-

BLiR
" nur schwache

tors durch phinotypische Charakterisierung der Mauslinie Taslrl
Auswirkungen auf Aminosdurestoffwechsel bzw. Stickstofthaushalt im Falle eines
Taslrl-Knockouts detektierbar. Wahrend sich Erndhrungsverhalten, Gesamtphysio-
logie, Gewebemorphologie sowie Futterverdaulichkeit unverdndert zeigten, war die
renale Stickstoffausscheidung bei Tas1rl-Knockout-Méusen auf eiweiarmer sowie auf
eiweiBreicher Diit signifikant verringert. Eine Uberdeckung der Auswirkungen des
TasIrl-Knockouts aufgrund kompensatorischer Effekte durch den Aminoséduresensor
CaSR oder den Peptidsensor Gpr93 war nicht nachweisbar. Es bleibt offen, ob andere
Mechanismen oder andere Chemosensoren an einer Kompensation beteiligt sind oder
aber Taslrl in extraoralem Gewebe andere Funktionen als die der Aminosduredetektion
iibernimmt. Unterschiede im extraoralen Expressionsmuster der beiden Umamirezeptor-

untereinheiten Taslrl und Tasr3 lassen Spekulationen iiber andere Partner, Liganden

und Funktionen zu.
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9 Anhang

9.1 Genotypisierung der verwendeten Miiuse

9.1.1 Genotypisierung von Miusen der Mauslinie Tas1r1““/ROSA26"“*""

Tas1rl ““/ROSA26""™-Maus

GS 1 2 3 4 Pos Neg

Taslr1<-

Wildtyp-PCR <~ 648bp

Taslr1-
Knockin-PCR <+ 410bp
ROSA26"*FP
Wildtyp-PCR - S85br
ROSA26"RFP _
Knockin-PCR 249 bp

Abb. 9.1 Genotypisierung von Miiusen der Doppel-Knockin-Mauslinie Taslr1““/ROSA26"™"". — Auf
Basis der aus Mausschwanzspitzen isolierten genomischen DNA wurden zwei PCRs zur Ermitt-
lung des Taslrl“°-Genotyps sowie zwei PCRs zur Ermittlung des ROSA26""-Genotyps
durchgefiihrt und die PCR-Produkte, gemeinsam mit dem Grofienstandard (GS), im 1 %igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Positivkontrolle (Pos) der PCRs diente DNA
einer Maus mit bekanntem, Taslrl”“/ROSA26""“®™" Genotyp. Die Negativkontrolle (Neg)
enthielt deion. Wasser anstelle von DNA. Dargestellt ist ein exemplarisches Ergebnis fiir vier
Miiuse der Mauslinie TasIrl“*/ROSA26"™™" (Maus 1-4). Fiir Maus 1 und 3 sind die PCR-
Produkte der Tas1r1“-Wildtyp-PCR (648 bp), der ROSA26“™"-Wildtyp-PCR (585 bp) und der
ROSA26“™"_Knockin-PCR (249 bp) sichtbar, so dass beide Miuse dem Genotyp Taslrl™/
ROSA26"""F zygeordnet werden. Fiir Maus 2 und 4 ist zusdtzlich auch das PCR-Produkt der
TasIr1“*-Knockin-PCR (410 bp) detektierbar, so dass diese beiden Mdiuse dem Genotyp
Tas1rl " /ROSA26REF zugeordnet werden. Verwendeter Gréfenstandard: , GeneRuler
DNA Ladder Mix*.
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9.1.2 Genotypisierung von Miusen der Mauslinie Tas1r1®:%

Tas1r1ZXR - Maus

GS 1 2 3 4 Pos Neg

Tas1r154F -

<«— 711D
Wildtyp-PCR P

Tas1r155k

<«— 428 bp
Knockin-PCR

Abb. 9.2 Genotypisierung von Miiusen der Mauslinie Taslrl®™™. — Auf Basis der aus Mausschwanz-
spitzen isolierten genomischen DNA wurden zwei TasIr1®*®-Genotypisierungs-PCRs durchge-
fiihrt und die PCR-Produkte, gemeinsam mit dem Grofienstandard (GS), im 1 %igen Agarose-
gel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Positivkontrolle (Pos) der PCRs diente DNA einer Maus
mit bekanntem, Taslrl-heterozygotem Genotyp. Die Negativkontrolle (Neg) enthielt deion.
Wasser anstelle von DNA. Dargestellt ist ein exemplarisches Ergebnis fiir vier Mduse der
Mauslinie TasIrl®™® (Maus 1-4). Fiir Maus 1 und 2 ist nur das 711 bp umfassende PCR-
Produkt der Taslr1®*®-Wildtyp-PCR sichtbar, so dass beide den Wildtyp-Tieren zugeordnet
werden. Fiir die Maus 4 wurde nur das 428 bp umfassende PCR-Produkt der Taslrl®**-
Knockin-PCR detektiert und diese damit als Taslrl-Knockout-Tier identifiziert. Fiir Maus 3
hingegen sind beide PCR-Produkte und damit ein Taslrl-heterozygoter Genotyp nachweisbar.
Verwendeter Grofienstandard.: ,, GeneRuler DNA Ladder Mix*.
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9.2 Gewebemorphologie von Miusen der Mauslinie Tas1r1”"*

9.2.1 Magen

Magen
,.Limiting ridge**

Eiweilarme Diat

Kontrolldiat

Eiweilreiche Diit

Abb. 9.3 Morphologie der murinen Magenwand im Bereich der ,,Limiting Ridge“ in Abhiingigkeit von
Diit und Taslrl-Genotyp. — Wildtyp- und Tas1rI-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur
22. Lebenswoche eine von drei Diditen mit unterschiedlichem Eiweifanteil. Die im Zuge der
anschlieffenden Totung der Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Form-
aldehyd, Entwisserung und Einbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte
angefertigt, einer Hamatoxylin-Eosin-Fdrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar
ist die Gewebefurche (engl.: , Limiting Ridge®; LR), welche den nichtglanduliren Vormagen
(VM) und den glanduldren Magenkorper (MK) voneinander trennt. Didt- sowie Taslril-genotyp-
spezifische Unterschiede sind nicht feststellbar. Mafistab: 100 um.
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Eiweillarme Diit

Kontrolldiit

Eiweilreiche Diit

Abb. 9.4 Morphologie der murinen Magenwand im Bereich des Magenkéorpers in Abhiingigkeit von
Diit und Taslr1-Genotyp. — Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis
zur 22. Lebenswoche eine von drei Didten mit unterschiedlichem Eiweiflanteil. Die im Zuge der
anschliefenden Tétung der Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in
Formaldehyd, Entwdisserung und FEinbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffin-
schnitte angefertigt, einer Hdamatoxylin-Eosin-Fédrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt.
Erkennbar ist die das Magenkérperinnere auskleidende, driisenhaltige Magenschleimhaut (MS)
mit einem apikal gelegenen, Nebenzellen (NZ) enthaltenen Abschnitt, dem mittleren, Beleg-
zellen (BZ) enthaltenen Abschnitt sowie dem basal gelegenen, Hauptzellen (HZ) enthaltenen
Abschnitt. Ebenfalls deutlich sichtbar ist die mehrschichtige, glatte Muskulatur (GM) der
Magenkorperwand. Didt- sowie Taslrl-genotypspezifische Unterschiede in der Gewebemor-
phologie sind nicht feststellbar. Mafsstab: 100 um.
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9.2.2 Diinndarm

Duodenum

Wildtyp Taslrl-K_nockout

Eiweilarme Diat

Kontrolldiat

Fiweilreiche Diat

Abb. 9.5 Morphologie des murinen Duodenums in Abhangtgkett von Dtat und TasIrI Genotyp. —
Wildtyp- und Taslri-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von
drei Didten mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Die im Zuge der anschliefenden Totung der
Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd, Entwdsserung und
Einbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt, einer Hamatoxylin-
Eosin-Fdrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar sind die fingerformigen, ins
Darmlumen ragenden Zotten (Z) deren einschichtiges Deckepithel u. a. Enterozyten (E) sowie
Becherzellen (B) enthdlt. Auferdem sind die als Krypten (K) bezeichneten Vertiefungen der
Darmschleimhaut sowie die angrenzende Bindegewebsschicht (BG) und die zweischichtige,
glatte Muskulatur (GM) sichtbar. Didt- sowie Taslrl-genotypspezifische Unterschiede in der
Gewebemorphologie sind nicht feststellbar. Mafstab: 100 um.
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Proximales Jejunum

Tas1rl-Knockout

Eiweilarme Diat

Kontrolldiat

Eiweilreiche Diit

| 2 o Y S 4

Abb. 9.6 Morphologie des murinen proximalen Jejunums in Abhingigkeit von Diit und Taslrl-
Genotyp. — Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebens-
woche eine von drei Diditen mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Die im Zuge der anschlieffen-
den Tétung der Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd,
Entwidsserung und Einbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt,
einer Hdamatoxylin-Eosin-Fdarbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar sind die
fingerférmigen, ins Darmlumen ragenden Zotten (Z) deren einschichtiges Deckepithel u.a.
Enterozyten (E) sowie Becherzellen (B) enthdlt. Auflerdem sind die als Krypten (K) bezeich-
neten Vertiefungen der Darmschleimhaut sowie die angrenzende Bindegewebsschicht (BG)
und die zweischichtige, glatte Muskulatur (GM) sichtbar. In den exemplarischen Bildern fiir
das proximale Jejunum beim Knockout auf eiweiffarmer sowie auf Kontrolldidt sind zusdtzlich
Reste des umliegenden weifien Fettgewebes sichtbar, welches in diesem Fall nicht vollstindig
bei der Organentnahme entfernt wurde. Didt- sowie Taslrl-genotypspezifische Unterschiede
in der Gewebemorphologie sind nicht feststellbar. Mafstab: 100 um.
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Distales Jejunum

Tas1rl-Knockout

Fiweillarme Diat

Kontrolldiit
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Abb. 9.7 Morphologie des murinen distalen Jejunums in Abhingigkeit von Diit und Taslrl-
Genotyp. — Wildtyp- und Taslri-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebens-
woche eine von drei Diditen mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Die im Zuge der anschliefen-
den Tétung der Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd,
Entwdsserung und Einbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt,
einer Hdamatoxylin-Eosin-Fdrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar sind die
fingerférmigen, ins Darmlumen ragenden Zotten (Z) deren einschichtiges Deckepithel u.a.
Enterozyten (E) sowie Becherzellen (B) enthdlt. Auferdem sind die als Krypten (K) bezeich-
neten Vertiefungen der Darmschleimhaut sowie die angrenzende Bindegewebsschicht (BG)
und die zweischichtige, glatte Muskulatur (GM) sichtbar. Didt- sowie Taslrl-genotypspezi-
fische Unterschiede in der Gewebemorphologie sind nicht feststellbar. Mafistab: 100 um.



Anhang 162

Eiweilarme Diat

Kontrolldiat
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Abb. 9.8 Morphologie des murinen Illeums in Abhdngigkeit von Diiit und Taslr1-Genotyp. — Wildtyp-
und Taslrl-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei
Diditen mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Die im Zuge der anschlieffenden Totung der Tiere
entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd, Entwdsserung und Einbet-
tung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt, einer Hdmatoxylin-Eosin-
Fdrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar sind die fingerformigen, ins Darm-
lumen ragenden Zotten (Z) deren einschichtiges Deckepithel u.a. Enterozyten (E) sowie
Becherzellen (B) enthdlt. Aufserdem sind die als Krypten (K) bezeichneten Vertiefungen der
Darmschleimhaut sowie die angrenzende Bindegewebsschicht (BG) und die zweischichtige,
glatte Muskulatur (GM) sichtbar. Didt- sowie Taslri-genotypspezifische Unterschiede in der
Gewebemorphologie sind nicht feststellbar. Mafstab: 100 um.
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9.2.3 Dickdarm

Caecum

Wildtyp Taslrl-Knockout

Eiweilarme Diat

Kontrolldiat

Eiweilreiche Diit

Abb. 9.9 Morphologie des murinen Caecums in Abhiingigkeit von Diiit und TasIr1-Genotyp. —Wildtyp-
und Taslrl-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei
Diditen mit unterschiedlichem EiweifSanteil. Die im Zuge der anschliefsenden Tétung der Tiere
entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd, Entwdsserung und Einbet-
tung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt, einer Hdmatoxylin-Eosin-
Fdrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar sind das einschichtige Deckepithel
mit Enterozyten (E) und Becherzellen (B) sowie die als Krypten (K) bezeichneten Vertiefungen
der Darmschleimhaut. Daran angrenzend sind eine Bindegewebsschicht (BG) und die zwei-
schichtige, glatte Muskulatur (GM) sichtbar. Didt- sowie Taslrl-genotypspezifische Unter-
schiede in der Gewebemorphologie sind nicht feststellbar. Mafistab: 100 um.
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Colon

Wildtyp Tas1r1-Knockout

Fiweillarme Diat

Kontrolldiit

Eiweilireiche Diét

Abb. 9.10 Morphologie des murinen Colons in Abhdingigkeit von Diiit und TaslrI-Genotyp. — Wildtyp-
und Taslrl-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von drei
Diditen mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Die im Zuge der anschlieffenden Totung der Tiere
entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd, Entwdsserung und Einbet-
tung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt, einer Himatoxylin-Eosin-
Férbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar sind das einschichtige Deckepithel
mit Enterozyten (E) und Becherzellen (B) sowie die als Krypten (K) bezeichneten Vertiefungen
der Darmschleimhaut. Daran angrenzend sind eine Bindegewebsschicht (BG) und die zwei-
schichtige, glatte Muskulatur (GM) sichtbar. Im exemplarischen Bild fiir das Colon beim Wild-
typ auf eiweifireicher Didt ist zusdtzlich das den Darm umgebene weifse Fettgewebe sichtbar,
welches in diesem Falle nicht (wie routinemdfig durchgefiihrt) vollstindig bei der Organ-
entnahme entfernt wurde. Didt- sowie TasIri-genotypspezifische Unterschiede in der Gewebe-
morphologie sind nicht feststellbar. Mafsstab: 100 um.

-
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9.2.4 Leber

=

Wildtyp Taslrl-Knockout

Eiweilllarme Diit

Kontrolldiat

Eiweilireiche Didt

Abb. 9.11 Morphologie des murinen Lebergewebes in Abhdngigkeit von Diiit und TaslrI-Genotyp. —
Wildtyp- und Taslri-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche eine von
drei Didten mit unterschiedlichem Eiweifianteil. Die im Zuge der anschlieffenden Tétung der
Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd, Entwdsserung und
Einbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt, einer Hamatoxylin-
Eosin-Fdarbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Erkennbar sind die Leberlippchen mit
den strahlenformig angeordneten Hepatozyten (H), zwischen denen die Sinusoide (S) verlau-
fen. Im Zentrum der Leberlippchen sind die Zentralvenen (Z) lokalisiert, am Rande hingegen
die Periportalfelder (P). Taslrl-genotypspezifische Unterschiede in der Lebermorphologie
sind nicht feststellbar. Beziiglich didtabhdngiger Effekte lisst sich feststellen, dass im Falle
eiweifSreicher Didt die Sinusoide weniger ausgeprdgt sichtbar sind. Mafstab: 100 um.
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9.2.5 Niere

Eiweilarme Diit

Kontrolldiit

Eiweilreiche Diat

Abb. 9.12 Morphologie des murinen Nierengewebes im Bereich der Nierenrinde in Abhdngigkeit von
Diit und TasIrl-Genotyp. — Wildtyp- und Taslri-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis
zur 22. Lebenswoche eine von drei Didten mit unterschiedlichem Eiweiffanteil. Die im Zuge
der anschlieffenden Totung der Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in
Formaldehyd, Entwisserung und Einbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffin-
schnitte angefertigt, einer Hdmatoxylin-Eosin-Fdrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt.
Die Aufnahmen zeigen jeweils einen Ausschnitt der Nierenrinde mit den darin befindlichen
Glomeruli (markiert durch Pfeile), die von proximalen und distalen Tubuli umgeben sind.
Didit- und TaslIri-genotypspezifische Unterschiede in der Gewebemorphologie sind nicht fest-
stellbar. Mafistab: 100 um.
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9.2.6 Braunes Fettgewebe

Braunes Fettgewebe

Tas1rl-Knockout

Fiweillarme Diat

Kontrolldiit

Eiweilireiche Diét

=i,

ADbb. 9.13 Morphologie des murinen bra idit und

typ. — Wildtyp- und Taslrl-Knockout-Mduse erhielten von der 11. bis zur 22. Lebenswoche
eine von drei Didten mit unterschiedlichem Eiweiflanteil. Die im Zuge der anschliefenden
Totung der Tiere entnommenen Gewebe erfuhren eine Postfixierung in Formaldehyd, Ent-
wisserung und Einbettung in Paraffin. Es wurden 2 um dicke Paraffinschnitte angefertigt,
einer Hdamatoxylin-Eosin-Fédrbung unterzogen und im Hellfeld gescannt. Didt- sowie Taslrl-
genotypspezifische Unterschiede in der Morphologie des braunen Fettgewebes sind nicht er-
kennbar. Mafistab: 100 um.
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9.3 Kontrollexperimente zur quantitativen Genexpressionsanalyse

9.3.1 Nachweis der Synthese von cDNA

B-Aktin-RT-PCR
Ma Duo plej dJej Ile Cae

GS + - + - + - + - 4+ — + — Neg

GS GroBenstandard

Ma Magen

Duo Duodenum

pJej  proximales Jejunum
dlej  distales Jejunum

«— 441 bp

Ile Ileum
Cae  Caecum
Col Le Ni BAT 1Ge 1Ge Col  Colon
Le Leber
- - - - - — gDNA
GS + + + + + + g Ni Niere

BAT braunes Fettgewebe
rGe  rechte Gehirnhilfte
1Ge linke Gehirnhilfte
Neg Negativkontrolle
gDNA genomische DNA

Abb. 9.14 Kontrolle der cDNA-Synthese mittels RT-PCR zum Nachweis von f-Aktin. — Aus Geweben
von Mdusen des Langzeitfiitterungsversuchs wurde Gesamt-RNA isoliert, mit DNase I behan-
delt und durch reverse Transkription cDNA daraus synthetisiert. Dabei enthielt der +RT-
Ansatz (+) reverse Transkriptase, wogegen der als Negativkontrolle dienende —RT-Ansatz (-)
stattdessen mit DEPC-Wasser versehen wurde. Zur Uberpriifung der cDNA-Synthese wurde
anschlieflend eine RT-PCR zum Nachweis der Genexpression des ubiquitdr exprimierten Struk-
turproteins [3-Aktin mit den RT-Ansdtzen und introniiberspannenden Primern durchgefiihrt.
Fiir die Positivkontrolle wurde genomische DNA (gDNA) anstelle eines RT-Ansatzes verwen-
det, fiir die Negativkontrolle (Neg) DEPC-Wasser. Die PCR-Produkte wurden, gemeinsam mit
dem Grofienstandard (GS), im 1 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Dargestellt
ist ein exemplarisches Ergebnis der [-Aktin-RT-PCR mit RT-Ansdtzen der untersuchten
Gewebe einer Maus. Fiir alle +RT-Proben ist das erwartete PCR-Produkt auf Basis von cDNA
sichtbar (441 bp). Das mit 895 bp erwartete PCR-Produkt auf Basis von genomischer DNA ist
nur in der Positivkontrolle zu finden. Die iiber 1000 bp gelegene Nebenbande wurde sequen-
ziert und weist ebenfalls den Sequenzabschnitt eines Aktingens nach, dem Gen des kardialen
a-Aktins (Actcl). Alle Negativkontrollen zeigen keine PCR-Produkte. Verwendeter Grofien-
standard: ,, GeneRuler DNA Ladder Mix “.
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9.3.2 Nachweis der Spezifitit der Real-Time-PCRs

Real-Time-PCR-Produkte

Gen

GS  f-Aktin Taslrl Taslr3 PepTl PepT2 CaSR Gpr93 GS

— 150bp

— 100 bp
— 75bp

— S50bp

103 79 120 85 81 88 67

Erwartete Lange des PCR-Produkts [bp]

Abb. 9.15 Uberpriifung der Spezifitiit der Real-Time-PCRs. — Zur quantitativen Genexpressionsanalyse
von murinem Gewebe im Rahmen des Langzeitfiitterungsversuchs wurden auf Basis von cDNA
Real-Time-PCRs mit fiir die untersuchten Gene spezifischen Primer-Sonden-Gemischen
durchgefiihrt. Um deren Spezifitdt zu priifen, wurden die PCR-Produkte gemeinsam mit dem
Grofienstandard (GS) im 3,5 %igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Fiir alle PCRs
konnte das jeweils erwartete PCR-Produkt anhand der Grifie nachgewiesen werden. Verwen-
deter Gréfenstandard: ,, GeneRuler Low Range DNA Ladder *.
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