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1 Einleitung

1.1 Grundlagen der Geschmackswahrnehmung

Im Zusammenspiel mit anderen Sinnen dient der Geschmack der Bewertung der Nah-
rung, um Nahrhaftes von Schédlichem zu unterscheiden. Dabei werden den fiinf Grund-
geschmacksarten beim Menschen, bitter, sauer, salzig, siiff und umami unterschiedli-
che Funktionen zugeordnet (zusammengefasst in Chaudhari und Roper (2010)). Man
geht davon aus, dass uns die aversiven Geschmacksqualitdten bitter und sauer vor der
Aufnahme giftiger oder verdorbener beziehungsweise unreifer Nahrung schiitzen (Lin-
demann, 1996). Die Geschmacksqualitdten umami und siifs gelten als attraktiv und
unterstiitzen dadurch vermutlich die Aufnahme energiereicher Nahrung. Wahrend ver-
schiedene Aminosduren Umamigeschmack bei Mausen hervorrufen (Nelson u. a., 2002),
wird er beim Menschen vor allem durch Glutamat ausgelost (Li u. a., 2002). Obwohl der
Stfsgeschmack der Erkennung kohlenhydratreicher Nahrung dient, werden neben den
energieliefernden natiirlichen Zuckern wie Saccharose, Glukose oder Fruktose, auch viele
natiirliche oder kiinstliche Siifsstoffe als siift erkannt, die keine Energie enthalten, da sie
vom Menschen nicht verstoffwechselt werden. Die Attraktivitat des Salzgeschmacks ist
konzentrationsabhéngig, was vermutlich der Regulation des Elektrolythaushalts dient
(Lindemann, 2001). Geringe Salzkonzentrationen werden dabei als attraktiv empfun-

den, hohe Konzentrationen als aversiv (Oka u. a., 2013; Chandrashekar u. a., 2010).

Die Detektion der im Speichel gelosten Geschmacksstoffe erfolgt iiber Rezeptoren, die
von spezialisierten, polarisierten epithelialen Zellen, den Geschmacksrezeptorzellen ex-
primiert werden (Lindemann, 2001). Diese Geschmacksrezeptorzellen sind in zwiebel-
bzw. knospendhnlichen Strukturen angeordnet, den Geschmacksknospen. Geschmacks-
knospen findet man beim Menschen auf der Zunge, dem Gaumen, dem Kehlkopf und
im Rachen (Miller, 1995). Auf der Zunge sind sie ihrerseits in Geschmackspapillen or-
ganisiert (Miller, 1995) (siche Abbildung 1.1). Im vorderen Teil der Zunge sind die Pilz-

papillen lokalisiert, welche als kleine Erhebung auf der Zunge erscheinen. Ihre Zahl ist



1 Einleitung

an der Zungenspitze besonders hoch und nimmt zum Zungengrund ab (Cheng und Ro-
binson, 1991). Der Mensch besitzt zirka 200 Pilzpapillen, welche im Durchschnitt fiinf
Geschmacksknospen enthalten (Cheng und Robinson, 1991). Im hinteren Zungenab-
schnitt befinden sich seitlich die Blatterpapillen und mittig V-férmig am Zungengrund
angeordnet, die Wallpapillen (Miller, 1995). Sowohl Blétter- als auch Wallpapillen bein-
halten meist tiber 100 Geschmacksknospen (Miller, 1995).

Geschrrackspore Wallpapille

) 3

Blatterpapille

H Al E"r 1 s
v j \\ Pilzpapille

Nervenfasern

Abb. 1.1: Verteilung der Geschmacksknospen auf der Zunge. A Schematische Darstellung einer
Geschmacksknospe. B Anordnung der Geschmacksknospen in Wall-, Blitter- und Pilzpapil-
len. C Verteilung der Geschmackspapillen auf der Zunge. Chandrashekar u. a. (2006)

Die Geschmacksqualititen siifs, bitter und umami werden iiber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren detektiert, welche in separaten Geschmacksrezeptorzellen exprimiert wer-
den (Nelson u.a., 2001; Adler u.a., 2000; Zhang u. a., 2003; Zhao u. a., 2003; Mueller
u. a., 2005). Dies wurde eindrucksvoll an genetisch verdnderten Méusen gezeigt, welche
die geschmacklose Substanz Spiradoline vermehrt oder vermindert aufnahmen nachdem
der entsprechende Rezeptor (RASSEL) in Siifs- oder Bitterzellen eingebracht wurde
(Zhao u. a., 2003; Mueller u. a., 2005). Auch die gezielte Ablation von Siifs-, Bitter- und
Sauerzellen in Mausen durch Diphteriatoxin A, welche zum selektiven Verlust einer Ge-
schmacksqualitat fiihrte, zeigt, dass separate Zellpopulation fiir die unterschiedlichen
Geschmacksqualitéten existieren (Huang u.a., 2006). Aktivierte Geschmacksrezeptor-
zellen sekretieren ATP, welches purinerge Rezeptoren an afferenten Nervenfasern ak-
tivieren kann (Finger u.a., 2005). Diese leiten die Geschmacksinformation weiter ins
Gehirn.

Neben den Geschmacksrezeptorzellen, welche auch als Typ II-Zellen bezeichnet werden
und die Rezeptoren fiir Siifs, Bitter beziehungsweise Umami ausbilden, existieren in Ge-

schmacksknospen weitere Zelltypen. Diese wurden urspriinglich morphologisch im Elek-
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tronenmikroskop unterschieden (Pumplin u.a., 1997). Es zeigte sich, dass es sich die
Zelltypen auch funktionell und durch ihre exprimierten Gene unterscheiden (Chaudhari
und Roper, 2010). Einen Uberblick iiber die Charakteristika der verschiedenen Zellty-
pen bietet Finger (2005). Neben den bereits erwdhnten Typ II-Zellen, welche eine lang
gestreckte Form besitzen und apikal Mikrovilli tragen, existieren in Geschmacksknos-
pen auch sogenannte Typ I1I-Zellen. Diese besitzen ebenfalls eine lang gestreckte Form,
tragen jedoch nur einen Mikrovillus. Der bedeutendste Unterschied zu den Typ II-Zellen
liegt allerdings in der Ausbildung von Synapsen. Typ I-Zellen bilden lange cytoplasmati-
sche Fortséitze, welche andere Zellen umschliefsen. Es wird vermutet, dass sie eine Rolle
in der Isolation von Zelltypen in der Geschmacksknospe spielen (Finger u. a., 2005) und
am Abbau von Signalmolekiilen in der Geschmacksknospe beteiligt sind (Bartel u. a.,
2006).

1.2 Vor- und Nachteile von Zucker und Sufistoffen

Der Siifsgeschmack dient evolutionar vermutlich der Erkennung kohlenhydrat- und da-
mit energiereicher Nahrung. Bereits Neugeborene zeigen nach Gabe einer Zuckerldsung
einen Gesichtsausdruck, der als Genuss interpretiert wird (Steiner, 1977). Daraus lasst
sich schlussfolgern, dass unsere Vorliebe fiir Siifes angeboren ist. Dies scheint evolutio-
nar sinnvoll, da fiir viele Generationen eine ausreichende Deckung des Kalorienbedarfs
deren Uberleben sicherte. Dabei sind Kohlenhydrate eine Hauptenergiequelle des Orga-
nismus und versorgen ihn mit Glukose, welche als zellulare Energiequelle genutzt wird.
Heutzutage ist die ausreichende Energiezufuhr jedoch zumeist kein Problem mehr. Im
Gegenteil, von 1980 bis 2008 hat sich die Anzahl adipéser Menschen weltweit nahezu
verdoppelt (WHO, 2011). In Amerika sind 62 % der Menschen tibergewichtig und auch
in Europa ist jede zweite Frau iibergewichtig (WHO, 2011). Bleich u. a. (2008) sehen
die Ursachen dafiir vor allem in einer erhéhten Aufnahme energiereicher Nahrung, wéh-
rend die amerikanische Krebsgesellschaft (American Cancer Society, ACS) in ihrem
Report von 2013 auch eine verminderte Aktivitiit als Ursache fiir den Anstieg an Uber-
gewicht anfiihrt (ACS, 2013). Ubergewicht ist ein Risikofaktor fiir Folgeerkrankungen
wie Diabetes, Bluthochdruck und Herz-Kreislauferkrankungen (Eyre u. a., 2004). Des
Weiteren weisen epidemiologische Studien und Tierversuche darauf hin, dass Uberge-
wicht und Adipositas mit der Entstehung verschiedener Krebsarten assoziiert ist (Eyre
u.a., 2004). Neben energiereicher Nahrung im Allgemeinen wurde insbesondere der
Verzehr zuckerhaltiger Getréinke mit einer erhéhten Rate an Ubergewicht und Adipo-
sitas assoziiert (Bermudez und Gao, 2010; Malik u. a., 2006). Auch eine Abhéngigkeit
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von stark zuckerhaltigen Lebensmitteln wird diskutiert. So weisen Tierversuche mit
Nagern darauf hin, dass stark zuckerhaltige Lebensmittel ein &hnlich starkes Verlan-
gen auslosen wie Drogen. Dennoch ist das Verlangen nach zuckerhaltigen Lebensmitteln
deutlich weniger gefihrlich fiir die Psyche als Drogenmissbrauch (besprochen in Ahmed
u.a. (2013)). Des Weiteren begilinstigen Zucker die Entstehung von Karies (Sheiham
und James, 2014).

Um diesem entgegenzuwirken, bieten, neben dem Verzicht auf zuckerhaltige Getran-
ke und Speisen, Siifistoffe eine Alternative. Diese besitzen eine deutlich hohere Siifs-
kraft als Haushaltszucker (Saccharose). Wiahrend man lange davon ausging, dass sie
keinen Einfluss auf die Freisetzung von Verdauungshormonen haben, ist ihr Einfluss
auf die Inkretinfreisetzung mittlerweile umstritten. Dazu beigetragen hat die Entde-
ckung des Siifrezeptors im Darm durch Dyer u.a. (2005). Da der Siikrezeptor auch
durch Stifsstoffe aktivierbar ist (Li u. a., 2002), kénnten diese die Hormonfreisetzung im
Darm beeinflussen. Im menschlichen Diinndarm konnte der Siifsrezeptor in Zellen nach-
gewiesen werden, welche ebenfalls das Glukagon-ahnliche Peptid1 (GLP-1) oder das
Glukoseabhéngige insulinotrope Peptid (engl. glucose-dependent insulinotropic pepti-
de (GIP)) ausbilden (Jang u.a., 2007). Verschiedene Arbeitsgruppen beschrieben ei-
ne Siifrezeptor-abhingige Regulation der Glukoseabsorption und Inkretinfreisetzung
(Jang u. a., 2007; Le Gall u. a., 2007; Margolskee u. a., 2007; Mace u. a., 2007). Tatséch-
lich untersuchten jedoch nur zwei der genannten Arbeitsgruppen den Einfluss von Siifs-
stoffen. So beobachteten Jang u.a. (2007) eine Sucralose-abhéngige GLP-1 Sekretion
im Zellmodell. Margolskee und Kollegen fanden bei der Gabe der Siifistoffe Acesulfam K
oder Saccharin zu einer Didt mit geringem Kohlenhydratanteil eine erhohte Expression
des Natrium-Glukose-Kotransporters SGLT'1 (engl. ,sodium-dependent glucose cotrans-
porter 1) im Darm von Méausen. Des Weiteren beobachteten sie in einer enteroendo-
krinen Zelllinie murinen Ursprungs (Glutag-Zellen) Sucralose-abhéngig die Sekretion
von GLP-1 und GIP, welche durch den Siifsrezeptorinhibitor Gurmarin gehemmt wur-
de (Margolskee u. a., 2007). Im Gegensatz dazu beobachteten Fujita u.a. (2009) keinen
Anstieg der GLP-1 oder GIP Konzentration im Blut von Ratten, nach oraler Gabe
von Siifsstoffen. Ebenso fanden Ma u.a. (2009) keine erhthte Konzentration an GLP-
1 oder GIP im Plasma von Probanden nach Magen-Infusion von 0,4 mM oder 4 mM
Sucralose. In beiden Studien wurde lediglich nach Gabe von Glukose beziehungsweise
Saccharose eine Erhohung der gastrointestinalen Hormone im Blut beobachtet (Fujita
u. a., 2009; Ma u. a., 2009). Auch in primér kultivierten L-Zellen von M&usen fanden
Reimann u.a. (2008) keine Sucralose-induzierte GLP-1-Sekretion. Die Auswirkungen
von Siifsstoffen auf die Hormonfreisetzung im Darm sind somit weiterhin umstritten.

Da epidemiologische Studien jedoch insbesondere den Verzehr zuckerhaltiger Getréanke
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mit einer erhohten Rate von Ubergewicht assoziieren (Bermudez und Gao, 2010; Malik
u.a., 2006), kann der Austausch zuckerhaltiger Getranke gegen mit Siifistoff gestifite
Getréanke einen Beitrag zur Gewichtsreduktion leisten (Bellisle und Drewnowski, 2007).
Der alteste kommerziell genutzte Siifsstoff ist Saccharin (Walters, 2013). Er wurde be-
reits 1879 von Fahlberg und Remsen entdeckt (Fahlberg und Remsen, 1879) und ist
etwa 300-mal siiffer als Saccharose (Walters, 2013). Neben Saccharin gibt es in der
europaischen Union derzeit neun weitere zugelassene Siifistoffe: Acesulfam K, Aspar-
tam, Aspartam-Acesulfam-Salz, Cyclamat, Thaumatin, Neohesperidin Dihydrochalkon
(NHDC), Neotam, Steviolglycoside, Sucralose (EU-Richtlinie 94/35/EG mit den Ande-
rungen und Erweiterungen 2008/60/EG, 2009/163/EU, Verordnung 1131/2011). Trotz
dieser zugelassenen Siifistoffe gibt es bisher keinen Siiftstoff, der den Haushaltszucker
Saccharose vollstindig ersetzten kann. So besitzen viele Siifstoffe unangenehme Bei-
geschmécker wie metallisch, adstringierend, menthol- oder lakritzartig (Schiffman und
Gatlin, 1993) oder aktivieren neben dem Siifsrezeptor auch Bitterrezeptoren (Kuhn
u. a., 2004; Hellfritsch u.a., 2012) und schmecken daher auch bitter. Des Weiteren be-
sitzen sie zumeist eine langanhaltende Siife (Schiffman und Gatlin, 1993) und sind
in ihrem Finsatz aus toxikologischen Griinden durch das Lebensmittelrecht limitiert
(EU-Richtlinie 94/35/EG). Aus diesen Griinden besteht weiterhin ein Bedarf an neuen
geschmacksoptimierten Siifistoffen oder Siifsverstarkern. Um diese zu identifizieren, sind
neben verldsslichen Screeningsystemen auch fundierte Kenntnisse des Aufbaus und der

Aktivierung des Siifrezeptors notwendig.

1.3 Der Sufirezeptor und seine verwandten

Rezeptoren

Die Grundlage fiir die Identifikation des Siiffrezeptorgens wurde bereits 1974 gelegt, als
Unterschiede in der Saccharinpraferenz zwischen verschiedenen Mausstammen auf nur
einen Genort zuriickgefiihrt wurden. Dieser Genort wurde daher als Sac-Lokus bezeich-
net (Fuller, 1974). Diese Erkenntnis fiihrte zur Vermutung, dass der Sac-Lokus das
Gen fiir einen Stifsrezeptor enthélt. Lange Zeit war jedoch unklar, ob es nur einen oder
mehrere Siiffrezeptoren gibt. Untersuchungen am distalen Ende des Chromosoms 4 der
Maus, welches den Sac-Lokus enthélt, fithrten zur Identifikation von drei Genen, die ei-
ne hohe Sequenzhomologie zu den metabotropen Glutamatrezeptoren (GRM) und dem
Calcium-sensing Rezeptor (CaSR) aufwiesen (Bachmanov u.a., 2001; Kitagawa u. a.,
2001; Montmayeur u.a., 2001; Max u.a., 2001; Nelson u.a., 2001; Sainz u.a., 2001).
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Diese Gene wurden als TasIr (engl. taste receptor family 1) bezeichnet. Verschiedene
Untersuchungen zeigten, dass das auf dem Sac-Lokus befindliche Tasir3-Gen nicht al-
lein fiir den Stiifrezeptor kodiert, sondern aus den Rezeptoruntereinheiten Taslr2 und
Tas1r3 besteht, wiahrend der Umamirezeptor aus den Untereinheiten Taslrl und Tas1r3
gebildet wird. Zum einen fanden Montmayeur u.a. (2001) und Kim u.a. (2003) diese
Rezeptoren im murinen Geschmacksgewebe koexprimiert. Zum anderen zeigten funk-
tionelle Untersuchungen im heterologen Expressionssystem eine Aktivierung der Zellen
durch bekannte Zucker und Siifstoffe, die beide Siifsrezeptoruntereinheiten (Taslr2-
Taslr3) gemeinsam exprimierten (Li u.a., 2002; Nelson u. a., 2001). Wahrend Zellen,
welche die murinen Umamirezeptoruntereinheiten Taslrl-Taslr3 heterolog exprimieren
auf die Gabe von L-Aminosauren reagierten (Nelson u. a., 2002). Dass der Siifrezeptor
aus der Taslr2- und der Taslr3-Untereinheit besteht, wurde tierexperimentell besta-
tigt. Dabei zeigten Méause mit dem Knock-out der TasIr2- und Tasir3-Gene keine
Nervenantwort und keine Préferenz im Kurzzeit-Geschmackspraferenztest auf die Ga-
be verschiedener Zucker und Siifstoffe (Zhao u.a., 2003). Auch der Knock-out des
Tasir2- oder Taslr3-Gens allein fithrte zum Verlust der Préferenz und Nervenant-
wort, gegeniiber Siifstoffen sowie zu einer drastisch reduzierten Antwort auf die Gabe
natiirlicher Zucker (Zhao u.a., 2003; Damak u.a., 2003). Die Gene fiir die humanen
Stfsrezeptoruntereinheiten TASIR2 und TASIRS3 befinden sich als Cluster mit dem
TASIR1 auf dem Chromosomen 1, im synthenen Bereich des Maus Chromosoms 4
(Liao und Schultz, 2003).

Neben der Expression des Siifrezeptors in Geschmacksrezeptorzellen wurde dessen Ex-
pression auch in vielen anderen Organen, wie den verschiedenen Diinndarmabschnit-
ten (Iwatsuki u. a. (2010), Dyer u. a. (2005)), dem Pankreas (Nakagawa u. a., 2009) und
dem Gehirn bei Méusen (Ren u. a., 2009) beobachtet. Auch der Umamirezeptor Taslrl-
Taslr3 wurde zusétzlich zu seiner Expression in Geschmackspapillen auch im Hoden
und in Spermien (Voigt u.a., 2012; Meyer u. a., 2012), im Herzen (Foster u.a., 2013)
sowie im Muskel, dem Gehirn, der Niere und dem braunen Fettgewebe (Wauson u. a.,
2012) von Mé&usen nachgewiesen. Es wird vermutet, dass die Rezeptoren auch in diesen
Geweben an der Detektion von Nihrstoffen beteiligt sind und dadurch physiologische
Prozesse beeinflussen (Foster u. a., 2013; Ren u. a., 2009; Nakagawa u. a., 2009; Meyer
u. a., 2012; Shirazi-Beechey u. a., 2014).

Die Rezeptoren der TAS1-Familie gehoren zur Superfamilie der G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) und werden entsprechend der Sequenzhomologie der Klasse C der
GPCRs zugeordnet (Kolakowski, 1994). Eine neuere Einteilung, welche nur die GP-
CRs des menschlichen Genoms umfasst, ordnet die TAS1-Rezeptoren der Glutamat-

rezeptor-Familie zu (Fredriksson u.a., 2003) (vergleiche Abbildung 1.2). Neben den
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TAS1-Rezeptoren gehoren die metabotropen Glutamatrezeptoren (GRM1 bis GRMS),
die y-Aminobuttersidurerezeptoren B (GABBR1, GABBR2), sowie der Calcium-sensing
Rezeptor (CaSR) und der GPRC6A dieser Rezeptorfamilie an (Fredriksson u. a., 2003).
Dabei sind die TAS1-Rezeptoren mit dem CaSR und dem GPRC6A am néchsten ver-
wandt. Ahnlich wie der Sii- und Umamirezeptor bilden auch die anderen Rezeptoren
der Glutamatrezeptor-Familie funktionelle Dimere aus. Dabei bilden Siift-, Umami- und
~v-Aminobuttersiurerezeptoren (GABAg-Rezeptoren) Heteromere, wihrend die ande-
ren Rezeptoren als Homomere vorliegen (Romano u. a., 1996; Nelson u. a., 2002; Kuhn,
2007; Kunishima u. a., 2000; Bai u. a., 1998; Goldsmith u. a., 1999; Han und Hampson,
1999; White u. a., 1998; Kuang u. a., 2005)
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Abb. 1.2: Familien humaner G-Protein-gekoppelter Rezeptoren sowie Aufbau und Liganden der
Glutamatrezeptor-Familie. A Nach Fredriksson u. a. (2003), B Nach Kniazeff u.a. (2011)

Der GABAg-Rezeptor wird im zentralen Nervensystem exprimiert. Dort ist er an der
Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt (Chalifoux und Carter, 2011). Die
Gruppe der metabotropen Glutamatrezeptoren besteht aus acht Mitgliedern, welche
ebenfalls vor allem im Gehirn exprimiert und dort an synaptischen Prozessen beteiligt
sind (Masu u.a., 1991; Houamed u. a., 1991; Tanabe u. a., 1992; Okamoto u. a., 1994;
Saugstad u. a., 1994; Abe u. a., 1992; Duvoisin u. a., 1995). Verkiirzte Versionen der me-
tabotropen Glutamatrezeptoren Grm4 und Grm1 wurden auch in Geschmacksknospen
insbesondere im Bereich der Geschmackspore nachgewiesen (Toyono u. a., 2002, 2003).
Diese sind ebenfalls durch Glutamat aktivierbar, besitzen jedoch eine geringere Sensiti-

vitét als die im Gehirn exprimierten, volle Lange Rezeptoren (San Gabriel u. a., 2005).
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Der Calcium-sensing Rezeptor (CASR) wurde erstmals aus der Nebenschilddriise von
Rindern kloniert (Brown u. a., 1993), ist aber auch in anderen Geweben wie der Schild-
driise, Niere, Knochen und Gehirn exprimiert (Brown u.a., 1993; House u.a., 1997).
Dabei spielt er eine zentrale Rolle in der extrazelluldren Calciumhoméostase (Chatto-
padhyay u. a., 1997). Des Weiteren konnte auch eine Expression im Geschmacksgewebe
von Méusen mittels RT-PCR (Bystrova u.a., 2010) und Immunhistochemie (Maruya-
ma u.a., 2012) nachgewiesen werden. Neben Calcium aktivieren auch Aminosduren
(Conigrave u. a., 2000) und y-Glutamylpeptide (Ohsu u.a., 2010) den CASR. Es konn-
te gezeigt werden, dass y-Glutamylpeptide, allein geschmackslos, zur Verstarkung des
Siifs-, Salz- und Umamigeschmacks fithren (Ueda u.a., 1997; Ohsu u. a., 2010). Dabei
zeigt sich eine Verstarkung des Geschmacksreichtums und der Vollmundigkeit, was als
kokumi-Geschmack bezeichnet wird (Ueda u. a., 1990, 1997).

Vor zirka 10 Jahren wurde der GPRC6A als Mitglied der Glutamatrezeptor-Familie
identifiziert. Das Rezeptorgen wurde sowohl beim Menschen (Wellendorph und Brauner-
Osborne, 2004), der Maus (Kuang u. a., 2005) und der Ratte (Burhenne, 2004; Wellen-
dorph u. a., 2007) identifiziert. GPRC6A mRNA konnte in allen drei Spezies in verschie-
denen Geweben wie Niere, Lunge, Leber und Gehirn nachgewiesen werden (Burhenne,
2004; Wellendorph und Brauner-Osborne, 2004; Kuang u. a., 2005; Wellendorph u. a.,
2007). Ebenfalls wurde fiir alle drei Spezies gezeigt, dass der GPRC6A sensitiv fiir
basische Aminoséuren wie Ornithin, Lysin und Arginin ist (Wellendorph und Brauner-
Osborne, 2004; Kuang u.a., 2005; Christiansen u.a., 2007; Wellendorph u.a., 2007).
Fiir Méause und Ratten konnte mittels RT-PCR eine Expression in Geschmacksknos-
pen nachgewiesen werden (Wellendorph u.a., 2007; Bystrova u.a., 2010). Wéhrend
der murine Gprcb6a direkt iiber heterologe Expression in Oozyten oder tsA-Zellen deor-
phanisiert wurde (Wellendorph und Brauner-Osborne, 2004; Christiansen u.a., 2007;
Wellendorph u. a., 2007), konnte der menschliche GPRC6A nur iiber eine Chimére mit
einen Aminoséurerezeptor des olfaktorischen Epithels des Goldfisches (5.24) deorpha-
nisiert werden (Wellendorph und Brauner-Osborne, 2004).

Alle Mitglieder der Glutamatrezeptor-Familie besitzen eine &hnliche Struktur (verglei-
che Abbildung 1.2), die anhand der metabotropen Glutamatrezeptoren 1 (GRM]1)
und 5 (GRM5) am genausten untersucht wurde. Mittels Kristallstrukturanalyse konn-
te gezeigt werden, dass diese Rezeptoren eine grofe, extrazellulire amino-terminale
Doméne besitzen, welche ein sogenanntes Venusfliegenfallen-Motiv ausbildet (Kunis-
hima u.a., 2000). Dieses besteht aus zwei Klappen, welche bei Bindung eines Ago-
nisten von einer offenen, inaktiven Konformation in eine geschlossene, aktive Kon-
formation tibergehen (Kunishima u.a., 2000). In diesem Bereich erfolgt die Bindung

des Glutamats (Kunishima u.a., 2000). Das Venusfliegenfallen-Motiv ist charakteris-
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tisch fiir die Glutamatrezeptor-Familie und enthalt die orthosterische Bindungsstelle.
Der amino-terminalen Doméne schliefst sich eine cysteinreiche Doméne an. Sie besitzt
neun Cysteinreste, die mit Ausnahme der GABA-Rezeptoren, in der Glutamatrezeptor-
Familie hoch konserviert sind (Muto u.a., 2007). Die cysteinreiche Doméne verbindet
die amino-terminale Doméne mit der Transmembranregion und tibertriagt vermutlich
die Konformationsdnderung nach Agonistenbindung von der amino-terminalen Domé-
ne auf die Transmembranregion (Muto u. a., 2007), welche dann intrazelluldr mit dem
gekoppelten G-Protein interagieren kann.

Fiir den Siifrezeptor konnten mehrere Bindungsstellen identifiziert werden (siehe Ab-
bildung 1.3), was die Aktivierung durch strukturell unterschiedliche Substanzen ermog-
licht. So konnte iiber die Analyse chimérer Rezeptoren gezeigt werden, dass fiir die
Aktivierung des humanen Siiffrezeptors durch Cyclamat und Neohesperidin Dihydro-
chalkon (NHDC) die Transmembranregion der TAS1R3-Untereinheit essentiell ist (Xu
u. a., 2004; Winnig u. a., 2007). Der Siif- und Umamirezeptor-spezifische Inhibitor lac-
tisole bindet ebenfalls in diesem Bereich des Rezeptors (Xu u. a., 2004; Winnig u. a.,
2005). Auch die cysteinreiche Doméne der TAS1R3-Untereinheit konnte Teil einer Bin-
dungsstelle sein, denn Jang u.a. (2007) fanden, dass dieser Bereich wichtig fiir die
Aktivierung der Siifsrezeptors durch Brazzein ist. Viele Substanzen binden dennoch in
den orthosterischen Bindungsstellen der TASTR2- und TAS1R3-Untereinheit. So zum
Beispiel, natiirliche Zucker wie Saccharose und Glukose sowie die strukturell verwand-
te Sucralose (Nie u.a., 2005). Durch die alleinige Expression der amino-terminalen
Doménen des Maus Taslr2 und Taslr3 konnte gezeigt werden, dass die Untereinheiten
unterschiedliche Affinitdten gegeniiber diesen Liganden aufwiesen (Nie u. a., 2005). Fiir
die Aktivierung anderer Siifsstoffe wie Saccharin, Acesulfam K, Aspartam oder Stevio-
side ist die TAS1R2-Untereinheit entscheidend (Masuda u. a., 2012; Zhang u. a., 2010;
Xu u. a., 2004). Uber einzelne Aminosiureaustausche in diesem Bereich des Rezeptors
konnte gezeigt werden, dass die Aminosdurereste im Rezeptor, mit denen diese Sub-
stanzen interagieren, nur zum Teil iiberlappen (Masuda u. a., 2012). Die Arbeitsgruppe
um Zhang geht davon aus, dass die amino-terminale Doméne der TAS1R2-Untereinheit
zwei benachbarte Ligandeninteraktionsstellen besitzt. Dem Modell nach ermdogliche dies
eine Bindung von Agonisten und Verstarkern gleichzeitig in dieser Rezeptordoméne und
bewirke dadurch eine Stabilisierung der geschlossenen, aktiven Rezeptorkonformation
(Zhang u.a., 2010). Eine Bestétigung dieser Hypothese durch andere Arbeitsgruppen
steht bisher jedoch aus.
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Abb. 1.3: Schematische Darstellung experimentell untersuchter Bindungsstellen am huma-
nen Siifirezeptor (Inhib.) kennzeichnet inhibitorische Bindungsstellen. (1) Xu u. a. (2004);
(2) Jiang u.a. (2004); (3) Nie u.a. (2005); (4) Winnig u.a. (2005); (5) Galindo-Cuspinera
u.a. (2006); (6) Koizumi u.a. (2007); (7) Zhang u.a. (2008); (8) Slack (2009); (9) Zhang
u.a. (2010); (10) Assadi-Porter u.a. (2010b); (11) Klasen (2011); (12) Liu u.a. (2011); (13)
Masuda u.a. (2012); (14) Masuda u.a. (2013); (15) Sanematsu u.a. (2014); (16) Jiang u. a.
(2005a); (17) Jiang u.a. (2005b); (18) Winnig u. a. (2007)

1.4 Signaltransduktion des Siifsrezeptors in

Geschmacksrezeptorzellen

Doch was geschieht innerhalb der Geschmacksrezeptorzellen nachdem der Siifirezeptor
aktiviert wurde? Mit welchen G-Proteinen interagiert der Siifrezeptor und welche in-
trazellulare Signalkaskade ist dem nachgeschaltet? Bereits 1992 wurde im Geschmacks-
gewebe von Ratten die Ga-Proteinuntereinheit Gagustducin nachgewiesen. Sie gehort
zur Klasse der Gai-Proteine und ist mit dem Transducin, dem G-Protein der optischen
Signaltransduktion in Stédbchen und Zapfen, verwandt (McLaughlin u. a., 1992). Der
Knock-out des Gagustducins fiihrte zu einer drastisch reduzierten Nerven- und Ver-
haltensantwort bei M&ausen gegeniiber Zuckern und Siifstoffen (Wong u.a., 1996; Da-
nilova u. a., 2006; Tomonari u.a., 2012). Kolokalisationsstudien demonstrierten, dass
Gagustducin vor allem im weichen Gaumen und den Pilzpapillen von Mausen mit
den Siifrezeptoruntereinheiten koexprimiert ist (Tomonari u.a., 2012). Hingegen ist
nur ein Teil der Taslr3-exprimierenden Zellen in den Wallpapillen von Méausen mit
Gagustducin kolokalisiert (Kim u. a., 2003; Shindo u. a., 2008). Da sich in den Wallpa-
pillen nur wenige Taslrl-exprimierende Zellen befinden (Stone u.a., 2007; Voigt u. a.,
2012) und somit die Tas1r3-Expression vor allem Siifirezeptorzellen markiert, weist dies
auf weitere Ga-Proteine hin, die dort mit dem Siifrezeptor koexprimiert sind. Insbe-
sondere das zur Gaqg-Familie gehorende Gal4 ist in Wallpapillen von Mausen mit der
Taslr3-Untereinheit koexprimiert (Shindo u.a., 2008). Des Weiteren konnten im Ge-

schmacksgewebe von Nagern die Ga-Proteinuntereinheiten Gaq und Gal5 (Kusakabe
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u. a., 1998) sowie Gas, Gai2 und Gai3 (Kusakabe u. a., 2000) nachgewiesen werden,
eine Kolokalisation mit dem Siifsrezeptor wurde jedoch nicht untersucht. Zusammen-
gefasst weisen die Ergebnisse darauf hin, dass neben Gagustducin auch Gal4 beim
Stifsgeschmack der Maus von Bedeutung sind.

Die Koexpression des humanen Siiffrezeptors mit Ga-Proteinuntereinheiten ist bislang
nicht untersucht, dennoch ist Gagustducin vermutlich auch hier von Bedeutung. So
konnte Gagustducin in humanen Wallpapillen nachgewiesen werden (Takami u. a., 1994;
Tizzano u. a., 2015), sowie dessen Koexpression mit Bittergeschmacksrezeptoren (Beh-
rens u.a., 2007). Weiter unterstiitzt wird die Bedeutung des Gagustducins fiir den
menschlichen Siifgeschmack durch Untersuchungen am Rhesusaffen. In dieser dem
Menschen nahe verwandten Spezies fanden Ishimaru u.a. (2012) den MmulTAS1R2
stets mit Gagustducin koexprimiert, jedoch nicht mit Gal4.

Als fv-G-Protein-Untereinheiten konnten 51 und 33 sowie y13 im murinen Geschmacks-
gewebe nachgewiesen werden (Huang u. a., 1999; Rossler u. a., 2000). Mittels Einzelzell-
RT-PCR und anschlieffender Southern-Blot Hybridisierung wurde in Gagustducin-po-
sitiven Zellen auch Gf3-, G1- und Gv13-Expression beobachtet (Huang u.a., 1999).
Die Gy13-Untereinheit ist in der Lage sowohl mit GS1 und G53 Komplexe zu bilden
(Blake u. a., 2001), welche PhospholipaseC52 (PLCS2) aktivieren (Rossler u. a., 2000).
Dass dieser Signalweg in Geschmacksrezeptorzellen ablauft, wurde durch tierexperimen-
telle Untersuchungen gezeigt. So wiesen Plc52 Knock-out Mause keine Nervenantwort
auf siifs-, bitter- oder umami-Stimuli auf (Zhang u. a., 2003). Die Aktivierung der G-
Untereinheit fiithrt iiber Plc52 zur Erh6hung der Konzentration an Inositoltrisphosphat
(IP3) (Rossler u.a., 2000). Einige Jahre zuvor hatten Bernhardt u.a. (1996) in Wallpa-
pillen von Ratten nach Stimulation mit Saccharin eine Erhéhung des IP3 beobachtet.
Insitoltrisphosphat bewirkt tiber den IP3-Rezeptor 3 (IP3R3) eine Calcium-Freisetzung
aus dem Endoplasmatischen Retikulum. Der IP3r3 der Ratte konnte in Gagustducin-
und Gryl3-exprimierenden Zellen immunhistochemisch nachgewiesen werden (Clapp
u. a., 2001). Der Anstieg der intrazelluldren Calcium-Konzentration fithrt zur Aktivie-
rung eines Kationenkanals (engl. Transient receptor potential M5, Trpm5) was zum
Kationeneinstrom und zur Depolarisation fithrt (Liu und Liman, 2003; Prawitt u. a.,
2003). Die Bedeutung des Trpmb5-Kanals wurde ebenfalls iiber Knock-out Méause be-
statigt, da diese keine Préaferenz fiir oder Nervenantwort auf die Gabe von siifs-, bitter-
oder umami-Stimuli aufwiesen (Zhang u. a., 2003). Schlieflich kommt es auf Grund der
Zelldepolarisation zur Freisetzung von ATP vermutlich iiber Calhm1 (engl. Calcium ho-
meostasis modulator 1) einem spannungsabhéngigem lonenkanal (Taruno u. a., 2013)
oder Connexin Hemikanéle (Romanov u. a., 2007). Auch Pannexin Hemikanéle wurden

als ATP-Kanile in Geschmacksrezeptorzellen vermutet (Huang u.a., 2007). Da Pan-

11



1 Einleitung

nexin 1 Knock-out Méuse jedoch keine Beeintrachtigung im Geschmackspraferenztest
oder in Nervenableitungen aufweisen und normale ATP-Sekretion aufzeigen, ist deren
Bedeutung umstritten (Vandenbeuch u. a., 2015; Tordoff u. a., 2015). ATP wirkt direkt
an purinergen Rezeptoren der afferenten Nervenfasern, wodurch die Geschmacksinfor-
mation ins Gehirn weitergeleitet werden kann (Finger u. a., 2005).

Wihrend der Gf~-abhéngige Signalweg recht detailliert beschrieben ist, so sind die
durch die Ga-Untereinheit aktivierten Signalmolekiile weniger gut untersucht. Es konn-
te gezeigt werden, dass eine Kurzform des Gagustducins in vitro eine Phosphodiesterase
(PDE) aktiviert (Moriyama u.a., 2002). Einige Jahre spéter beobachteten Clapp und
Kollegen in Gagustducin Knock-out Méausen einen erhchten basalen cAMP-Spiegel in
Geschmacksrezeptorzellen. Die Autoren gehen davon aus, dass Gagustducin konstitu-
tiv fiir einen stindig niedrigen cAMP-Spiegel sorgt, was eine Aktivierung der Protein-
kinase A (PKA) verhindert. Eine Aktivierung der PKA fiihrt demnach zur Hemmung
der Plc52 und des IPsr3, was den Calciumanstieg in der Zelle verhindert. Somit hélt
Gagustducin die Geschmacksrezeptorzelle responsiv (Clapp u.a., 2008). Dennoch ist
nach Stimulation von Ratten- und Méausezungengewebe mit Saccharose oder Saccharin
ein Anstieg der cAMP-Konzentration beobachtet worden (Striem u. a., 1989; Nakashi-
ma und Ninomiya, 1999; Trubey u.a., 2006). Dies erfolgt vermutlich {iber die Akti-
vierung der Adenylatcyclase8 (ACS), welche mit Gagustducin und PlcS2 in Ratten
partiell koexprimiert ist (Abaffy u.a., 2003; Trubey u.a., 2006). Dabei beobachteten
Trubey u.a. (2006) nach Gabe von Saccharose einen Calcium-abhéngigen wie auch
Calcium-unabhéngigen Anstieg der intrazellularen cAMP-Konzentration. Daraus lésst
sich schlussfolgern, dass die Aktivierung der Adenylatcyclase und der dadurch bedingte
Anstieg der cAMP-Konzentration sowohl primar, also direkt iiber das G-Protein, wie

auch sekundér, das heifit iiber den Anstieg der Calciumkonzentration, reguliert wird.

1.4.1 Bedeutung akzessorischer Proteine fiir

Geschmacksrezeptoren

An der intrazelluldren Signalkaskade sind jedoch nicht nur die beschriebenen Kompo-
nenten beteiligt, sondern auch so genannte akzessorische Proteine, die in der Lage
sind die Ligandenerkennung oder den Membrantransport von Rezeptoren zu beeinflus-
sen. Proteine, die die Membranlokalisation und Expression von Geruchsrezeptoren im
heterologen Expressionssystem verbessern, wurden von Saito u.a. (2004) identifiziert
und als RTP (engl. receptor transporting protein) und REEP (engl. receptor expression
enhancing protein) bezeichnet. Sie fanden Rtpl-, Rtp2-, Rtp4- und Reepl-mRNA in
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Abb. 1.4: Schematische Darstellung der intrazelluliren Signalkaskade in Siifigeschmacks-
rezeptorzellen. Abkiirzungen: ACS8: Adenylatcyclase 8, ATP: Adenosintriphosphat,
CALHM1: engl. Calcium homeostasis modulator 1, Ca?': Calcium-Ion, cAMP: cy-
clisches Adenosinmonophosphat, CONX: Connexin Hemikanal DAG: Diacylglycerol,
ER: Endoplasmatisches Retikulum, Gagust: Gagustducin, IPj3: Inositoltrisphosphat,
IP3R3: Inositoltrisphosphat-Rezeptor 3, PDE: Phosphodiesterase, PIP5: Phosphatidyl-
Inositolbisphosphat, PLCS2: Phospholipase C52, PKA: Proteinkinase A, TRPM5: engl. tran-
sitent membrane receptor potential 5

olfaktorischen Neuronen der Maus exprimiert und beobachteten, dass insbesondere die
Koexpression von Rtpl und Rtp2 die Membranstandigkeit von heterolog exprimierten
murinen Geruchsrezeptoren in HEK293T-Zellen verbesserte (Saito u.a., 2004). Zwei
Jahre spéter wurde der Einfluss dieser akzessorischen Proteine auf die funktionelle
Expression von Bitterrezeptoren untersucht. Behrens u.a. (2006) fanden mittels RT-
PCR RTP2 und RTP4 sowie REEP1-6 in humanen Wallpapillen exprimiert. Weiterhin
war die Reaktion des humanen Bitterrezeptors TAS2R16 bei heterologer Expression
in HEK293T-Zellen durch Koexpression von RTP3 oder RTP4 stark verbessert (Beh-
rens u. a., 2006). Ahnlich wie bei den Geruchsrezeptoren ist dies auf eine verbesserte
Membranlokalisation des Rezeptors zuriickzufiihren. Andere Bitterrezeptoren wie der
humane TAS2R14 und der humane TAS2R43 zeigten auch ohne Koexpression der ak-
zessorischen Proteine eine gute Aktivierbarkeit in vitro (Behrens u. a., 2006). Auch fiir
den Siifsrezeptor der Maus Tas1r2-Taslr3 wurde eine verbesserte Aktivierbarkeit durch
Saccharose und Glukose bei Koexpression mit Reep2 in HEK293E-Zellen beobachtet
(Ilegems u. a., 2010). Ilegems und Kollegen zeigten, dass Reep2 die Akkumulation des
Stifirezeptors in so genannten ,lipid rafts“ (Lipdfloke) fordert. Dabei handelt es sich um
Aggregate von Cholesterol, Sphingolipiden und Proteinen (Simons und Ikonen, 1997).
Man vermutet, dass die Assoziation von Rezeptor und nachgeschalteten Signalmolekii-

len in diesen Lipidfléfsen eine effektive und gerichtete Signalweiterleitung ermdglicht
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(Simons und Tkonen, 1997). Dass dieses auch in vivo von Bedeutung sein kénnte, wird
durch die Kolokalisation des Reep2-Proteins mit den Proteinen fiir Trpm5 und Taslr3
in murinen Wallpapillen unterstiitzt (Ilegems u. a., 2010).

Auch fiir den Casr der Ratte wurden akzessorische Proteine als Voraussetzung fiir eine
korrekte Plasmamembranlokalisierung im heterologen Expressionssystem identifiziert.
Bouschet und Kollegen zeigten, dass der Casr nur in Anwesenheit von RAMP1 (engl.
receptor actiwity modifying protein 1) oder RAMP3 (engl. receptor activity modifying
protein &) vollstdndig glykosyliert ist und an die Plasmamembran von COS-7 Zellen
transloziert (Bouschet u.a., 2005). Bereits 1998 konnte die Bedeutung der RAMPs
bei der Rezeptorglykosylierung gezeigt werden. McLatchie und Kollegen fanden, dass
der CRLR (engl. Calcitonin receptor like receptor) nur in Anwesenheit von RAMP1
vollstiandig glykosyliert und CGPR- (engl. Calcitonin-gene related peptide) sensitiv ist.
Bei Anwesenheit von RAMP2 oder RAMP3 liegt eine unvollstindig glykosylierte Form
vor, die ebenfalls zur Plasmamembran transportiert wird und dort als Adrenomedullin
Rezeptor fungiert. Somit beeinflusst die Expression von RAMP die Ligandenspezifitéit
des CRLR (McLatchie u. a., 1998). Die hier exemplarisch vorgestellten akzessorischen
Proteine zeigen bereits wie vielfaltig deren Einfluss sein kann. Daher kann auch die Ko-
expresssion von akzessorischen Proteinen die Reaktion von Rezeptoren im heterologen

Expressionssystem beeinflussen.

1.5 Nutzen und Limitationen von Modellsystemen

zur Charakterisierung des Siifsrezeptors

Zur Untersuchung des Siifsrezeptors werden haufig zellbasierte Testsysteme genutzt in
denen der Siifrezeptor endogen oder heterolog exprimiert ist. Dies erleichtert die Suche
nach neuen Siifsgeschmacksstoffen oder -verstarkern und minimiert dadurch aufwendige
und zeitintensive Sensorikstudien. Zum Finden neuer Siifistoffe wére die Verwendung
von dauerhaft lebenden humanen Siifsgeschmacksrezeptorzellen ideal. Dies ist jedoch
schwierig, da sich differenzierte Geschmacksrezeptorzellen zirka alle zehn Tage erneuern
und somit nur eine kurze Lebensdauer haben (Beidler und Smallman, 1965). Bisher ge-
lang eine Kultivierung von Zellen der humanen Pilzpapillen iiber die Dauer von zirka
7 Passagen (Ozdener u.a., 2011), wobei jedoch keine getrennte Kultivierung der un-
terschiedlichen Zelltypen der Geschmacksknospe moglich ist. Eine dauerhafte Kultivie-
rung bitter-responsiver Zellen aus menschlichen Pilzpapillen gelang durch Einbringen

des Adenoviruses in isolierte Zellen (Hochheimer u.a., 2014). Uberraschender Weise

14



1 Einleitung

konnten in diesen Zellen die Gene fiir Gagustducin, TRPMb5 oder PLC/32 nicht nach-
gewiesen werden (Hochheimer u.a., 2014).

Daher werden bisher immortalisierte Zellen genutzt, die nicht dem Geschmacksgewebe
entstammen. Zelllinien mit endogener Siifrezeptorexpression entstammen meist dem
Gastrointestinaltrakt und dienen der Charakterisierung der Siifrezeptorfunktion im
Darm oder im Pankreas. Dazu wurde zum Beispiel die NCI-H716-Zelllinie genutzt, ei-
nem Modell fiir humane L-Zellen (Jang u.a., 2007) oder GLUTag-Zellen, welche ein
Modell fiir enteroendokrine Zellen der Maus darstellen (Margolskee u. a., 2007; llegems
u.a., 2010). Zur Untersuchung der Funktion des Siiffrezeptors in pankreatischen [-
Zellen wurden MIN6-Zellen verwendet (Nakagawa u.a., 2009), welche einem murinen
Pankreastumor entstammen (Miyazaki u.a., 1990). In all diesen Zelllinien fanden die
Autoren die Siiffrezeptoruntereinheiten und Gagustducin endogen exprimiert. In wie
weit sich diese Zelllinien als Modell fiir orale Geschmacksrezeptoren eignen ist nicht
eindeutig geklért.

Im Gegensatz zu Zelllinien mit endogener Siifsrezeptorexpression bietet die heterologe
Expression die Moglichkeit, die Rezeptorsequenz gezielt zu manipulieren und somit
Ligandeninteraktionsstellen am Rezeptor zu identifizieren. Diese Untersuchungen der
Struktur-Funktionsbeziehung erméglichen unter anderem einen Einblick in die Akti-
vierungsmechanismen von Rezeptoren. Weiterhin bieten Zellen mit heterologer Expres-
sion des Stifsrezeptors, durch Kontrollzellen ohne Siifsrezeptortransfektion ein besser
kontrollierbares Modell. Wahrend fiir die Deorphanisierung und Charakterisierung des
GPRC6A beziehungsweise des CaSR auch Oozyten oder COS-7-Zellen genutzt wur-
den (Christiansen u. a., 2007; Bouschet u. a., 2005), finden die meisten Untersuchungen
des humanen oder murinen Siifirezeptors in HEK293-Zelllinien (engl. Human embryo-
nic kidney cells) statt. Diese adhérente Zelllinie wurde bereits 1977 aus embryonalen
Nierenzellen durch Transformation mit dem Adenovirus 5 entwickelt (Graham u.a.,
1977) und ist mittlerweile in verschiedenen Abwandlungen kommerziell erhéltlich. Zur
Analyse des Siifsrezeptors in HEK293-Zellen erfolgt die heterologe Koexpression des
Rezeptors zusammen mit einem ebenfalls heterolog exprimierten Ga-Protein. In der
Regel werden dazu die Ga-Proteine Gal5 oder Gal6 genutzt, welche in der Lage sind,
mit vielfdltigen GPCRs zu interagieren (Offermanns und Simon, 1995) und diese an
einen PLC-, Calcium-abhéngigen Signalweg zu koppeln. Um die Rezeptorinteraktion
des G-Proteins weiterhin zu verbessern, werden neben Gal5 oder Gal6 auch Chimé-
ren dieser genutzt. Dabei sind die C-terminalen 5 bis 44 Aminosduren ausgetauscht
(Ueda u.a., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere diese C-terminalen
Aminosauren des Ga-Proteins wichtig fiir die Interaktion mit dem gekoppelten Rezep-

tor sind (Conklin u.a., 1993). Durch Manipulation dieses Bereichs des Ga-Proteins
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kann eine optimale Interaktion zwischen Rezeptor und G-Protein erreicht und der Re-
zeptor an die gewlinschte intrazelluldre Signalkaskade gekoppelt werden. Das heifst,
auch Gai-koppelnde Rezeptoren konnen iiber einen Signalweg, welcher klassisch fiir
die Aktivierung von Gag-Proteinen ist, analysiert werden.

Doch wie gut spiegeln solche heterologen Expressionssysteme den Siifsgeschmack wi-
der? Denn heterologe Expressionssysteme sind nur sinnvoll, wenn sie siiffe Substanzen
verldsslich erkennen und zu reproduzierbaren Ergebnissen fiihren, welche den Siiftge-
schmack in vivo reflektieren. Wie in der Tabelle (1.1) dargestellt, korrelieren die be-
obachteten Detektionsschwellen in vivo zum Teil sehr gut mit den Schwellwerten im
HEK?293-basierten heterologen Expressionssystem. So besitzt Saccharose eine Detekti-
onsschwelle zwischen 6,4 mM (Poirier u. a., 2012) und 20 mM (Li u. a., 2002) und einen
Schwellwert von 10 mM bis 30 mM im HEK293-basierten Testsystem (Li u. a., 2002; Xu
u. a., 2004). Auch fiir Saccharin liegt der Schwellwert der Rezeptoraktivierung im hete-
rologen Expressionssystem von 30 uM (Li u. a., 2002; Masuda u. a., 2012) zwischen den
publizierten Detektionsschwellwerten in vivo von 6,5 1M (Mojet u. a., 2001) bis 100 pM
(Li u.a., 2002). Eine sehr gute Korrelation fand sich ebenfalls zwischen den beobach-
teten Schwellwerten fiir Steviolglykoside in vivo und in vitro (Hellfritsch u.a., 2012).
Dass es durchaus auch grofere Schwankungen zwischen den zellbasierten Testsyste-
men gibt, zeigen die in vitro-Schwellwerte fiir Aspartam, wihrend Li u. a. (2002) einen
Schwellwert von 0,1 mM im HEK293 Ga15-Zellen beobachteten, fanden Liu u. a. (2011)
einen 10-fach hoheren Schwellwert von 1 mM. Doch auch methodische Unterschiede in
den sensorischen Untersuchungen fiithren zu teilweise starken Schwankungen zwischen
den publizierten Detektionsschwellen, wie die Tabelle 1.1 zeigt. Eine 3-fach bis 10-fach
hohere oder niedrigere Konzentrationen zwischen in vivo und in vitro sind daher keine
Seltenheit. Zusammenfassend weisen diese Beispiele jedoch darauf hin, dass fiir die meis-
ten Zucker und Siifsstoffe die Detektionsschwellen in vivo gut mit den Schwellwerten

der Rezeptoraktivierung im heterologen HEK293-basierten Testsystem korrelieren.

Im Gegensatz zu den genannten Studien beobachtete Hillmann u.a. (2012) eine Ak-
tivierung des humanen Siifrezeptors in HEK293 Galbi3-Zellen durch 5-Acetoxy-2-
methylfuraldehyd ohne intrinsische Siife fiir diese Substanz in sensorischen Untersu-
chungen zu beobachten. Bei Verwendung des gleichen zellbasierten Testsystems be-
obachtete Marcel Winnig diese Diskrepanz ebenfalls fiir weitere Substanzen (unverdf-
fentlicht, DIfE, Abt. Molekulare Genetik). Wahrend diese Zellen eine Aktivierung des
menschlichen Siifsrezeptors fiir alle bekannten Zucker und Siifsstoffe aufweisen, das heift
keine falsch-negativen Ergebnisse beobachtet wurden, zeigen sie jedoch auch fiir einige
Substanzen ohne intrinische Siifse eine Rezeptoraktivierung an. Als mogliche Ursachen

fiir solche falsch-positiven Ergebnisse von Chemorezeptoren im heterologen Expressi-
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Tab. 1.1: Publizierte Schwellwerte und EC50-Werte in vivo und in vitro

Substanz Detektionsschwel- | Schwellwert in wvi- Zellsystem
le in vivo tro
Saccharose | 20mM (1) 10-30 mM (1) HEK293 Galb
2,5mM (2) 10mM (4) HEK?293 Galb
6,4mM (3)
11,4-23,8mM (5)
Saccharin 100 pM (1) 30uM (1) HEK293 Galb
6,5-16 pM (2) 30uM (7) HEK293T
Gal6gustd4
Aspartam 1mM (1) 0,1mM (1) HEK293 Galb
0,064-0,088 mM 1mM (9) HEK293E
(5) Gal6gustdd
Steviosid 11,1 uM* (8) 4,3nM (8) HEK293 Galbi3
(8)
D-Trypto- 0,5 mM (1) 0,3mM (1) HEK293 Galb
phan
0,48 mM (6) 0,3mM (7) HEK293T
Galbgust44

*FErkennungsschwelle; Die aufgefiithrten in vitro-Schwellenwerte sind aus den

Konzentrations-Wirkungskurven der genannten Publikationen abgeschatzt. Ebenso

erfolgte die Abschétzung der von Li u.a. (2002) angegebenen sensorischen
Schwellenwerte aus dem Diagramm. Die angegebenen G-Proteine sind zum Teil

transient, zum Teil stabil transfiziert. Quellen: (1) Li u.a. (2002), (2) Smagghe und
Louis-Sylvestre (1998), (3) Poirier u.a. (2012), (4) Xu u.a. (2004), (5) Mojet u. a.

(2001), (6) Schiffman u.a. (1981), (7) Masuda u.a. (2012), (8) Hellfritsch u. a. (2012),

(9) Liu u.a. (2011)
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onssystem werden verschiedene Aspekte wie das heterolog exprimierte G-Protein oder
die Koexpression akzessorischer Proteine diskutiert (Hillmann u. a., 2012; Behrens u. a.,
2006; Saito u. a., 2004; Shirokova u. a., 2005; Ilegems u. a., 2010). Welchen Beitrag die-
se Komponenten jedoch tatsédchlich dazu leisten oder ob es weitere Ursachen gibt, ist

bisher nicht geklart.

18



1 Einleitung

1.6 Zielstellung

Auf der Suche nach neuen geschmacksoptimierten Siifistoffen kommen meist zellbasierte
heterologe Expressionssysteme zum Einsatz, da sie ein schnelles Testsystem darstellen
und weniger kostenintensiv sind als aufwendige Sensorikstudien. Voraussetzung dafiir
ist jedoch, dass die beobachtete Rezeptoraktivierung im zellbasierten Testsystem den
Stifsgeschmack sensorischer Untersuchungen reflektiert. Dies ist jedoch nicht immer der
Fall. In der vorliegenden Arbeit sollten die Ursachen fiir Unterschiede zwischen der
Stfsrezeptoraktivierung im zellbasiertem Testsystem und dem Siiffgeschmack in senso-
rischen Untersuchungen geklért werden. Damit soll nicht nur das vorhandene Scree-
ningsystem optimiert werden, sondern vor allem Molekiile identifiziert werden, die die
Funktionsweise des Siifrezeptors beeinflussen und somit wichtig fiir dessen Aktivie-
rung sind. Zur Klarung dieser Frage wurde zu Beginn der Arbeit ein Set an strukturell
verwandten Substanzen, mit und ohne Diskrepanz zwischen Siifsrezeptoraktivierung in
vitro und Siifgeschmack in vivo, ausgewdhlt. Deren Siifsrezeptoraktivierung sollte in
verschiedenen zelluldren Testsystemem untersucht werden, um ein System zu finden,
welches die intrinsichen sensorischen Eigenschaften widerspiegelt. Dieses System soll-
te dann genutzt werden, um die molekularen Ursachen fiir die Abweichung in wvitro
zu klaren und somit bisher unbekannte Einflussfaktoren auf die Aktivierung des Siifs-
rezeptors zu identifizieren. Als mogliche Einflussfaktoren auf die Funktionsweise des
Stifsrezeptors kommen das heterolog exprimierte Ga-Protein, akzessorischer Proteine
und verwandte Rezeptoren im heterologen Expressionssystem in Frage. In einem zwei-
ten Teil der Arbeit sollten die siiffen Komponenten in der bisher kaum beschriebenen
vietnamesischen Pflanze Mycetia balansae identifiziert und deren Eignung als potenti-
elle natiirliche Siifistoffe iiberpriift, sowie die Interaktionsstelle dieser Substanzen am

humanen Siifrezeptor charakterisiert werden.
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2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Sofern nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien im héchsten Reinheitsgrad von
Carl Roth GmbH (Karlsruhe), VWR (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich (Taufkirchen)

bezogen.

2.1.2 Geschmacksstoffe

Die Geschmackstoffe und -derivate Hesperitin, Eriodictyol, 7,3’-Dihydroxy-4’-methoxy-
flavan, 3’-Methoxy-4",5,7-trihydroxyflavan, Vanillin, 2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd,
Ethylvanillin, 4-Ethoxybenzaldehyd sowie die Balansine A, B, und C wurden von Sym-
rise AG Holzminden zur Verfiigung gestellt. Aspartam, Natrium-Saccharin, Sucralose
und y-Glutathion (yGSH) wurden von Sigma bezogen. Acesulfam K und Saccharose
stammen von Fluka beziehungsweise Merck. Die Substanzen Steviosid und Cyclamat

waren ein Geschenk von Dr.Hoppe.
2.1.3 Enzyme

Tab. 2.1: Verwendete Enzyme

Enzym Hersteller
DNasel Invitrogen Life Technologies, Darmstadt, D
Polynukleotidkinase New England Biolabs, Frankfurt/M., D
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Tab. 2.1: Verwendete Enzyme

Enzym

Pfu Polymerase

Pfu Ultra Polymerase

Shrimp Alkalische Phosphatase (SAP)

T4 DNA-Ligase

Taq Polymerase

RNasel

Reverse Transkriptase Superscript 11

RNase Inhibitor ,RiboLock"

Restriktionsendonuclasen

2.1.4 Antikorper

Tab. 2.2: Verwendete Antikorper

Hersteller

Promega, Mannheim, D

Agilent Technologies, Béblingen, D

Amersham Bioscience, Freiburg, D

New England Biolabs, Frankfurt/M., D

5 Prime GmbH, Hamburg, D

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D

Invitrogen Life Technologies, Darmstadt, D

Fermentas, St. Leon Roth, D

Fermentas, St. Leon Roth, D

Epitop Quell- gekoppelte | Hersteller Bestellnr. Verdiinnung
organismus | Gruppe

Hsv Maus Novagen 69171 1:15000

Flag Kanninchen Sigma F7425 1:2000

HA Kanninchen Sigma H6908 1:100

RAMP3 Kanninchen Santa Cruz | sc-11381 1:100

CaSR Maus Novous Bio- | NB120- 1:1000

logicals 19347
GPRC6A Kanninchen Acris G321 1:100
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Tab. 2.2: Verwendete Antikoérper

Epitop Quell- gekoppelte | Hersteller Bestellnr. Verdiinnung
organismus | Gruppe

Kanninchen | Ziege Alexa Fluor | Molecular A11034 1:2000

IgG 488 Probes

Maus IgG Ziege Alexa Fluor | Molecular A11029 1:1000
488 Probes

Kannichen | Ziege Alexa Fluor | Molecular A11010 1:1000

IeG 546 Probes

Biotin Steptavidin | Molecular S 21375 1:1000
Alexa Fluor | Probes
633

2.1.5 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebers-
berg, D) in der Qualitdtsstufe ,high purity salt free” synthetisiert. Mit Hilfe des Pro-
gramms ,,DNA-Calculator von Sigma-Aldrich wurden die Schmelztemperaturen (Tm)
sowie die Tendenz zur Bildung von Primerdimeren und Sekundérstrukturen berechnet.
Als Anlagerunstemperatur (Annealingtemperature) wurden stets 3°C von der errech-

neten Schmelztemperatur subtrahiert (Tm-3 °C).

Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide

Interne Name Sequenz 5’-3’

Nr.

Oligonukleotide zum Finfiigen von Agel-Restriktionsschnittstellen

S72 Mut_Agel F CGTCGACCGGTACACTTGCCAG
S73 Mut_Agel R CTGGCAAGTGTACCGCTCACG
S75 linker Mut Agel F CGAAACCGGTAGTATCTGCTC
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Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide

Interne Name Sequenz 5’-3’
Nr.
S76 linker Mut Agel R GAGCAGATACTACCGGTTTGC

Oligonukleotide fiir die Erstellung von TASIR-CASR-Chimdren

534 CASR_NTD F TAAGCTTCCACCATGGCATTTTA
TAGCTGCTGC

5255 CASR_C-term_R GTATGGCGGCCGCCTGAATTCAC

TACGTTTTCTGTAACAGTGC
5256 CASR_CRD_F TGCAGCCGAGACTGCCTGG
5257 CASR_TM_F CCCTTTGGGATCGCACTCAC

5258 TAS1IR2 NTD_ R CCAGGCAGTCTCGGCTGCACATGGA
CATAGGGATCGTGTTGTTG

5259 TASIR3 NTD_R CCAGGCAGTCTCGGCTGCACCGGGA
CACGGGCTTCTG

5260 TAS1IR2 CRD R GTGAGTGCGATCCCAAAGGGCTCAT
GCCATTCCAGGAAGACC

5261 TAS1IR3 CRD_R GTGAGTGCGATCCCAAAGGGCTCGC

CCCATGCCAGGAAC

5262 CASR_CRD_R CTCCGTCCACGACAGAAACTC

5263 TAS1IR2 TM_F GAGTTTCTGTCGTGGACGGAGGCAC
CCACCATCGCTGTG

5264 TASIR3 TM_F GAGTTTCTGTCGTGGACGGAGCCG
GCTGTGCTGCTGCTGCTC

Oligonukleotide fiir Punktmutationen tm TAS1R2

5225 TASIR2 167S F GGAGTATGAAGTGAAGGTGAGCGGC
TACAACCTCATGCAGG
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Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide

Interne Name Sequenz 5’-3’
Nr.

5226 TASIR2 167S_R CCTGCATGAGGTTGTAGCCGCT
CACCTTCACTTCATACTCC

5227 TAS1IR2 Y2825 F  GCCCGACCTGACCCTGAG
CCACTTCTTCAATGAG

5228 TASIR2 Y282 R CTCATTGAAGAAGTGGCTCAGGGT
CAGGTCGGGC

5229 TASIR2 V309 F GCCATCGACCCGAGCCTGCACAACCTCAC
5230 TASIR2 V309 R GTGAGGTTGTGCAGGCTCGGGTCGATGGC

RT-PCR Oligonukleotide

206 GAPDH_F ACCACAGTCCATGCCATCAC

207 GAPDH_R TCCCACCACCCTGTTGCTGTA

463 TASIRx 224 F TTGCCATGATACACAGCATTGAGA
464 TASIRx_ 601 R CCAACCAGATTTCTGAATCAGGTG
1158 CASR_TM4 F CTCAACTGCAGTTCCTGCTC

1163 CASR_TM5 R GAAGGCAAAGAAGAAGCAGATGG

Oligonukleotide zur Sequenzierung

S74 pcDNA5 1673 R CGAGAGCTGCATCAGGTCGG
S77 pcDNA3/5 end F GAAAAGTGCCACCTGACGTC
378 pcDNA3/5_433 R CATTGACGTCAATGGAAAGTCC
S254  TASIR2 503 R CTGATGGCGCTGTAGGTC

310 TASIR2 411 F TGTCATTGGCCCTGACAACTC
311 TASIR2 955 F TTGGGCACCTTCCTGGG

312 TASIR2 1503 F  AGGGCAAAAGAAGAAGCCTGTG
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Tab. 2.3: Verwendete Oligonukleotide

Interne Name Sequenz 5’-3’

Nr.

313 TAS1R2 2002 F GCCTACAGCTACTGGGTCCGCTA

314 TAS1R3 411 F TGTGCTGGCTGTCATCGG

315 TASIR3 960 F GGTGCTTGGCTTCCTCCAGA

316 TASIR3 1532 F TCAAGGGGTTCCACTCCTGC

317 TASIR3 2050 F GTGGTGCTGCTGGCCAT

318 TAS1Rx 555 F CTTCATTTTTACGGACTGTGCCC

319 TASIRx 1097 F TGCGCATATGTCAAGGACACTGAT

320 TASIRx 1648 F CTGTCCTGAAAATCATTACACTAAT
CAGACAG

321 TAS1Rx 2149 F CCAGGTTGTCATTTGCACACTCTG

330 CMV_F CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

331 BGH R TAGAAGGCACAGTCGAGG

Die fett gedruckten Nukleotide zeigen die Fehlpaarung fiir die Mutation an. Fiir die
RT-PCRs der RTPs und REEPs wurden die Primer aus Behrens u. a. (2006) verwendet
(Interne Nr. MB 148-159 REEP, MB 197-204 RTP).

2.1.6 Plasmide

Die fiir die heterologe Expression verwendeten Rezeptoren und Proteine lagen bereits
in Expressionsvektoren vor oder wurden im Laufe der vorliegenden Arbeit in solche ein-
gebracht. Dazu wurde zum einen der Vektor pcDNA5/FRT/PM genutzt, welcher auf
dem kommerziellen pcDNA5/FRT Vektor von Invitrogen (Karlsruhe, D) basiert. Dieser
wurde von Bernd Bufe durch Zerstoren der EcoRI-Schnittstelle modifiziert. Dadurch
war die FcoRI-Erkennungssequenz in der ,multiple cloning site” einmalig im Vektor und

konnte fiir Klonierungsvorgénge genutzt werden. Des Weiteren wurde ein pcDNA3/To
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Vektor genutzt. Dieser wurde von Marcel Winnig durch Einbau des Tetracyclin Ope-
rators (2x TetOy) basierend auf dem pcDNA3 Vektor von Invitrogen (Karlsruhe, D)

erstellt. Alle genutzten Vektoren enthalten ein Ampicillin Resistenzgen. Zur Kontrolle

der Expression wurden einige Rezeptoren mit einer Epitop-Sequenz versehen. Einen

Uberblick iiber die verwendeten Plasmide gibt die folgende Tabelle 2.4. In der Sequenz

des verwendeten Calcium-sensing Rezeptor ist ein flag-Epitop enthalten. Alle mit S

benannten Plasmide wurden im Laufe der vorliegenden Arbeit erstellt.

Tab. 2.4: Verwendete Plasmide

Interne Vektor

Nr.

Wildtyp Rezeptoren

DNA-Sequenz

Bemerkungen

358 pcDNASFRT/PM  TAS1R2-flag Erstellt von Marcel
346 peDNA3/To TAS1R3-hsv Winnig
S11 pcDNA3/To TAS1R2-flag- Klonierung TAS1R2-
TAS1R3-hsv flag aus Plasmid 358
in Plasmid 346 (siehe
Abschnitt 2.2.14)
172 pcDNA5/FRT/PM  sst-TAS1Rx-hsv Konstruktion Hartwig
Schmale
AB23 pcDNA3.1 CASR Konstruktion S.
Kalisch-Jadeln,  zur
Verfligung gestellt von
Anne Brockhoff (AB)
Rezeptormutanten
S15 pcDNA3/To TAS1R2-167S-flag-
TAS1R3-hsv
S16 pcDN3/To TAS1R2-Y282S-flag- o
TAS1R3-hsv Einfiigen von
Einzelmutation in S11
S17 pCDN?)/TO TASlR,Q-V?)OgS-ﬂag- (Slehe Abschnltt

TAS1R3-hsv

2.2.1)
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Tab. 2.4: Verwendete Plasmide

Interne Vektor DNA-Sequenz Bemerkungen
Nr.
S24 pcDNA3/To TAS1R2-
167S/Y282S/V309S-
flag-TAS1R3-hsv
Rezeptorchimdren
AB24 pcDNA5/FRT/PM  CASR-NTD/TAS1R2- Erstellt von Anne
CRD-TM-flag Brockhoff (AB)
AB25 pcDNA3/To CASR-NTD/TAS1R3-
CTD-TM-flag
S18 pcDNA5/FRT/PM  CASR-NTD-
CRD/TAS1R2-TM-
flag
S19 pcDNA3/To CASR-NTD-
CRD/TAS1R3-TM-
hsv
S20 pcDNA5/FRT/PM TAS1R2-NTD/CASR-
CRD-TM-flag
S21 pcDNA3/To TASIR3-NTD/CASR-
CRD-TM-hsv
S22 pcDNA5/FRT/PM  TAS1R2-NTD-
CRD/CASR-TM-flag
S23 pcDNA3/To TAS1R3-NTD-

CRD/CASR-TM-hsv

Akzessorische Proteine

MBI110 pcDNA5/FRT/PM  RTPI1
MB112 pcDNA5/FRT/PM  RTP4
MBI125 pcDNA5/FRT/PM  HA-RTP1

Erstellt von Maik
Behrens (Behrens
u. a., 2006).
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Tab. 2.4: Verwendete Plasmide

Interne Vektor DNA-Sequenz Bemerkungen
Nr.

MB128 pcDNA5/FRT/PM  HA-RTP4

FS90 pcDNA3 RAMP3 Erstellt von Frauke
Stéhler (FS)

G-Proteine

52 pcDNA5/FRT/PM  Galb Erstellt von Katrin

184 pcDNA3 Galbi3 Erstellt von Marcel
Winnig

212 pcDNA5/FRT/PM  Galb514

211 pcDNA5/FRT/PM  Galbol /2

219 pcDNA5/FRT/PM  Galbgustil /i2
Erstellt von Jenny

230 pcDNA5/FRT/PM  Gal511 Stolr

316 pcDNA3 Gal6z44

317 pcDNA3 Galbgustdd

318 pcDNA3 Galbz44

339 pcDNA4/To Galbgustd4 Erstellt von Marcel
Winnig

2.1.7 Rezeptorvarianten

Fiir die TAS1R Familie sind verschiedene Einzelnukleotidvarianten (SNP) beschrieben
(Kim u. a., 2006). Funktionelle Auswirkungen der Einzelnukleotidvariationen in der co-
dierenden Region sind bisher nicht bekannt (Fushan u. a., 2009). Fiir die Stifrezeptorun-
tereinheit TASTR2 wurden zwei verschiedene Varianten genutzt. Diese Unterscheiden
sich in drei Aminosdurepositionen und zeigten keine funktionellen Unterschiede. Die
TAS1R2LB Variante wurde fiir die Erstellung der Chiméren mit dem CaSR genutzt,
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die TAS1R2-Labor-Variante fiir alle anderen Experimente. Eine Auflistung hier genutz-

ter Varianten anderer Rezeptoren zeigt die folgende Tabelle 2.5.

Tab. 2.5: Abweichung der verwendeten Rezeptorvarianten von der Referenzsequenz

Rezeptor Datenbankein- Nukleotid Po- Aminosiure
trag sition Position
TAS1R2-Labor ~ NM 152232.2 26 C— G 95 = C
571 A = G 91T =V
949 C — G 3ITR — G
1456 G — A 485 T — T
TAS1R2LB NM 152232.2 26 C— G 95— C
171 C — A 57P =P
1455 C —» T 486 1 — V
TAS1R3 NM 152228.1
TAS1Rx NM. 148063.2 211 C—=T 91P — S
(GPRC6A) 1401 C =T 467 H — H
CASR NM 388.3 2964 A — G 98 R — G
2.1.8 Kits

Fiir die Aufreinigung von DNA wurden auf Silikat basierende Sdulenkits der Firmen

Machery und Nagel (Diiren, D) sowie Qiagen (Hilden, D) verwendet.

2.1.9 Bakterienstamme

Chemisch kompetente Eschericia coli (E.coli) Topl0 Zellen mit 10° koloniebildenden
Einheiten von Invitrogen (Karlsruhe, D) wurden fiir die Transformation von Plasmid-
DNA nach der Ligation genutzt. Fiir die Retransformation intakter Plasmide wurden
chemisch kompetente E.coli Zellen der Firma Bioline (Luckenwalde, D) mit 107 kolo-

niebildenden Einheiten verwendet.
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2.1.10 Nahrmedien fiir Bakterien

Fiir alle Nahrmedien wurde der pH Wert auf 7 eingestellt und die Losung ziigig nach der
Herstellung autoklaviert. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. Da alle verwendeten Vektoren
das Ampicillin Resistenzgen enthielten, konnte Ampicillin als Selektionsmittel in den
Néhrmedien der Bakterien eingesetzt werden. Dies wurde stets frisch vorm Verwenden

der Losung in einer Konzentration von 10 ng/ml dazugegeben.

LB -Medium

1% Select Pepton (w/v)
1 % Natriumchlorid (w/v)
0,5 % Hefeextrakt (w/v)

LB-Agar

LB-Medium + 1,5 % Select Agar (w/v)

Das Losen des Agars erfolgte beim Autoklavieren oder durch erneutes Aufkochen. Nach-
dem die Losung auf zirka 50 °C abgekiihlt war, wurde die entsprechende Menge Am-
picillin als Selektionsmittel zugegeben und untergemischt. Der warme Agar wurde an-
schliefend auf 10 cm Petrischalen gegossen und bei Raumtemperatur geliert. Die auf

Raumtemperatur abgekiihlten Platten wurden bei 4 °C gelagert.

TB-Medium

1,2% Select Pepton (w/v)

2,4 % Hefeextrakt (w/v)

0,4 % Glycerin

Direkt vor Verwendung wurde 0,1% 1M KHPO, (v/v) sowie Ampicillin (10 pg/ml)
als Selektionsmittel dazugegeben. Das TB-Medium wurde zu gleichen Volumenverhalt-
nissen mit LB-Medium verwendet. Der erhchte Gehalt an Néahrstoffen im TB-Medium
verbesserte das Wachstum Siifrezeptor-DNA transformierter Bakterien und erhohte

somit die Ausbeute.

2.1.11 Zellkulturmedien

Alle Medien wurden bei 4 °C gelagert und vorm Verwenden auf 37 °C erwarmt. Die Me-
dien sowie das dialysierte FCS (fotales Kélber Serum) stammen von Invitrogen (Kals-
ruhe, D). Die Firma Biochrom (Berlin, D) lieferte die sonstigen Zusétze der Medien.
Alle Seren wurden fiir 30 Minuten bei 56 °C inaktiviert.
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Tab. 2.6: Verwendete Zellkulturmedien

Name Medium Zusatze
HEK293- DMEM 4,5 g/1 Glukose 10 % FCS-To (v/v),
Kulturmedium 100U /ml Penicillin,

100 mg/ml Streptomy-
cin, 2mM Glutamin

NCI-HT716- RPMI 4,5g/1 Glukose 10% FCS (v/v), 100U /ml

Kulturmedium Penicillin, 100 mg/ml
Streptomycin, 2mM
Glutamin

Transfektionsmedium DMEM  Glutamax 1g/1 keine

Glukose
Induktionsmedium DMEM Glutamax 1g/1 10% FCS dialysiert
Glukose (v/v), 100U/ml Penicillin,
100 mg/ml Streptomycin
Gefriermedium DMEM 4,5g/1 Glukose 10%  FCS-To (v/v),
100U /ml Penicillin,
100 mg/ml Streptomy-
cin, 2mM Glutamin, 10 %
DMSO (v/v)
Matrigel-Medium DMEM 4,5 g/1 Glukose keine

2.1.12 Eukaryotische Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden vier verschiedene eukaryotische Zelllinien humanen
Ursprungs verwendet. NCI-H716 Zellen dienen als Modell fiir enteroendokrine Zellen.
Die Zellline entstand aus einem wenig differenziertem Adenokarzinom des Blinddarms
(Park u. a., 1987) und wurde vom ,American Type Culture Collection“ (ATCC) bezogen
(Bestellnr. CCL-251). Alle weiteren verwendeten Zellen sind humane embryonale Nie-
renzellen (,human embryonic kidney* cells - HEK293), die mit dem Adenovirus 5 trans-
formiert wurden (Graham u. a., 1977). Die HEK293PEAKrapid Zellen wurden ebenfalls
bei ATCC bestellt (Bestellnr. CRL-2828) und durch stabile Transfektion des Ga15 von
Shila Fatehi modifiziert (Fatehi-Varkani, 2006). Marcel Winnig generierte die HEK293
TAS1R2 TAS1R3To-Zelllinie sowie die HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zelllinie
aus HEK293 Flp-In T-REx Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, D, R780-07). Dabei wurde als
erstes DNA der codierenden Sequenz der TAS1R3-Untereinheit iiber den modifizierten
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pcDAN3/To Vektor eingebracht und steht damit unter Kontrolle eines Tetracyclin-
abhéngig induzierbaren Promotors. In einem zweiten Schritt wurde die DNA der co-
dierenden Sequenz der TAS1R2-Untereinheit mittels des pcDNA5/FRT/PM Vektors
stabil transfiziert und fiihrte zur HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zelllinie. In diese wurde
zusatzlich die Ga-Proteinchimére Ga15i3 iiber stabile Transfektion der DNA-Sequenz
im pIRESpuro Vektor eingefiigt. Somit wird die Ga-Proteinchimére Ga15i3 und die
TAS1R2-Untereinheit stabil exprimiert, die Induktion der TAS1R3-Untereinheit mit-

tels Tetracyclin fiihrt zur Expression der TAS1R3-Untereinheit und somit zum funktio-

nellen Siiffgeschmacksrezeptor.

2.1.13 Software

Tab. 2.7: Verwendete Software

Programm
GeneSnap 6.01
ImageJ 1.45s

GraphPad Prism 6

Leica Confocal Software 2.61
Leica Confocal Software Lite
Screenworks 2

SigmaPlot 11

VectorNTT 9

Contig Express

2.1.14 Gerate

Tab. 2.8: Verwendete Geréate

Gerate

Elelektrophoresekammer Horizon 58

Hersteller
Synoptics, Cambridge, UK

W. Rasband, National Institutes of He-
alth, USA

GraphPad Software Inc., Lafolla, USA
Leica Microsystems, Wetzlar, D

Leica Microsystems, Wetzlar, D
Molecular Devices, Miinchen, D
Systat Software, Erkrath, D
Invitrogen, Karlsruhe, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Hersteller

Biometra, Gottingen, D
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Tab. 2.8: Verwendete Geréate

Gerite

Flipr 384

Flipr tetra

Geldokumentationsanlage Gene Genius
Inkubator HeraCell

Konfokales Laserscanningmikroskop LCS SP2
Magnetrithrer RCT basic

Mikroskop Telaval31

PCR Gerét Thermocycler 3000
Plattenwaschgerat Denley Cellwash
Sterilwerkbank Antares
Sprectrophotometer Biomate 3
Spannungsquelle PowerPac 3000
Thermomixer compact

Vortex VF2

Waage Precisia 120A

Wasserbad

Zentrifuge J2-Mi

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge Variofuge 3.0R

Hersteller

Molecular Devices, Miinchen, D
Molecular Devices, Miinchen, D
Syngene, Cambridge, UK

Heraeus, Hanau, D

Leica Microsystems, Wetzlar, D

IKA Labortechnik, Staufen, D

Zeiss, Oberkochen, D

Biometra, Gottingen, D

Labsystems GmbH, Frankfurt/M., D
Anthos Mikrosystem, Krefeld, D
Thermo Fischer Scientific, Schwerte, D
Biorad, Miinchen, D

Eppendorf, Hamburg, D

IKA Labortechnik, Staufen, D
Precisia Gravimetrics, Aldingen, D
GFL, Burgwedel, D

Beckmann, Krefeld D

Eppendorf, Hamburg, D

Hereaus, Hanau, D
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Erzeugen von Einzelmutationen

Fiir den gezielten Austausch von Aminosdureresten im Siifsrezeptor wurde ein abge-
wandeltes QuikChange Protokoll (Stratagene, Agilent Technologies, Waldbronn, D)
genutzt. Die Verdnderung der Aminosiuresequenz erfolgt iiber spezifischen Nukleotid-
austausch in der DNA-Sequenz des Rezeptors mittels sogenannter Mutageneseprimer.
Diese komplementéaren Oligonukleotide sollten 25 - 45 Basenpaare lang sein und die ab-
weichende Nukleotidsequenz mittig enthalten. Die Schmelztemperatur sollte bei iiber
78 °C liegen. Als Ausgangssequenz wird doppelstrangige Plasmid-DNA eingesetzt, an
welche sich die Primer in einem Polymerasekettenreaktion- (PCR-) basierten Ansatz
anlagern. Mittels Pfu-Ultra Polymerase (Agilent Technologies, Boblingen, D) wird die
Sequenz des gesamten Plasmids vervielfaltigt. Anschliefslend wird der PCR-Ansatz ei-
nem Dpnl-Restriktionsverdau bei 37 °C unterzogen, wodurch die parentale, methylierte
Plasmid-DNA abgebaut wird. Nach zirka einer Stunde wurde das Dpnl fiir 20 Minuten
bei 80 °C hitzeinaktiviert. Schlieklich erfolgte die Transformation in chemisch kompe-
tente E.coli Zellen mit 10° koloniebildenden Einheiten. Diese sind in der Lage, die noch
vorhandenen Einzelstrangbriiche der neu synthetisierten Plasmid-DNA zu reparieren.
Ein typischer PCR-Ansatz sowie das Temperaturprogramm sind in Tabelle 2.9 und
2.10 dargestellt.

Tab. 2.9: PCR Ansatz zur Erzeugung von Einzel- Tab. 2.10: PCR Programm zur FErzeugung
mutationen von Einzelmutationen

75-100ng parentale Plasmid-DNA 1. 95°C 5min
5pl  10x Pfu-Ultra Reaktionspuffer 2. 55°C 1min

1pl 2,5mM dNTPs 3. 68°C 1min/ 1kbp
1,25ul 10 pM Vorwértsprimer 4. 95°C 30sek
1,25l 10 pM Riickwartsprimer 5. 68°C Tmin
1ul  Pfu-Ultra Polymerase 6. 4°C Pause

Mit destilliertem Wasser auf 50 pl auffiillen Wiederholung der Schritte 2-4, 17x
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2.2.2 Erzeugung von Rezeptorchimaren durch PCR vermittelte

Rekombination

Um Rezeptorchiméren zu erzeugen, wurde das Prinzip der Rekombination mittels PCR
genutzt. Bei dieser Methode werden durch die PCR zuerst einzelne Fragmente erzeugt,
die in einem zweiten Schritt miteinander hybridisieren. Dafiir ist es notwendig, dass
eines der Fragmente durch die entsprechenden Oligonukleotide einen Uberhang zum an-
deren Fragment enthilt. Nach der Hybridisierung der Fragmente am Uberhang wird die
gesamte Rezeptor-DNA vervielfaltigt (vgl. Abbildung 2.1). Zum Generieren der Frag-
mente wurde als Matrize die Rezeptorsequenz in Plasmiden genutzt. Dies ermdglicht
die Nutzung der vorhandenen Restriktionsschnittstellen und Oligonukleotidbindungs-
stellen. Fiir die Amplifikation der Fragmente wurden die rezeptorspezifischen Oligonu-
kleotide mit Oligonukleotiden, deren Zielsequenz im Vektor liegt, kombiniert. Fiir N-
terminale Fragmente wurde meist der CMV-Primer genutzt, fiir C-terminale Fragmente
héufig der BGH-Primer (siehe Tabelle 2.11, 2.12). Die korrekte Grofe der entstande-
nen Fragmente wurde durch Agarosegelelektrophorese tiberpriift und die Fragmente aus
dem Gel ausgeschnitten und mit dem Qiagen Gel Extraktionskit aufgereinigt. Je 5ng
der aufgereinigten Fragmente wurde fiir die Hybridisierung eingesetzt. Diese erfolgte fiir
3 bis 5 Zyklen bei der Schmelztemperatur des Uberhangs (T trperhang)~3 “C). Anschlie-
fslend wurde die Sequenz tiber die aufsen liegenden Vektorprimer vervollstandigt (siehe
Tabellen 2.13, 2.14). Wich bei der Amplifikation der Fragmente die Schmelztemperatur
(Tm) der verwendeten Oligonukleotide stark voneinander ab, so wurden zuerst 4 Zy-
klen mit der hoheren Anlagerungstemperatur durchgefiihrt und anschlieffend 13 Zyklen
bei der geringeren Anlagerungstemperatur. Die Grofe der so entstandenen chiméren
Rezeptor-Sequenz wurde mittels Agarosegelelektrophorese iiberpriift. Durch eine Auf-
reinigung mit dem Qiagen PCR-Aufreinigungskit (Hilden, D) wurden Oligonukleotide,
dNTPs und Salze entfernt um optimale Bedingungen fiir eine anschlieffende Spaltung
mit Restriktionsendonukleasen zu schaffen. Abschliefend erfolgte die Ligation (siehe
Abschnitt 2.2.5) der chimédren Rezeptorsequenz in den gewiinschten Expressionsvek-

tor.

2.2.3 DNA-Restriktion durch Endonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, welche DNA an individuellen Erkennungsse-
quenzen schneiden konnen. Dies wurde genutzt, um die Nukleotidsequenz eines Rezep-

tors oder einer Rezeptorchimére in einen geeigneten Expressionsvektor zu klonieren.
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1. Amplifikation der Fragmente

Vektorprimer Chimarenprimer riickwirts
vorwiarts (CMV) (mit Uberhang)
—_— zZ

Plasmidsequenz i

Chimdrenprimer vorwarts \‘:.ektotprimer
(ohne Uberhang) riickwirts (BGH)
E— Rezeptor 2

2. Hybridisierung der Fragmente und
Amplifikation des Gesamtkonstrukts

l

Vektorprimer l Vektorprimer
vorwdrts (CMV) . u
/ruckwarts (BGH)

—— ™ ChimarelRezeptorsequenz  ——

Abb. 2.1: Schema der Generierung chimirer Rezeptor-DNA Zum FErzeugen chimérer Rezep-
torsequenz werden im ersten Schritt Fragmente aus bestehender Rezeptor-DNA durch Poly-
merasekettenreaktion (PCR) vervielféltigt. Einer der eingesetzten Oligonukleotide enthélt
einen Uberhang, komplementér zur zweiten Rezeptorsequenz (dargestellt durch die griine
Farbe am blauen Primer). Durch diesen Uberhang kénnen die Fragmente in einem zwei-
ten Schritt hybridisieren. Anschlieffend wird die chimére Rezeptorsequenz iiber die aufien
liegenden Vektorprimer aufgefiillt. Die so vollstdndige Rezeptorsequenz mit angelagerter
Vektor-DNA kann mittels Klonierung in vollstédndige Expressionsvektoren eingebracht wer-

den.
Tab. 2.11: Ansatz zur Fragment-PCR Tab. 2.12: PCR-Programm zur Fragment-
10ng Plasmid-DNA POR
1. 95°C 5 min
2,5ul  10x Pfu Reaktionspuffer
2. Tm-3°C 1min
2pl 2,5mM je dANTPs
3. 72°C 1 min/ 500 bp
0,51l 10 pM Vorwéartsprimer
4. 95°C 30 sek
0,5pl 10 pM Riickwartsprimer
5. Tm-3°C 5min
1ul PCR Enhancer
6. 72°C 10 min
Ipl  Pfu-Polymerase (3U/nl)
7. 4°C Pause

Mit Wasser auf 25 pl auffiillen
Wiederholung der Schritte 2-4, 17x

36



2 Material und Methoden

Tab. 2.13: PCR Ansatz zur Rekombi- Tab. 2.14: PCR Programm zur Rekombination teil-

nation teilkomplementéarer komplementéarer Fragment-DNA
Fragment-DNA 1 95 °C 5 min
ong Fragment 1
2. Tmpperhang) 3°C  2min
ong Fragment 2
3. 72°C 1 min/ 500 bp
5pl  10x Pfu Reaktionspuffer
4. 95°C 30 sek
2pl 2,5mM dNTPs
5. Tm(Vektorprimer) -3°C  1min
0,5ul  10pM Vorwértsprimer
6. 72°C 1 min/ 500 bp
0,5ul 10 pM Riickwartsprimer
7. 95°C 30 sek
1ul PCR Enhancer
8. Tm (Vektorprimer) -3°C 5min
1ul  Pfu-Polymerase (3 U/pul
g f Y (3U/u) 9. 72°C 10 min
Mit Wasser auf 50 pl auffiillen
10. 4°C Pause

Wiederholung der Schritte 2-4, 4x
Wiederholung der Schritte 5-7 15x

Der Expressionsvektor und die einzubringende DNA-Sequenz wurden mit identischen
Enzymen geschnitten und anschliefend miteinander ligiert (siehe Abschnitt 2.2.5). Die-
se Methode wurde ebenfalls genutzt um eine erfolgreiche Klonierung zu bestétigen.
Dies geschah in einem sogenannten analytischen Verdau. Dazu wurden 100 ng bis 500 ng
DNA in einen 10 pl Ansatz fiir zirka 1 Stunde bei 37 °C mit Restriktionsenzym inkubiert.
Die Grofsen der entstandenen Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese iiber-
priift (siehe Abschnitt 2.2.9). Sollten die geschnittenen Fragmente anschliefiend fiir eine
Ligation eingesetzt werden (siehe Abschnitt 2.2.5), so wurde ein sogenannter praparati-
ver Verdau in einen Volumen von 30l bis 50 pl durchgefiihrt. Dafiir wurde 1 ng DNA
eingesetzt und fiir 2 Stunden bis 4 Stunden bei 37 °C mit Enzym inkubiert. Dies sollte
eine moglichst vollstindige Spaltung der DNA gewéhrleisten. Uber eine Agarosegelelek-
trophorese wurden die entstandenen Fragmente getrennt und aufgereinigt. Es wurde
jeweils eine Enzymmenge von 5% bis 10 % des Restriktionsansatzes eingesetzt und die

vom Hersteller empfohlenen Puffer verwendet.

2.2.4 Dephosphorylierung

Zur Verminderung der Religationsrate der Vektoren, wurden diese vor der Ligation

stets mit alkalischer Phosphatase (SAP - Shrimp alkaline phosphatase) fiir 1 Stunde
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bei 37 °C inkubiert. Das Entfernen der 5’-Phosphatreste erhoht somit den Einbau der
gewiinschten DNA-Sequenz. Anschliefend wurde die Phosphatase durch Erhitzen auf
65 °C fiir 20 Minuten inaktiviert. Die Dephosphorylierung erfolgte in 20 ul Ansétzen,

die sich wie folgt zusammensetzten:

Tab. 2.15: Ansatz zur Dephosporylierung
10% 10x SAP-Puffer

10% SAP (,Shrimp Alkaline Phosphatase®)
50% Vektor-DNA
30% destilliertes Wasser

2.2.5 Ligation

Bei der Ligation werden zwei freie DNA-Enden mit einander verbunden. Dies wur-
de genutzt, um eine DNA-Sequenz in einen Expressionsvektor zu klonieren. Nachdem
Expressionsvektor und die gewiinschte DNA-Sequenz mit passenden Restriktionsen-
zymen geschnitten wurden (siehe Abschnitt 2.2.3), verkniipft die T4-Ligase das freie
3’0OH-Ende des dephosphorylierten Vektors (siche Abschnitt 2.2.4) mit dem 5’Phosphat-
Ende des DNA-Fragments. Die Ligation erfolgte fiir mehrere Stunden bei 16 °C. Ein
typischer Ligationsansatz ist in Tabelle 2.16 dargestellt.

Tab. 2.16: Ligationsansatz
2,5ul DNA-Fragment
7,5ul  Vektor-DNA
1,5pul  10x T4-Ligasepuffer
1ul T4 Ligase
2,5l Wasser
Inkubation fiir mindestens 4 Stunden bei 16 °C

2.2.6 Transformation

Transformation bezeichnet die Aufnahme freier DNA durch Bakterien. Fir die Transfor-

mation ligierter DNA wurden chemisch kompetente E.coli Zellen mit 10° koloniebilde-
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nen Einheiten pro ng DNA (Topl0, Invitrogen, Karlsruhe, D) genutzt. Diese wurden fiir
30 Minuten auf Eis mit 2,5 pl eines Ligationsansatzes (siehe Abschnitt 2.2.5) inkubiert.
Anschliefsend erfolgte ein Hitzeschock fiir 45 Sekunden bei 42 °C und eine erneute Inku-
bation fiir 2 Minuten auf Eis. Die beim Hitzschock entstehenden Poren ermdéglichen das
Eindringen der DNA in die Bakterien. Anschliefend wurden die Bakterien mit 250 ul
SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe, D) versetzt und fiir 1 Stunde bei 37°C geschiit-
telt. Danach wurde die gesamte Zellsuspension auf Agarplatten ausgestrichen und iiber
Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir die Transformation bestehender Plasmide (Retransfor-
mation) wurden chemisch kompetenten Zellen der Firma Bioline (Luckenwalde, D) mit
einer Kompetenz von 107 Kolonien/ig DNA genutzt. Es wurde maximal 0,51l DNA

eingesetzt und nur 25 pl der Bakteriensuspension auf Agarplatten ausgestrichen.

2.2.7 Praparative Isolation von Plasmid-DNA

Zur préaparativen Isolation von DNA aus Agarosegelen oder Bakteriensuspensionen
wurden Silikat-basierte Anionenaustauschersdulen verwendet. Bei dieser Methode bin-
det die durch ihre Phosphatgruppen negativ geladene DNA an der positiv geladenen
Silikat-Séule und kann anschliefsend unter entsprechenden Pufferbedingungen eluliert
werden. Fiir die Isolation der DNA aus einer Bakterienlésung wurden Silikat-Saulen der
Firma Macherey-Nagel (Diiren, D) verwendet. Zur Sequenzierung neu klonierter Plas-
mide wurde das ,NucleoBond Plasmid-Kit* verwendet. Fiir spétere Transfektion der
Plasmid-DNA in eukaryotische Zellen (siche Abschnitt 2.3.3) wurden grofere Menge
an Plasmid-DNA mit Hilfe des ,NucleoSpin Plasmid Kit*“ isoliert. Fiir die Aufreinigung
von DNA aus Agarosegelen wurde das Gel Extraktionskit der Firma Qiagen (Hilden,
D) verwendet. Die Isolation der DNA erfolgte jeweils nach Herstellerangaben.

2.2.8 Isolation von Plasmid-DNA im analytischen Malfistab

Zur analytischen Aufarbeitung von Nukleinsduren wurde die Plasmid-DNA ohne Silikat-
sdulen aufgereinigt. Dabei wurde eine verkiirzte Version des TELT-Minipréiparations-
Protokolls von He und Kollegen (He u.a., 1990) genutzt. Der Reinheitsgrad der iso-
lierten Plasmid-DNA ist ausreichend fiir Restriktionsanalysen, jedoch nicht fiir eine
Sequenzierung oder Transfektion. Bei diesem abgewandeltem TELT-Protokoll werden
500l einer Bakteriensuspension fiir 1 Minute bei 14000 rpm pelletiert. Das Pellet wur-
de in 42 nl TELT-Puffer (Tris-EDTA-LiCl-Triton-Puffer: 50 mM Tris-HCI; 62,5 mM ED-
TA; 2,5mM LiCl; 0,4 % Triton-X 100; pH 7,4), versetzt mit 4,2 ul Lysozym (10 mg/ml),
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resuspendiert. Die Lyse der Bakterien erfolgte durch Aufkochen der Suspension fiir
1 Minute. Anschliefsend wurde die Suspension auf Eis abgekiihlt und fiir 10 Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde entfernt und die im Uberstand enthal-
tenen Nukleinsduren durch 46,2l Isopropanol gefdllt und durch Zentrifugation fiir
20 Minuten pelletiert. Die Proben wurden anschliefend mit 100pl 70 %-igem (v/v)
Ethanol gewaschen und erneut fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die getrockneten Nuklein-
sauren wurden in 10 pl destilliertem Wasser gelost. Mittels Restriktionsendonukleasen
(siche Abschnitt 2.2.3) und Agarosegelelektrophorese (siche Abschnitt 2.2.9) wurde
iiberpriift, ob die Klonierung erfolgreich war und die Expressionsvektoren ein DNA-
Fragment in der erwarteten Grofe enthalten. Dabei wurde dem Restriktionsansatz
0,05 ng/nl RNAsel zugesetzt, was storende RNA entfernt und die Sichtbarkeit kleiner
DNA-Fragmente verbessert.

2.2.9 Agarosegelelektrophorese

Mittels Agarosegelelektrophorese wurde die DNA im elektrischen Feld aufgetrennt und
anschlieffend durch Zugabe von Ethidiumbromid durch UV-Licht sichtbar gemacht. Je
nach Grofe der erwarteten DNA-Fragmente, wurden Gele angefertigt, die 0,8 % bis 2 %
Agarose und 0,3 pg/ml Ethidiumbromid in 1x TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer: 40 mM
Tris; 5mM Essigsdure; 1 mM EDTA pH 8) enthielten. Bei analytischen Agarosegelen
erfolgte die Auftrennung der DNA fiir 30 Minuten bei 90 V. Fiir praparative Gele wurde
die Laufzeit auf mindestens eine Stunde erh6ht um eine bessere Trennung zu gewahr-

leisten.

2.2.10 Sequenzierung

Die Sequenzierung von Plasmid-DNA und RT-PCR Produkten erfolgte durch die Firma
MWG-Eurofins (Ebersberg, D). Entsprechend der Vorgaben wurden 750 ng bis 1500 ng
Plasmid-DNA bzw. 75 ng gereinigtes PCR-Produkt mit 30 pmol Sequenzierprimer in ei-
nem 15 pl Ansatz gemischt. Die Auswertung der DNA-Sequenz erfolgte mit der Software
ConigExpress und VectorNTI. Die Sequenz von RT-PCR-Produkten wurde zusétzlich
mittels ,Blast“ (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI) abgeglichen, um zu priifen,

ob die erhaltende Sequenz auch anderen Genen zugeordnet werden konnte.
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2.2.11 RNA-Isolation aus eukaryotischen Zellen

Zur Isolation von RNA wurden die HEK293 Zellen auf einer 10 cm Schale bis zur Kon-
fluenz kultiviert und nach Entfernen des Mediums mit 1x PBS (65 mM NaCl, 23 mM
NaH,POy, 80 mM NayHPO,) gewaschen. Durch die Zugabe von 1 ml TRIzol (Ambion,
Life Technologies, Darmstadt, D) wurden die Zellen von der Kulturschale gelost und
lysiert. Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefafs iiberfiihrt und fiir 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefsend wurde die Zellsuspension mit 200 pl Chlo-
roform fiir 2-3 Minuten inkubiert und die Phasen durch Zentrifugation fiir 15 Minuten
bei 4 °C und 12000 xg getrennt. Die obere, RNA enthaltende Phase wurde in ein neues
2ml Reaktionsgeféfs iiberfiihrt, wo die RNA durch Zugabe von 500 ul Isopropanol bei
Raumtemperatur fiir 10 Minuten geféllt wurde. Anschlieffend wurde die RNA pelletiert
(10 Minuten, 12000xg, 4 °C) und mit 75 %-igem (v/v) Ethanol gewaschen und erneut
zentrifugiert (5Minuten, 7500xg, 4°C). Das getrocknete Pellet wurde schliefslich in
50 pl destilliertem Wasser resuspendiert. Die Qualitidt der RNA wurde durch Agarose-
gelelektrophorese iiberpriift und die Konzentration am Spektrophotometer bestimmt.
Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.

2.2.12 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird RNA mittels der reversen Transkriptase in einzelstrangige
DNA umgeschrieben. Um eine mogliche Kontamination der isolierten RNA mit geno-
mischer DNA zu verhindern wurde der cDNA-Synthese stets ein Verdau mit DNasel
vorangestellt. Hierfiir wurden 2pg RNA mit DNasel (2U), 1x DNAse Puffer, RNa-
se Inhibitor (20 U) und Dithiotreitol (1 mM) in 20 pl Endvolumen fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Reaktion durch Zugabe von 2ul EDTA (25 mM) ab-
gestoppt und das Enzym durch 10-miniitiges Erhitzen auf 65°C inaktiviert. Fiir die
anschliefende reverse Transkription wurden 2l Random Primer (250 ng/nul) und 2 pl
dNTPs (jeweils 10mM) fiir 5 Minuten mit der Dnasel-verdauten RNA bei 65 °C inku-
biert. Dabei lagern sich die Oligonukleotide an die RNA an. Die so behandelte RNA
wurde nun gleichméfig aufgeteilt und jeweils mit 1x First Strand buffer, 10 mM Di-
thiotreitol, 1 mM MgCl, und 10 U RNase Inhibitor versetzt. In lediglich einem der zwei
Reaktionsansétze wurde die reverse Transkriptase (Superscriptll, Invitrogen, Karlsru-
he, D) zugegeben (+RT). Der zweite Reaktionsansatz ohne Zugabe der reversen Tran-
skriptase (-RT) dient als Negativkontrolle. Nach einer 10-mintitigen Inkubation der
Reaktionsanséitze bei Raumtemperatur erfolgte die reverse Transkription fiir eine Stun-
de bei 42°C. Durch Erhitzen des Ansatzes fiir 15 Minuten auf 70 °C wurde die reverse
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Transkriptase inaktiviert und die Reaktion gestoppt. Die entstandene cDNA wurde bei
-20°C gelagert.

2.2.13 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion

(RT-PCR)

Die reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) dient der Expressi-
onsanalyse eines Gens in einem spezifischen Gewebe oder in Zelllininen. Dabei wird
cDNA dieses Gewebes (sieche Abschnitt 2.2.12) als Vorlage eingesetzt. Vor der Unter-
suchung spezifischer Gene, wurde die Qualitdt der cDNA durch Amplifikation eines
Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase-Genabschnittes (GAPDH) untersucht. Der
Nachweis des GAPDH-Genabschnittes erfolgte in 30 PCR-Zyklen und diente der Kon-
trolle der cDNA-Qualitdt und Reinheit. Ein Standard PCR-Ansatz sowie -Temperatur-
programm sind im folgenden dargestellt (Tab.2.17, Tab.2.18).

Tab. 2.17: RT-PCR-Ansatz Tab. 2.18: RT-PCR~Programm
Tpl-1,5p0 ¢DNA 1. 95°C  5min
25pul 10x 5’ Taq-Puffer 2. Tm-3°C 30sek
2pl 2,5mM je dANTPs 3 68°C 1 min
0,5ul 10 pM Vorwértsprimer 4. 95°C 30sek
0,5ul 10 pM Riickwartsprimer 5. Tm -3°C  5min
0,25pul 5’ Tag-Polymerase 6 68°C 7min
Mit dest. Wasser auf 25 ul auffiillen 7 4°C Pause

Wiederholung der Schritte 2-4, 39 x

2.2.14 Klonierung der Siifirezeptoruntereinheiten in einen

Vektor

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die codierenden Regionen der beiden Untereinheiten
des humanen Siifirezeptors in einen Expressionsvektor kloniert. Ziel war eine verbesser-
te Koexpressionsrate der Unterheinheiten bei transienter Transfektion. Des Weiteren
ermoglicht dies die Kotransfektion von Plasmid-DNA anderer potentiell interagieren-

der Rezeptoren. Die Klonierungsstrategie entsprach der von Ariyasu u.a. (2003), bei

42



2 Material und Methoden

der die codierende Sequenz der Rezeptoruntereinheiten inklusive des jeweiligen Expres-

sionspromotors in einem Vektor vereinigt wurden. Die Expression der Rezeptorunter-

einheiten steht somit nicht unter Kontrolle des selben Promotors. Abbildung 2.2 stellt

die Vorgehensweise schematisch dar.

1.
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// Q ». . CMV promoter
y
| TAS1R2 in Eeo RI(974)
1 pcDNAS5/FRT
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Xbal(4u6) / flag-tag
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Abb. 2.2: Prinzip der Klonierung der Siifirezeptoruntereinheiten in einen Vektor A
In den Expressionsvektor fiir die TAS1R2 Siiffrezeptoruntereinheit wurden zwei Agel-
Erkennungssequenzen eingefiigt (rot markiert). Eine Schnittstelle wurde mittels Oligonu-
kleotiden (sogenannte Linker) an Postition 209 eingefiigt (1.). Eine weitere Agel Schnittstel-
le wurde iiber Rekombination mittels PCR an Position 3908 eingefiigt (2.). B Analog zum
TAS1R2-Vektor wurde in den TAS1R3-Expressionsvektor tiber Linker eine Agel Schnittstelle
an Position 209 eingefiigt (1.). C Durch Restriktion mit Agel wurde die TAS1R2-codierende
Sequenz inklusive CMV Promotor und Flag-tag aus pcDNA5 herausgeschnitten und iiber
die Agel-Schnittstelle in den TAS1R3-Expressionsvektor eingefiigt.

Die codierenden Sequenzen der TAS1R2- und TAS1R3-Untereinheiten lagen bereits in

Expressionsvektoren vor (siche Abschnitt 2.1.6). Der codierenden Region der Rezep-

toren war die DNA-Sequenz fiir sogenannte ,tags“ angelagert. Die als Fusionsprotein

gebildeten tags ermdoglichen die immunologische Detektion der heterolog exprimierten

Rezeptoren.

In den genutzten Plasmiden gab es keine Restriktionsschnittstellen, die es ermdglichten
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die codierende Sequenz eines Rezeptors inklusive Promotor und tag auszuschneiden und
in den anderen Vektor einzufiigen. Daher mussten diese erst erzeugt werden. Die Erken-
nungssequenz von Agel ist nicht in der Promotorregion oder der codierenden Rezeptor-
bzw. tag-Sequenz vorhanden. Sie kann durch einen Einzelnukleotidaustausch strom-
abwérts der codierenden Region in pcDNAS5 eingefiigt werden. Eine weitere Schnitt-
stelle musste stromaufwérts der Promotoren in beiden Expressionsvektoren erzeugt
werden. Dazu wurde die in pcDNA3 und pcDNAS vorhandene Nrul-Schnittstelle ge-
nutzt. Dort wurde eine Agel-Schnittstelle liber sogenannte , Linker* eingefiigt. Die ge-
nerierten Linker enthielten die Agel-Erkennungssequnez und fiihrten nach Einfiigen
zu einer ebenfalls vollstdndigen Nrul-Erkennungsequenz. Die Linker wurden mittels
Polynukleotidkinase fiir eine Stunde bei 37 °C phosphoryliert und das Enzym anschlie-
fsend fiir 10 Minuten bei 95°C im Wasserbad inaktiviert. Im sich langsam abkiihlen-
den Wasserbad hybridisierten die Linker miteinander. Die Vektoren wurden mittels
Nrul-geschnitten und anschliefend iiber Agarosegelelution aufgereinigt. Die Ligation
der phosphorylierten Linker und der Nrul-geschnittenen Vektoren erfolgte mittels T4-
Ligase iiber Nacht bei 16 °C.

Im pcDNAbS-Vektor wurde zusétzlich eine weitere Agel-Erkennungssequenz an Posi-
tion 3908 eingefiigt. Diese Erkennungssequenz wurde iiber PCR-vermittelte Rekombi-
nation eingefiigt (vergleiche Abschnitt 2.2.2). Uber die Kombination von Mutations-
primer und Vektorprimer wurden in einem ersten Schritt zwei Fragmente erzeugt. Ei-
nes enthélt den gewiinschten Nukleotidaustausch und stromabwérts gelegene DNA-
Sequenz, das andere Fragment enthélt den gewiinschten Austausch und stromaufwérts
gelegene DN A-Sequenz. In einem zweiten Schritt hybridisieren die Fragmente und iiber
die flankierenden Vektorprimer wird die DNA-Sequenz vervollstandigt. Dieses Prinzip
der PCR~vermittelten Rekombination wurde auch genutzt um chimére Rezeptoren zu
erstellen (siehe Abschnitt 2.2.2 und Abbildung 2.1). Das so entstandene DNA-Fragment
wurde tiber flankierende Xbal-Schnittstellen in den pcDNA5 Vektor kloniert. Die codie-
rende Sequenz des TAS1R2 inklusive seines CMV-Promotors konnte iiber die aufsenlie-
genden Agel-Schnittstellen in den TAS1R3-codierenden pcDNA3-Vektor mit codieren-
der Sequenz der TAS1R3-Untereinheit eingefiigt werden. Die Integritdat der codierenden

Sequenzen wurde abschliefsend durch Sequenzierung bestétigt.
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2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung eukaryotischer Zelllinien

2.3.1.1 Passagieren von Zellen

Alle verwendeten HEK293-Zelllinien (siehe Abschitt 2.1.12) wurden bei 37 °C und 5%
CO;y in HEK293-Kulturmedium (siche Abschnitt 2.1.11) mit entsprechenden Selekti-
onsmittel (siche Tabelle 2.19) auf 10 cm-Kulturschalen gehalten. Bei einer Konfluenz
von 95 % - 100 % wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium abgesaugt und
die Zellen mit 2ml 0,05 %-iger Trypsinlosung (0,05 % Trypsin (w/v), 0,5mM EDTA,
in PBS (65 mM NaCl, 23 mM NaH,POy, 80 mM NayHPO,)) inkubiert bis sie sich vom
Boden l6sten. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 4 ml serumhaltigem Medium ab-
gestoppt. Anschliefend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 900 rpm fiir 5 min
pelletiert und in 5 ml frischem Kulturmedium durch mehrmaliges Auf- und Abpipettie-
ren resuspendiert. Ein Zehntel bis ein Fiinftel der Zellsuspension wurde fiir die weitere

Kultivierung eingesetzt.

Tab. 2.19: Selektionsmittelzusatze in verschiedenen rekombinanten Zelllinien

Interne Nr. Zelllinie stabile Expression Selektionsmittel
200 pg/nl G418

15 pg/pl Blasticidin
200 pg/pl G418

TAS1R2, TASIR3To, 100pg/nl Hygromycin

271 HEK293 :
Galsid 15 ng/pl Blasticidin
1 pg/pl Puromycin
50 ng pl G418
HEK?293 .
T PEAKrapid Gals 100 pg/nl Hygromycin

1 pg/ul Puromycin

Fiir funktionelle Experimente wurden zirka 750 pl der Zellsuspension von HEK293PEAK-
rapid-Zellen und 1-1,5ml Zellsuspension der iibrigen HEK293-Zellen in 10 ml Kultur-
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medium (siehe Abschnitt 2.1.11) verdiinnt auf eine Poly-D-Lysin beschichtete 96-Loch
Platte (siehe Abschnitt 2.3.2.1) ausgesit. Fiir immunologische Untersuchungen wurden
die Zellen auf Poly-D-Lysin beschichtete Deckgléser in 24-Loch Platten ausgeséit. Nach
30 Passagen wurden die Zellen verworfen und durch ein frisch aufgetautes Zellaliquot
ersetzt.

Die Kultivierung der NCI-H716 Zellen erfolgte in NCI-H716-Kulturmedium (siehe Ab-
schnitt 2.1.11) bei 37 °C und 5 % COs. Diese nicht adhérent Zellen wurden mit dem Me-
dium von der Kulturschale in 50 ml Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und bei 300 rpm
fiir 5 Minuten sedimentiert. Dadurch werden lebende Zellen, die meist als Aggregate vor-
liegen, sedimentiert und so von vereinzelten, toten Zellen getrennt. Das Medium wurde
anschliefsend abgesaugt und die Zellen in frischem NCI-H716-Kulturmedium resuspen-
diert. Zirka ein Drittel der Zellen wurde fiir die weitere Kultivierung auf eine neue
Kulturschale iiberfiihrt. Die Zellen wurden zwei Mal pro Woche passagiert. Fiir funk-
tionelle Experimente mit NCI-H716-Zellen wurde die Zellkonzentration und -vitalitat
mittels Trypanblau-Farbung iiberpriift. Dies war notig, da bei diesen nicht-adhérenten
Zellen die Zellkonfluenz schwerer einzuschétzen ist und lebende und abgestorbene Zel-
len schwerer von einander zu trennen sind. Zum Bestimmen der Zellzahl wurden 500 pl
Zellsuspension mit 500 pl Trypanblau fiir 5 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur inku-
biert und anschliefend einige Mikroliter in ein Haemozytometer (Neubauer improved,
HBG Hennenberg-Sander, Giefen, D) iiberfithrt. Trypanblau ist ein anionischer Azo-
farbstoff, der an Zellproteine bindet und nicht membrangénig ist. Daher werden tote
Zellen blau angefiarbt. Die Zellen wurden in je 5 Quadraten von 2 Haemocytometern
gezdhlt. Wobei ein Quadrat zirka 10 ml Zellsuspension fasst. Die Konzentration der
Zellen pro ml ergibt sich dann aus dem Produkt der gezdhlten Zellen pro Feld und
dem Verdiinnungsfaktor mal 10*. Es wurden 5x10* Zellen pro Loch ausgesiit. Bishe-
rigen Veroffentlichungen entsprechend (Reimer u.a., 2001; Jang u.a., 2007) wurden
NCI-H716-Zellen auf Matrigel beschichtete 96-Loch Platten in Matrigelmedium (siehe
Abschnitt 2.1.11) ausgesét.

2.3.1.2 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden diese in analoger Weise zum Passagieren behandelt
(siche Abschnitt 2.3.1.1). Nach dem Zentrifugieren wurden die Zellen in Gefriermedium
(sieche Abschnitt 2.1.11) resuspendiert. Dabei wurde die Zellsuspension einer 10cm
Kulturschale in 1 ml Gefriermedium resuspendiert und in Gefrierréhrchen {iberfiihrt.
Die Aliquots wurden bei -80°C iiber Nacht mit einer Kiihlrate von 1°C pro Minute
gefroren. Anschliefsend erfolgte die Lagerung in fliissigem Stickstoft.
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2.3.1.3 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen von Zellen wurde das entsprechende Zellaliquot im Kryogefaf unter
leichtem Schwenken im 37°C warmen Wasserbad angetaut bis sich ein erster Fliissig-
keitsfilm gebildet hat. Anschliefsend wurden die Zellen auf eine HEK293-Kulturmedium
(siehe Abschnitt 2.1.11) enthaltende Kulturschale tiberfithrt und durch Schwenken voll-
standig aufgetaut. Nach dem Absetzen der HEK293-Zellen auf dem Boden (nach 4
bis 6 Stunden) wurde das Gefriermedium sowie flotierende Zellen abgesaugt und durch
frisches HEK293-Kulturmedium ersetzt. Die Zugabe der Selektionsmittel erfolgte ab
Passage 2.

NCI-H716-Zellaliquots wurden im 37 °C warmen Wasserbad vollstandig aufgetaut und
die Zellsuspension in ein Zentrifugationsrohrchen mit 5 ml warmem NCI-H716-Kultur-
medium (siche Abschnitt 2.1.11) pipettiert. Darin wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei
300 rpm sedimentiert. Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen in 10 ml frischem
NCI-Kulturmedium resuspendiert. Die gesamte Zellsuspension wurde anschliefend auf

eine 10 cm Kulturschale uiberfiihrt.

2.3.2 Beschichten von Zellkulturgefafsen

2.3.2.1 Poly-D-Lysin Beschichtung

Zur besseren Adhésion der HEK293-Zelllinien wahrend funktioneller Experimente wur-
den die dazu genutzten Zellkulturgefiafse mit 10 pg/ml Poly-D-Lysin in sterilem Wasser
beschichtet. Poly-D-Lysin ist eine synthetisches Aminosdurepolymer, das durch seine
positive Ladung die Interaktion mit anionischen Seitenketten der Zellmatrix ermdglicht.
Dies fiihrt zu einer verbesserten Anhaftung der Zellen am Untergrund. Zum Beschichten
der 96-Loch Platten fiir Calcium-Imaging-Experimente wurden 50 jl Poly-D-Lysin pro
Loch fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefsend wurde die Losung
abgesaugt und die Platten mit 70 pl pro Loch sterilem Wasser gewaschen. Beschichtete
Platten wurden bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Fiir immunzytochemische Untersuchungen wurden runde Deckglédschen (12 mm Durch-
messer) in 24-Loch Platten mit 500 pl Poly-D-Lysin (10 pg/ml) pro Loch beschichtet.
Nach 20 Minuten wurde das Poly-D-Lysin entfernt und die Deckgldschen mit 1 ml Was-
ser pro Loch gewaschen. Die Deckglaschen wurden direkt vor der Aussaat der Zellen
beschichtet.
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2.3.2.2 Matrigel-Beschichtung

Matrigel (BD Bioscience, Heidelberg, D) ist eine Untergrundbeschichtung reich in Pro-
teinen der extrazelluliren Matrix. Neben der Hauptkomponente Laminin sind Kolla-
gen IV, Proteoglycane und Nidogen-1 enthalten. Die extrazellulire Matrix und die
enthaltenen Wachstumsfaktoren ermoglichen die Anheftung und Differenzierung der
nicht-adhirenten NCI-H716-Zellen fiir funktionelle Experimente. Da Matrigel nur zwi-
schen 0°C und 4 °C fliissig ist, wurden Aliquots im Kiihlschrank, auf Eis aufgetaut und
zum Beschichten einer 96-Loch Platte mit kaltem Matrigel-Medium (siehe Abschnitt
2.1.11) verdiinnt (1:100). Durch Inkubation fiir 45- 60 Minuten bei Raumtemperatur
gelierte das Matrigel. Anschliefslend wurde die Platten mit 100 pl/Loch warmem PBS
(65 mM NaCl, 23mM NaH,PO,, 80 mM NayHPO,) gewaschen. Die 96-Loch Platten
wurden direkt vor dem Aussden der Zellen mit Matrigel beschichtet. Wihrend die NCI-
H716-Zellen vorbereitet wurden, erfolgte die Lagerung der beschichteten Platten bei
37°C und 5% COs mit 100 pl HEK293-Kulturmedium (siehe Abschnitt 2.1.11) pro
Loch.

2.3.3 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Fiir die funktionelle Expression verschiedener Proteine wurde codierende Plasmid-DNA
mittels Lipofektamin2000 (Invitrogen, Karlsruhe, D) transient in HEK293-Zellen trans-
fiziert. Dies erfolgte bei einer Konfluenz von zirka 70 % bis 80 %. Bei dieser Methode
bildet die Plasmid-DNA einen Komplex mit kationischen Lipiden und kann so von den
Zellen aufgenommen werden. In einem ersten Schritt wurden Lipofektamin2000 und
Transfektionsmedium (siche Abschnitt 2.1.11) fiir 5 Mintuen bei Raumtemperatur inku-
biert. Wahrenddessen wurde die entsprechende Menge des Mediums mit der Plasmid-
DNA gemischt (siehe Tabelle 2.20). Zur Bildung der Lipofektamin-DNA-Komplexe
wurden Lipofektamin-Medium- und Plasmid-DNA-Medium-Gemisch fiir 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Diese Inkubationszeit wurde genutzt um das HEK293-
Kulturmedium auf den Zellen gegen serumfreies Transfektionsmedium auszutauschen.
Schlieflich wurden die Lipofektamin-DNA-Komplexe zu den Zellen gegeben und fiir
3-4h bei 37°C inkubiert. Danach wurde das Medium gegen Induktionsmedium (siehe
Abschnitt 2.1.11) ausgetauscht. Die funktionellen Experimente bzw. immunologischen
Farbungen erfolgen zirka 24 Stunden nach der Transfektion. Lediglich die Messung
des humanen Siifrezeptors sowie verschiedener Siiffrezeptormutanten und -Chiméren
in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen erfolgte 48-52 Stunden nach der Transfektion, da
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eine verldngerte Expressionszeit fiir den Siifsrezeptor zu robusteren Calcium-Signalen
fiihrte.

Tab. 2.20: Eingesetzte DNA- und Lipofektamin-Menge zur transienten Transfektion. (Angaben pro

Loch)
DNA DMEM Lipofek- DMEM DMEM-
tamin-2000 Vorlage
96-Loch- 0,15 ng 12,5l 0,3l 12,5l 50l
Platte
24-Loch- 0,8 g 50 ul 2nl 50 ul 400 pl
Platte

2.3.4 Tetracyclin-abhangige Induktion der
TAS1R3-Untereinheit

Die HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zelllinie exprimiert die TAS1R2-Siifrezep-
toruntereinheit sowie die Ga-Proteinchimére stabil. Die TAS1R3-Untereinheit kann
in dieser Zelllinie Tetracyclin-abhéngig exprimiert werden. Dies erfolgte durch Zuga-
be von 0,5pg/pl Tetracyclin zum Induktionsmedium (siche Abschnitt 2.1.11) zirka
24 Stunden vor der Messung bei einer Zellkonfluenz von rund 80 %. Als Negativkon-
trolle fiir funktionelle Experimente dienten Zellen, denen das Induktionsmedium ohne
Tetracyclin zugegeben wurde. Diese nicht-induzierten Zellen exprimieren lediglich die
TAS1R2-Untereinheit sowie Ga1bi3. Die Expression der TAS1R3-Untereinheit ist un-
terdriickt wodurch kein funktioneller Siifsrezeptor vorliegt. Die Zellen wurden bis zur
Messung bei 37°C und 5% CO, gelagert.
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2.4 Funktionelle Untersuchungen in HEK293- und
NCI-H716-Zellen

2.4.1 Calcium-Imaging

2.4.1.1 Grundlagen des Calcium-Imagings

Das Calcium-Imaging ist ein robustes und sensitives Reportersystem zur Analyse he-
terolog exprimierter Rezeptoren. Die Aktivierung membransténdiger Rezeptoren wird
tiber koexprimierte G-Proteine an den Signalweg der Phospholipase C (PLC) gekoppelt.
Dies fiihrt iiber Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) zur Calciumfreisetzung aus dem Endo-
plasmatischen Retikulum (ER). Der Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration
wird iiber einen Calcium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff gemessen (siehe Abbildung
2.3).

Ligand

Zellmembran
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Abb. 2.3: Prinzip des Calcium-Imagings. Die Aktivierung des Siifsrezeptors durch einen Ligan-
den fiihrt iiber das heterolog exprimierte G-Protein zur Aktivierung der Phospholipase C
(PLC). Diese bewirkt die Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglyce-
rin (DAG) aus Phospatidyl-inositol-4,5-bisphosphat (PIP5). Uber IPz-abhingige Calcium-
Kanéle des Endoplasmatischen Retikulums (ER) strémt Calcium ins Cytosol und wird durch
den calcium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 gebunden, was einen Anstieg der Fluo-
reszenz bewirkt.

Offermanns und Simons zeigten, dass das murine Galb und sein humanes Ortholog
Gal6 in der Lage sind, diverse G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) zu koppeln.

Darunter viele, die bevorzugt mit anderen Ga-Proteine interagieren (Offermanns und
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Simon, 1995). Daher wurden in der vorliegenden Arbeit das zur Gaqg-Familie geho-
rende Galb oder die G-Proteinchimére Gal5i3 verwendet. Diese waren bereits vor
Beginn der vorliegenden Arbeit stabil in die HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Ga15i3- be-
ziehungsweise HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen transfiziert worden (siehe Abschnitt
2.1.12). Der C-Terminus des G-Proteins ist die bestimmende Region fiir die Interak-
tion mit dem gekoppelten Rezeptor (Conklin u.a., 1993). Daher konnte der Einfluss
des Ga-Proteins, auf die Siifirezeptoraktivierung durch verschiedene Agonisten, mit
Hilfe von unterschiedlichen Ga-Proteinchiméren untersucht werden (siehe Abschnitt
3.5.1). Fiir diese Experimente wurden die Ga-Proteinchiméren transient in HEK293
TAS1R2 TAS1R3-Zellen transfiziert (siche Abschnitt 2.3.3). In den NCI-H716-Zellen
ist sowohl der humane Siifsrezeptor, wie auch das geschmacksspezifische Gagustducin
endogen exprimiert (Jang u.a., 2007). Daher fand in diesen Zellen keine Transfektion

der Komponenten statt.

2.4.1.2 Calcium-Imaging am Fluoreszenz-Plattenlesegerit (FLIPR)

Fiir die funktionelle Charakterisierung des Siifrezeptors und die Untersuchung des Ein-
flusses anderer Proteine auf dessen Aktivierbarkeit wurden die verschiedenen HEK293-
Zelllinien (siche Abschnitt 2.1.12) auf mit Poly-D-Lysin beschichtete 96-Loch Plat-
ten ausgesit (siche Abschnitt 2.3.2.1 und Abschnitt 2.3.1.1). Zirka 24 Stunden bzw.
48 Stunden nach der Transfektion bzw. Induktion wurden die Zellen mit Farbstofflo-
sung beladen (DMEM Glutamx 1 g/l Glukose, 2,5 ng/ml Fluo-4-AM, 2,5 mM Probene-
cid) und fiir eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit kann der als
Acetoxymethylester (AM) vorliegende Farbstoff die Zellmembran durchdringen. In der
Zelle werden die lipophilen Gruppen durch unspezifische Esterasen gespalten, wodurch
ein geladenes Molekiil entsteht. Dieses stromt deutlich weniger aus der Zelle hinaus.
Das zugegebene Probenecid hemmt den aktiven Transport des Farbstoffes aus der Zel-
le iiber Anionentransporter. Anschliefsend wurde iiberschiissiger und unspezifisch an
die Zellmembran gebundener Farbstoff durch Waschen der Zellen im Plattenwaschge-
rit entfernt. Dies erfolgte in zwei bis drei Waschschritten mit C1-Losung (130 mM
NaCl, 5mM KCl, 2mM CaCl,, 10mM Na-Hepes, 1 mM Na-Pyruvat). Durch eine 45-
miniitige Inkubation der Zellen bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde ein vollstan-
diges Deesterifizieren des Farbstoffes gewahrleistet. Direkt vor der Messung wurde der
Waschschritt in analoger Weise wiederholt, dabei verblieben 100 pl C1-Waschlésung pro
Loch auf den Zellen. Da die Substanzen bei der Applikation automatisch verdiinnt wer-
den, wurden sie in dementsprechend héherer Konzentration angesetzt und auf 96-Loch

Platten vorgelegt. Die Substanzen wurden, sofern nicht anders angegeben, ebenfalls im
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C1-Waschpuffer gelost. Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses des Speichels auf
die Testsubstanzen wurde Speichel von Probanden gesammelt, die zuvor mindestens
eine Stunde nichts gegessen oder getrunken hatten. Der Speichel der Personen wur-
de gemischt und fiir 5 Minuten bei 3000xg und 4 °C zentrifugiert um mogliche grobe
Verunreinigungen zu eliminieren. Anschliefend wurden die Testsubstanzen im Speichel
gelost und fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle wurden auch in Messpuffer
geloste Testsubstanzen fiir 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach der Applikation der
Testsubstanzen wurde 10 pM Isoproterenol zu den Zellen gegeben. Dies aktiviert den
endogen exprimierten [-adrenergen Rezeptor und dient somit als Vitalitdtskontrolle
(Bufe u.a., 2002). Die automatisierte Applikation der Substanzen sowie die parallele
Messung der Fluoreszendnderung erfolgte am Fluoreszenz-Plattenlesegerit (FLIPRY "

Molecular Devices) nach folgendem Schema.

Anregungswellenlénge: 470 nm - 495 nm
Detektionsswellenldnge: 515 nm - 575 nm
Belichtungszeit: 0,2 sek - 0,5 sek

Aufzeichnen der Basisfluoreszenz: 10 Messungen im Abstand von 2 sek

1. Applikation (50 ul Testsubstanz): 60 Messungen im Abstand von 2 sek
30 Messungen im Abstand von 10 sek

2. Applikation (50 pl Kontrollsubstanz): 70 Messungen im Abstand von 2 sek
10 Messungen im Abstand von 10 sek

Die Untersuchung der NCI-H716 Zellen auf Siifsrezeptoraktivierung mittels Calcium-
Imaging erfolgte 48 Stunden nachdem diese auf mit Matrigel beschichteten 96-Loch
Platten ausgesét wurden (siche Abschnitte 2.3.2.2 und 2.3.1.1). Dazu wurden diese
analog zu den HEK-Zellen mit Beladungslosung fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert.
Anschliefsend folgten 3x 3 Waschschritte mit C1-Waschlosung unterbrochen durch 20-
miniitige Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die Applikation der Testsub-
stanzen sowie das Aufzeichnen der Fluoreszenz erfolgte am Flipr384 (Molecular Devices,
Wetzlar, D), da dieses Gerét bereits zuvor zur Messung dieser Zellen genutzt wurde.

Es wurde folgendes Messprotokoll verwendet:

Anregungswellenldnge: 488 nm
Detektionswellenlédnge: 510 nm
Belichtungszeit: 0,4 sek - 0,5 sek
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Aufzeichnen der Basisfluoreszenz: 10 Messungen im Abstand von 6 sek

1. Applikation (50 pl Testsubstanz): 60 Messungen im Abstand von 2 sek
80 Messungen im Abstand von 6 sek

2. Applikation (50 ul Kontrollsubstanz) 60 Messungen im Abstand von 2 sek
50 Messungen im Abstand von 6 sek

2.4.1.3 Auswertung der Calcium-Imaging Versuche

Fiir die funktionellen Untersuchungen mittels Calcium-Imaging wurden je transfizier-
ter DNA und verwendeter Substanzkonzentration Duplikate oder Triplikate gemes-
sen. Durch den Vergleich der Reaktion Rezeptor-transfizierter Zellen mit der Reaktion
Leervektor-transfizierter Zellen wurde die Rezeptorabhangigkeit der Signale tiberpriift.
Zusétzlich wurde der Siifrezeptor-spezifische Inhibitor lactisole verwendet um die Re-
zeptorspezifitit der Signale zu verifizieren. Substanzkonzentrationen, die zu starken
Fluoreszenzsignalen in Leervektor-transfizierten Zellen fiihrten, wurden ausgeschlossen,
da sie nicht auf den untersuchten Rezeptor zuriickzufiihren sind. Die Ursache fiir solche
endogenen Reaktionen sind nicht eindeutig geklart. So kommt die Aktivierung endogen
exprimierter Rezeptoren durch Testsubstanzen in Betracht, wie auch osmotische oder
zytotoxische Effekte. Durch Losungsmittelapplikation (Cl-Messpuffer, zum Teil mit
DMSO) wurde die Substanzspezifitdt der Signale tiberpriift. Zur besseren Vergleichbar-
keit der Signale zwischen den Experimenten wurden die Fluoreszenzédnderungen (AF)
stets auf die Hintergrundfluoreszenz (Fy) normiert. Dadurch kénnen Schwankungen im
Beladungszustand der Zellen, ihrer Konfluenz oder Vitalitéit ausgeglichen werden. Die
Berechnung der relativen Fluoreszenz musste der Verwendung der unterschiedlichen
Zelllinien angepasst werden.

Zur Berechnung der relativen Fluoreszenzsignale AF in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
und HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen wurde von der Maximalfluoreszenz
(Frax) die Minimalfluoreszenz (F ;) subtrahiert. Dies erfolgte direkt im Screenworks
2.0 Programm (Molecular Devices, Miinchen, D) im Bereich der Erstapplikation, zwi-
schen Messwert 10 und Messwert 105 nach Korrektur nicht-induzierter bzw. Leervektor
transfizierter Zellen, die der selben Substanzkonzentration ausgesetzt waren. Anschlie-
fsend wurde die Fluoreszenzénderung auf die Hintergrundfluoreszenz normiert (AF /Fy)
und von diesem Wert die relative Fluoreszenz der Zellen mit Losungsmittelapplikation
(C1) subtrahiert. Zusammengefasst ergibt sich daraus folgende Formel:

AF  Fruax — Frin  Frax(C1) — Frin(C1)

F Fy a Fo(C1) (2.1)
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Fiir die Untersuchungen des Siifsrezeptors in HEK293PEAKrapid Galb-Zellen wur-
de die relative Fluoreszenzdnderung AF anhand des aufsteigenden Signalastes berech-
net (sieche Abbildung 2.4). AF entspricht dort der Differenz aus Maximalfluoreszenz
(Fmax) und Hintergrundfluoreszenz (Fy) nach Korrektur Leervektor-transfizierter Zel-
len (AF=F,.x-Fo). Diese Anpassung war notig, da Leervektor-transfi-zierte Zellen zum
Teil starker auf die Substanzapplikation reagierten als Siifrezeptor-transfizierte Zel-
len. Durch Korrektur Leervektor-transfizierter Zellen wiirde bei einigen Substanzen
ein kiinstliches Minimum entstehen, wodurch die errechneten Signale nicht die Beob-
achtungen widerspiegeln wiirden (siehe Abbildung 2.5). Fiir die meisten applizierten
Substanzen, die tatséchlich zur Aktivierung des heterolog exprimierten Siiffrezeptors in
diesem Zellsystem fiihren, unterschieden sich die Ergebnisse der beiden Auswertungs-
methoden kaum voneinander. Abschlieffend wurde wie in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galbi3-Zellen die relative Fluoreszenz nach Losungsmittelapplikation (C1) von der re-

lativen Fluoreszenz nach Substanzapplikation subtrahiert (vergleiche Formel 2.1).

Berechnung AF/F fir HEK293 TAS1R2 Berechnung AF/F fur HEK293PEAKrapid
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Abb. 2.4: Berechnung der Fluoreszenzsignale im Calcium-Imaging. Reprisentative Calci-
umspur nach Aktivierung des humanen Siikgeschmacksrezeptors sowie zur Berechnung
relevante Kenngrofen fiir A HEK239 TAS1R2 TAS1R3To (Galbi3)-Zellen bzw. B
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. A Die Bestimmung der Fluoreszenzéinderung AF (Fpax-
Frin) erfolgte automatisch mit der Software Screenworks 2.0 zwischen dem 10. Mess-
wert und dem 105. Messwert. B Zur Berechnung der Fluoreszenzénderung (AF) in
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen wurde die Maximalfluoreszenz zwischen Messwert 10 und
Messwert 105 automatisch im Programm 2.0 ermittelt und anschliefend die Hintergrund-
fluoreszenz (Fy) als Minimalfluoreszenz (Fpin) von diesem Wert subtrahiert. Fiir alle ver-
wendeten Zelllinien wurde anschliefend die Fluoreszenzénderung (AF) auf die Hintergrund-
fluoreszenz (Fp) normalisiert.

In den NCI-H716-Zellen ist der Siifrezeptor bereits endogen exprimiert. Dementspre-
chend konnte die Rezeptorabhéngigkeit der Signale nicht anhand Leervektor-transfizierter
Zellen iiberpriift werden. In diesen Zellen wurde AF = F .« - Fiuin nach Losungsmit-
telkorrektur aus dem Programm Flipr384 (Molecular Devices, Miinchen, D) zwischen
Messwert 10 und Messwert 105 exportiert und analog zu den HEK293-Zellen durch die

Hintergrundfluoreszenz (F) dividiert. Zur Kontrolle der Rezeptorspezifitiat der Signa-
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Fluoreszenzénderung nach Negativ-
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Abb. 2.5: Ursache der Anpassung der Berechnung der relativen Fluoreszenzen in
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. A Beispielhafter Fluoreszenzverlauf Leervektor- und
Stifrezeptor-transfizierter Zellen auf Substanz ohne Siifirezeptoraktivierung B Fluoreszenz-
verlauf nach Korrektur fiir Leervektor-transfizierte Zellen. Ohne die Anpassung der Auswer-
tung wiirden rechnerisch falsch-positive Signale entstehen.

le wurde die Koapplikation der Testsubstanz mit dem Siifrezeptorinhibitor lactisole

genutzt.

Um die Potenz und Effizenz der Testsubstanzen vergleichen zu kénnen, wurden Kon-
zentrations-Wirkungskurven und EC50-Werte (Konzentration der halbmaximalen Re-
zeptoraktivierung) aufgenommen. Die Berechnung des EC50-Wertes erfolgte mittels

linearer Regression nach folgender Formel in SigmaPlot11.

(max — min)

1+ (x/EC50)—Hillkoeﬂizient (22)

y = min +

2.4.2 Immunzytochemischer Nachweis transient transfizierter

Proteine

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression verschiedener Proteine nach transi-
enter Transfektion (siehe Abschnitt 2.3.3) mittels Antikorperfarbung tiberpriift. Dies
war insbesondere bei Proteinen wichtig, bei denen kein funktioneller Einfluss auf den
Stfsrezeptor nachweisbar war sowie zum Vergleich der Expression von Siifrezeptormu-
tanten und -chiméren zum Wildtyp Rezeptor. Da fiir einige der untersuchten Prote-
ine keine kommerziellen Antikorper erhéltlich sind, erfolgte deren Detektion {iber N-
oder C-terminal gelegene Tags. Dies sind kurze Peptidsequenzen fiir die es kommerziell
erhéltliche Antikorper gibt und die in der Arbeitsgruppe bereits vielfach zum Nach-

weis heterolog exprimierter Rezeptoren und Proteine genutzt wurden (Behrens und
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Meyerhof, 2006; Behrens u. a., 2012; Born u. a., 2013). Die Spezifitdt der priméren An-
tikorper wurde durch Leervektor-transfizierte Zellen iiberpriift und teilweise durch die
Prainkubation des priméren Antikorpers mit seinem Blockierpeptid. Fiir den immun-
zytochemischen Nachweis der Proteinexpression wurden die HEK293-Zellen auf mit
Poly-D-Lysin beschichteten Deckglédschen in 24-Loch Platten ausgesét (siche Abschnitt
2.3.1.1 und Abschnitt 2.3.2.1). Zirka 24 Stunden bzw. 48 Stunden nach der Transfek-
tion (siehe Abschnitt 2.3.3) wurden die Zellen mit 37 °C warmen PBS (65 mM NaCl,
23mM NaH,PO,4, 80 mM NayHPO,) gewaschen und zur Hemmung der Endozytose fiir
30 Minuten auf Eis gelagert. Zum Ermitteln der Gesamtzellzahl erfolgte die Markie-
rung der Zellmembran iiber das Binden von biotinyliertem Concanavalin A (5pg/ml
in PSB) an glykosylierte Membranproteine. Nach einer einstiindigen Inkubation auf
Eis wurden die Zellen fiinfmal mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlieffend mit
Methanol-Aceton (1:1) fiir 2 Minuten fixiert und permeabilisiert. Dieses wurde durch
dreimaliges Waschen entfernt. Um unspezifisches Binden des Antikoérpers zu verringern,
wurden die Zellen vor der Inkubation mit dem priméren Antikorper fiir eine Stunde
mit Blockierlosung (5 % Pferdeserum in PBS) inkubiert. Danach erfolgte die Inkubati-
on der Zellen mit priméren Antikorper, verdiinnt in Blockierlésung, bei 4 °C iiber Nacht
oder fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Vor der Inkubation mit dem sekundéren
Antikérper wurde ungebundener primérer Antikorper durch dreimaliges Waschen ent-
fernt und die Zellen erneut fiir zirka eine Stunde mit 5 %-igem Pferdeserum inkubiert.
Die Inkubation des Fluoreszenz-gekoppelten sekundéren Antikorpers erfolgte zusam-
men mit Streptavidin Alexa Fluor 633 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur. Dieses
bindet das biotinylierte Concanavalin A und erméglicht somit den Nachweis der Zell-
membran. Abschliefend wurde {iberschiissiger sekundarer Antikorper durch erneutes
Waschen entfernt und die Zellen mit destilliertem Wasser gewaschen um vorhande-
ne Salze zu entfernen. Die Deckgldschen wurden auf Objekttrager tiberfiihrt und mit
Fluoreszenz-Eindeckelmedium (Dako Fluorescent Mounting Medium, Dako- Agilent

Technologies, Hamburg, D) eingedeckelt.

Die Analyse der fluoreszenzmarkierten zelluléren Proteine erfolgte unter Verwendung
des 40-fachem Objektives mit einem konfokalen Laserscanning-Mikroskop (Leica LCS
Sp2, Leica Microsystems, Wetzlar, D). Dieses ist ausgestattet mit Lasern der Wellen-
lange 488 nm, 561 nm und 633 nm. Die konfokale Mikroskopie ermoglicht Aufnahmen in
verschiedenen Ebenen des Préparats. Dies geschieht indem Licht einer einzigen Fokal-
ebene gebiindelt wird und Licht anderer Ebenen durch in den Strahlengang eingebrach-
te Blenden unterdriickt wird. Die Anregung des Farbstoffes Alexa Fluor 488 erfolgte
mit einem Argon-Laser bei einer Wellenlénge von 488 nm, detektiert wurde im Bereich

von 500- 550 nm bei einer Laserleistung von 35 % und einer Fotomultipliersenstitiviat
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2 Material und Methoden

von 450-470 V. Der Farbstoff Alexa Fluor 546 wurde mit einem Laser der Wellenlange
561 mM bei einer Laserleistung von 54 % angeregt und im Bereich von 575-620 nm
detektiert. Der Alexa Fluor 633 Farbstoff, welcher zur Markierung der Zellmembran
genutzt wurde, wurde mit einem Helium-Neon-Laser der Wellenldnge 633 nm angeregt
und im Bereich von 640- 710 nm detektiert. Die Laserleistung war auf 65 % eingestellt,
der Fotomultipliereinstellung betrug, wie auch beim Laser der Wellenldnge 561 nm,
550 V.

Zur Bestimmung der Expressionsrate, als Anteil der fluoreszierenden Zellen an der Ge-
samtheit der Concanavalin A markierten Zellen, wurde die Software ImageJ genutzt.
Die Expressionsrate wurde als Mittelwert von mindestens drei reprasentativen Aus-
schnitten von je zwei verschiedenen Deckglaschen aus ein oder zwei Farbungen be-

stimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Siifigeschmack vs. Siifirezeptoraktivierung

Fiir die Charakterisierung humaner Geschmacksrezeptoren werden haufig zellbasier-
te heterologe Expressionssysteme genutzt (sieche Abschnitt 1.5). In einem HEK293-
basiertem Zellsystem mit stabiler heterologer Expression der humanen Siifrezeptorun-
tereinheiten TASTR2-TAS1R3 sowie der G-Proteinchimére Ga15i3 zeigten verschiede-
ne Stoffe jedoch eine Siifsrezeptoraktivierung in funktionellen Calcium-Imaging Untersu-
chungen, die in der anschliefenden sensorischen Untersuchung keinen offensichtlichen
Siifsgeschmack hervorriefen (unverdffentlichte Daten von Marcel Winnig und Frauke
Stéhler, Deutsches Institut fiir Erndhrungsforschung (DIfE), Abteilung Molekulare Ge-
netik). Umgekehrt zeigten jedoch alle siif schmeckenden Substanzen auch eine Siifsre-
zeptoraktivierung im genannten heterologen Zellsystem. Fiir einige der identifizierten
Substanzen, die eine Siifrezeptoraktivierung in wvitro zeigen ohne Siikgeschmack in vi-
vo aufzuweisen, existieren strukturell nahe verwandte Substanzen, welche sowohl im
zellbasiertem Testsystem als auch sensorischen Untersuchungen zur Siiffrezeptorakti-
vierung bzw. zum Siifgeschmackseindruck fithren. Solche Sets strukturell verwandter
Substanzen mit und ohne Diskrepanz wurden ausgewéahlt, um die Ursachen fiir die-
se Unterschiede zwischen Sensorik und funktionellem Calcium-Imaging Experimenten
zu untersuchen. Diese gehoren strukturell den Flavonoiden bzw. den Benzaldehyden
an. Die Strukturformeln der verwendeten Testsubstanzen sind in der Abbildung 3.1

dargestellt.

Um zu verifizieren, dass die von Marcel Winnig und Frauke Stéhler (DIfE, Abtei-
lung Molekulare Genetik) gemessenen Fluoreszenzsignale, die zur Aufdeckung der Dis-
krepanz fiihrten, tatséchlich Sifsrezeptor-vermittelt sind, wurde fiir die ausgewéhlten
Testsubstanzen iiberpriift, ob sich deren Signale durch den Siifrezeptor-spezifischen
Inhibitor lactisole hemmen lassen. Dazu wurden die Testsubstanzen in ihrer maximal

einsetzbaren Konzentration sowohl in C1 Messpuffer wie auch in 1mM lacitsole ge-
16st und auf Stfsrezeptor-exprimierende HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galb5i3-Zellen
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Flavonoide

7,3-Dihydroxy-4'-methoxyflavan

Benzaldehyde
(Vanillin-verwandte Substanzen)

Testsubstanzen Testsubstanzen
mit StRgeschmack ohne SuRgeschmack

Hesperitin OH Eriodictyol OH
3',5,7-Trihydroxy-4'-methoxyflavanone 3' 4' 5 7-Tetrahydroxyflavanone

DHMF
OH

Vanillin 6

4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd

4-Ethoxybenzaldehyd )

“HMB

Ethylvanillin
3-Ethoxy-4-hydroxybenzaldehyd

Abb. 3.1: Strukturformeln der verwendeten Testsubstanzen

2-Hydroxy-4-methoxybenzaldehyd
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3 Ergebnisse

appliziert. Der Stifsrezeptorinhibitor lactisole bindet in der Transmembranregion der
TAS1R3-Untereinheit (Xu u. a., 2004; Winnig u. a., 2005) und fiihrt abhéngig vom Li-
ganden zu einer allosterischen oder kompetitiven Hemmung (Winnig, 2006). Wie der
Abbildung 3.2 zu entnehmen ist, sind alle Signale lactisole sensitiv und somit durch

den heterolog exprimierten humanen Siiftrezeptor TAS1R2-TAS1R3 vermittelt.

A T[\ TN TK T/\ T/\ TN — Substanz in C1

Substanz in
B 1mM lactisole
1,4 4
TR 1,2 Substanz in C1
C 1
<08 [l Substanzin
0,6 1mM lactisole
0,4
0,2
& ) ®<< Q{( & )
& ¥ N @V QV >
(Z) Q>\

Abb. 3.2: Testsubstanzen aktivieren spezifisch den humanen Siifirezeptor in HEK293
TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen. A Originale Fluoreszenzspuren nach Applikati-
on (Pfeil) der Testsubstanzen in C1 Messpuffer (schwarz) oder 1mM lactisole (grau)
auf Siiffrezeptor-exprimierende HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen. Mafistab:
y =500 Relative Lichteinheiten, x =100 Sekunden B Relative Fluoreszenzdnderungen nach
Applikation der Testsubstanzen in C1 Messpuffer (schwarz) und in 1mM lactisole (grau).
n>3 + Standardabweichung
Substanzkonzentrationen in A und B: Hesperitin 0,025 mM; Eriodictyol 0,05 mM; DHMF
0,05 mM; MTHF 0,05 mM; Vanillin 2,5 mM; HMB 1 mM. Nicht siifs schmeckende Substanzen
sind unterstrichen.

Um den Konzentrationsbereich, in dem die Testsubstanzen im heterologen Expressi-
onssystem (HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Ga15i3) Fluoreszenzsignale hervorrufen, mit
dem Konzentrationsbereich zu vergleichen, welcher einen Siigeschmackseindruck in
vivo hervorruft, wurden Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der Testsubstanzen in
beiden Systemen gemessen (Abbildung 3.3). Der untersuchte Konzentrationsbereich
ist begrenzt durch die Loslichkeit der Substanzen sowie in wvivo durch Beigeschmé-
cker und toxikologische Aspekte. Die Loslichkeit kann sich des Weiteren zwischen in
vitro und in vivo Sensoriktest unterscheiden, da fiir letzte DMSO als unterstiitzen-
des Losungsmittel nicht zugesetzt werden kann. Im heterologen Expressionssystem ist
dies meist bis zu einer Konzentration von unter einem Prozent moglich. In wvitro ist
die maximal applizierbare Konzentration zusétzlich durch unspezifische Reaktion der
Kontrollzellen limitiert. Diese konnen unter anderem durch die Aktivierung endogener
Rezeptoren bedingt sein und behindern die Identifikation des Siifrezeptor-vermittelten

Signals. Aus diesem Grund konnte fiir die meisten der untersuchten Substanzen keine
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Sattigung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung im heterologen Expressionssystem

erreicht werden.

A SiRgeschmack in vivo B SuRrezeptoraktivierung in vitro

>
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Abb. 3.3: Vergleichende Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Testsubstanzen in vi-
vo und in wvitro. A Siilgeschmack von Hesperitin, DHMF und Ethoxybenzalde-
hyd im Vergleich zur Saccharosereferenzlosung; n>16 Probanden. B Konzentrations-
Wirkungsbeziehung von Hesperitin, DHMF und FEthoxybenzaldehyd in Siifirezeptor-
exprimierenden HEK293 TAS1R2 TAS1R3 Galbi3-Zellen, n=3 £Standardabweichung C
Eriodictyol, MTHF, Vanillin, HMB und Ethylvanillin weisen keinen Siifigeschmack im Ver-
gleich zur Saccharose-Referenzlosung auf, n>16 Probanden. C Diese Substanzen fiihren
jedoch zur Rezeptoraktivierung in Siifrezeptor-exprimierenden HEK293 TAS1R2 TAS1R3
Galbi3-Zellen wie die relativen Fluoreszenzsignale zeigen; n=3 +Standardabweichung. Fla-
vonoide in blau und griin T6nen, Benzaldehyde in rot Ténen

Wiéhrend Hesperitin die Erkennungsschwelle von Saccharose (0,25 % - Poirier u. a. (2012))
deutlich tiberschreitet und somit einen Siifgeschmack im Sensoriktest hervorruft (sie-
he Abbildung 3.3 A, blaue Linie), ist das strukturell verwandte Eriodictyol nicht siift
(siche Abbildung 3.3 C, blaue Linie). Beide Substanzen fithren dennoch zur Aktivie-
rung Siikgeschmacksrezeptor-exprimierender Zellen (siche Abbildung 3.3 B, D, blaue
Linien). Auch die beiden Flavonoide 7,3-Dihydroxy-4’-methoxyflavan (DHMF) und 3’-
Methoxy-4’,5,7-trihydroxyflavan (MTHF) aktivieren Siifsrezeptor-exprimierende Zellen
(sieche Abbildung 3.3 B, D, griine Linien). Jedoch ruft lediglich DHMF einen Siifige-
schmack in sensorischen Untersuchungen hervor (sieche Abbildung 3.3 A, griine Linie).
Auch Vanillin und andere Vanillin-verwandte Benzaldehyde zeigen eine Aktivierung des

humanen Siifigeschmacksrezeptors (siche Abbildung 3.3 D) ohne von Probanden als siifs
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wahrgenommen zu werden (siehe Abbildung 3.3 C rotliche Linien). Lediglich Ethoxy-
benzaldehyd schmeckt siifs (siehe Abbildung 3.3 A). Der Vergleich der Konzentrations-
Wirkungsbeziehung verdeutlicht die Diskrepanz zwischen Siifsrezeptoraktivierung in
vitro und Stfsgeschmack in vivo. Weiterhin zeigt sich dabei, dass die Aktivierung des
Stfsrezeptors im heterologen Expressionssystem bereits bei geringen Konzentrationen
stattfindet, als der Siifsgeschmackseindruck in sensorischen Untersuchungen. Auch wird
deutlich, dass die siiff schmeckenden Substanzen geringere Schwellenwerte zur Rezepto-
raktivierung im heterologen Expressionssystem aufweisen, als ihre strukturell verwand-

ten Substanzen ohne Siifsgeschmack.

Die initiale Beobachtung, dass Substanzen Siifrezeptor-exprimierende HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Galbi3-Zellen aktivieren, ohne einen detektierbaren Stfsgeschmack bei Pro-
banden zu verursachen, konnte bestétigt werden. Die lactisole-Sensitivitat der Signa-
le belegt, dass diese Siifrezeptor-vermittelt sind. Auch bei der hochstmoglichen Kon-
zentration flir sensorische Test, weisen die Substanzen: Eriodictyol, MTHF, Vanillin,
Ethylvanillin und HMB keinen Siifsgeschmack auf. Weiterhin zeigt sich, dass bereits
kleine strukturelle Unterschiede zwischen den Testsubstanzen deren Geschmack beein-
flussen. So unterscheiden sich die Strukturen von Hesperitin und Eriodictyol lediglich
am 4’-Kohlenstoffatom. Wahrend Hesperitin dort eine Methoxygruppe trégt, ist das
Eriodictyol an dieser Position hydroxyliert (vergleiche Abbildung 3.1). Ebenso weist
das siifs schmeckende DHMF am 4’-Kohlenstoffatom eine Methoxygruppe auf, wohinge-
gen das nicht siifs schmeckende MTHEF dort, wie auch Eriodictyol, eine Hydroxylgrup-
pe trigt. Der strukturelle Unterschied zwischen dem nicht siiff schmeckendem HMB
zum 4-Ethoxybenzaldehyd ist ebenfalls nur eine zusétzliche Hydroxylgruppe am 2-
Kohlenstoffatom. Es stellt sich die Frage, was das unterschiedliche Verhalten des Siifsre-
zeptors verursacht. Gibt es Unterschiede in der Expression akzessorischer Proteine oder
anderer G-Protein gekoppelter Rezeptoren, die die Aktivierung oder Ligandenbindung
des Siifsrezeptors beeinflussen? Welchen Einfluss spielt das heterolog koexprimierte G-
Protein? Wie verhélt sich der Siifsrezeptor in anderen Zellen, die als Modellsysteme
genutzt werden? Durch Untersuchung dieser Fragen, soll geklart werden, welche Ein-

flussfaktoren fiir die Funktionsweise des Siifrezeptors von Bedeutung sind.
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3.2 Untersuchungen zum Einfluss der Glukose im

Messpuffer

Bei den Experimenten, die zur Aufdeckung und Bestétigung der Diskrepanz zwischen
Sensorik und Zellsystem fiihrten, wurde ein Waschpuffer (C1) mit 5mM Glukose ver-
wendet. Die Glukose dient den Zellen wiahrend der Messung als Néhrstoff. Der Gehalt
an Glukose von 5mM liegt unterhalb des Schwellwertes fiir den heterolog exprimierten
humanen Stifrezeptor in HEK293 Gal6gustd4-Zellen (interne Messungen Anne Brock-
hoff). In den HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galb5i3-Zellen fiihrt die Applikation dieses
Puffers ebenfalls nicht zu eindeutigen Fluoreszenzsignalen, jedoch teilweise zu leich-
ten Fluoreszenzénderungen in induzierten, Stifirezeptor-exprimierenden Zellen (siehe
Abbildung 3.4 C). Dies koénnte ein Hinweis auf eine geringe Aktivierung des hetero-
log exprimierten Siifrezeptors sein. Des Weiteren identifizierten Servant u.a. (2010)
Substanzen, die in sensorischen Untersuchungen keinen Siifgeschmack bei Probanden
hervor riefen, jedoch die Siifsintensitdt von Saccharose bzw. Sucralose verstarkten. Dies
spiegelte sich ebenfalls bei Calcium-Imaging Versuchen im heterologen Expressionssys-
tem wider. Dort fiithrte die alleinige Applikation der Verstirker im getesteten Kon-
zentrationsbereich zu keiner Verdanderung der Fluoreszenz Siifsrezeptor-exprimierender
Zellen. Bei Koapplikation der Verstdrker mit Sucralose bzw. Saccharose wurde jedoch
eine Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung der Agonisten beobach-
tet. Somit aktivieren diese Substanzen den humanen Siifirezeptor nicht, sind aber in
der Lage die Agonisten-induzierte Aktivitat des Siirezeptors zu verstirken (Servant
u. a., 2010).

Daraus ergab sich die Hypothese, dass die nicht siif schmeckenden Testsubstanzen
in dhnlicher Weise verstiarkend auf den Siifsrezeptor wirken konnten, ohne ihn zu ak-
tivieren. Diese Verstiarkung konnte zu einer Linksverschiebung der Konzentrations-
Wirkungsbeziehung von Glukose fiithren und somit eine deutliche Aktivierung des Stifs-
rezeptors durch die im Puffer enthaltene Glukose verursachen.

Um diese Vermutung zu tiberpriifen, wurde mittels Calcium-Imagings die Fluoreszen-
zanderung Siifrezeptor-exprimierender HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen
durch Applikation der Testsubstanzen im glukosefreiem Messpuffer bestimmt. Dazu
erfolgte sowohl die Inkubation der Zellen, wie auch die Verdinnung und Applikation
aller Substanzen in C1-Messpuffer ohne Glukose. Neben den nicht siiff schmeckenden
Testsubstanzen wurde auch die Fluoreszenzinderung durch Applikation der siif schme-
ckenden Testsubstanzen sowie Saccharose gemessen. Damit wird die Spezifitdt eines

moglichen Effekts tiberpriift. Das Weglassen der Glukose im Messpuffer verursachte

63



3 Ergebnisse

bei Saccharose und allen Testsubstanzen, aufser DHMF, eine signifikante Reduktion
der Signalamplitude (siehe Abbildung 3.4 A). Die nicht siif schmeckenden Substanzen
zeigten auch in glukosefreiem Puffer eine deutliche Siifrezeptoraktivierung. Damit ist
die Aktivierung des heterolog exprimierten Siiffrezeptors durch die nicht siifs schmecken-
den Testsubstanzen nicht auf eine Verstarkung der im Messpuffer vorhandenen Glukose
zuriick zu fiihren, sondern durch die Testsubstanzen direkt bedingt.

Dennoch zeigten alle Substanzen, aufser DHMF, reduzierte Signalamplituden, wenn
in glukosefreiem Puffer gemessen wurde. Dieser Effekt konnte auf eine generelle Ver-
schlechterung der Zellvitalitdt hinweisen. Zur Kontrolle dessen, wurden die relativen
Fluoreszenzsiganle auf Isoproterenol in Abhédngigkeit vom Glukosegehalt des Messpuf-
fer bestimmt. Isoproterenol aktiviert den in HEK293-Zellen endogen exprimierten -
adrenergen Rezeptor und dient daher als Vitalitdtskontrolle (Bufe u.a., 2002). Auch
die Fluoreszenzsignale durch Isoproterenol waren bei Messungen in glukosefreiem Puf-
fer signifikant reduziert (sieche Abbildung 3.4 A). Damit wirkt sich das Weglassen der

Glukose wahrend des Experiments scheinbar negativ auf den Zustand der Zellen aus.

Eine mogliche Ursache der verminderten Zellvitalitét ist die fehlende Energiequelle fiir
die Zellen wiahrend des Experiments. Als alternative Energiequelle wurde daher Pyruvat
getestet. Dieses ist in verschiedenen Zellkulturmedien in einer Konzentration von 1 mM
als Glukoseersatz vorhanden (z.B Invitrogen, Karlsruhe, D). Es stellt bei aeroben Orga-
nismen das Endprodukt der Glykolyse dar und kann mit Acetyl-CoA im Zitronenséure-
zyklus abgebaut werden (LofHer, 2001). Die Auswirkungen auf die Fluoreszenzsignale
durch den Austausch der Glukose im Messpuffer gegen 1 mM Pyruvat wurde anhand der
Applikation von Hesperitin, Eriodictyol und Saccharose iiberpriift. Zur Kontrolle der
Zellvitalitat wurden die Fluoreszenzsignale durch Isoproterenol-Applikation aufgenom-
men. Die Inkubation der HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Ga15i3-Zellen sowie die Verdiin-
nung und Applikation der Substanzen erfolgte in glukosefreiem-pyruvathaltigem Mess-
puffer. Dabei zeigte sich, dass das Eriodictyol-induzierte Fluoreszenzsignal Siifrezeptor-
exprimierender Zellen leicht verringert und das Saccharose-induzierte Signal leicht er-
hoht war. Es konnte keine signifikante Verdnderung des Hesperitin-induzierten Fluo-
reszenzsignals beobachtet werden. Auch die Aktivierung des [-adrenergen Rezeptors
durch Isoproterenol war unveréndert (siche Abbildung 3.4 B). Die Applikation des Puf-
fers verursacht keine Fluoreszenzsignale (siehe Abbildung 3.4 C). Folglich kann Pyruvat
als alternative Energiequelle fiir die Zellen wiahrend der Calcium-Imaging Experimente
genutzt werden, ohne die Zellvitalitat negativ zu beeinflussen. Daraufhin wurde fiir alle
weiteren Messungen Messpuffer mit 1 mM Pyruvat statt Glukose verwendet um falsch

positiven Signalen durch Verstdrkung der Rezeptoraktivitét vorzubeugen.
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Abb. 3.4: Einfluss des Messpuffer auf Fluoreszenzsignale im Calcium-Imaging. Relative Fluo-
reszenzanderungen in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen nach Applikation ver-
schiedener Testsubstanzen bei unterschiedlichen Pufferbedingungen. A Vergleich der Fluo-
reszenzsignale in glukosehaltigem und glukosefreiem Messpuffer. B Auswirkungen des Aus-
tausches von Glukose gegen Pyruvat im Messpuffer auf die Fluoreszenzsignale Siifirezeptor-
aktivierender Substanzen und Isoproterenol. Dabei wurden folgende Substanzkonzentra-
tionen eingesetzt: Hesperitin 0,025 mM; Eriodictyol 0,05 mM; DHMF 0,05 mM; MTHF
0,05 mM; Vanillin 2,5 mM; HMB 1 mM; Saccharose 30 mM; Isoproterenol 10 pM. Isoprotere-
nol aktiviert nicht den heterolog exprimierten Siifirezeptor, sondern den in HEK293-Zellen
endogen exprimierten S-adrenergen Rezeptor und dient als Kontrolle der Zellvitalitat. Fluo-
reszenzsignale wurden auf die Hintergrundfluoreszenz normalisiert. n>3, Signifikanztest mit-
tels ungepaartem t-Test *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. C Originale Fluoreszenzspuren
nach Applikation der verschiedenen Puffer. Mafstab: y=200 Relative Fluoreszenzeinheiten,
x=100 Sekunden.

3.3 Untersuchungen zum Einfluss des Speichels auf
die Siufirezeptoraktivierung im heterologen

Expressionssystem

Der Vergleich des Siifsgeschmacks der Testsubstanzen (siehe Abbildung 3.1) mit der
Aktivierung des Siiffgeschmacksrezeptors durch diese in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galb5i3-Zellen zeigt eine deutliche Diskrepanz (vergleiche Abschnitt 3.1). Es stellt sich
die Frage, ob der Speichel, welcher bei sensorischen Tests in der Mundhohle stets an-
wesend ist, jedoch nicht bei Untersuchungen im heterologen Expressionssystem dafiir
verantwortlich ist. In der Nasenschleimhaut von Mausen wurden Enzyme beobachtet,

welche zu einer selektiven Umwandlung von Geruchsstoffen fiihren (Nagashima und
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Touhara, 2010). Die Autoren beobachteten, dass diese Umwandlung schnell und effek-
tiv genug ist, um die Geruchswahrnehmung der Versuchstiere zu beeinflussen. Basierend
darauf, entstand die Hypothese, dass die als nicht siifs beschriebenen Testsubstanzen
moglicherweise durch Speichelenzyme in nicht siifse Stoffe umgewandelt wurden. Da
diese Umwandlung nur in vivo aber nicht in vitro stattfande, konnte sie die beobachte-
te Diskrepanz verursachen.

Um diese Vermutung zu untersuchen, wurden die Testsubstanzen bei 37 °C in Speichel
inkubiert. Der dazu verwendete Speichel wurde von mehreren Probanden gesammelt,
welche gebeten wurden, mindestens eine Stunde zuvor nicht zu essen und nur Wasser
zu trinken. Der Speichel der Probanden wurde gemischt, um individuelle Unterschie-
de auszuschlieffen und fiir 5 Minuten bei 3000 xg und 4 °C zentrifugiert, um mégliche
grobe Verunreinigungen zu eliminieren. Als Kontrolle wurden die Substanzen ebenfalls
im Messpuffer bei 37°C inkubiert. Nach Abkiihlung der Stoffe auf Raumtemperatur
wurden die in Messpuffer oder Speichel gelosten Substanzen schliefslich auf die Zellen
appliziert. Die Applikation von Speichel bzw. Messpuffer diente als weitere Kontrolle.
Dabei zeigte sich, dass bereits die Applikation von Speichel auf die HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Galbi3-Zellen zu Fluoreszenzsignalen fiihrt (siehe Abbildung 3.5). Dies wur-
de sowohl bei induzierten, wie auch nicht induzierten Kontrollzellen beobachtet. Somit
fithrt die Gabe von Speichel zu endogenen, nicht Stifsrezeptor-vermittelten Signale der
HEK293-Zellen und ein moglicher enzymatischer Einfluss kann nicht untersucht wer-

den.

Hesperitin Eriodictyol Vanillin Messpuffer/
Speichel

Substanz in

Messpuffer T/& {\ }/\—’ T L

Substanz in — induzierte Zellen

Speichel o .
T/\—/’ {\"” {\_/-——— {\,_,__ ?k%hr:tlrgﬁg)zuertezmlen

Abb. 3.5: Applikation von Speichel fiihrt zu endogenen Fluoreszenzsignalen in HEK293-
Zellen. Originale Fluoreszenzsignale nach Applikation von Hesperitin 0,05 mM; Eriodictyol
0,05 mM und Vanillin 1mM gelést in C1-Messpuffer (obere Reihe) oder geldst in Speichel
(untere Reihe) auf induzierte (schwarze Linie) und nicht induziert (graue Linie) HEK293
TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen. Geloste Substanzen wurden fiir 5 Minuten bei 37 °C inku-
biert und vor Applikation wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt. Applikation von Speichel
bzw. Messpuffer alleine dient als Kontrolle und wurde in gleicher Weise behandelt. Mafsstab:
x=100 Sekunden, y=200 relative Fluoreszenzeinheiten.
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3.4 Untersuchungen zur Siifsrezeptoraktivierung in

verschiedenen Zelllinien

Um zu iiberpriifen, ob die beobachtete Diskrepanz charakteristisch fiir die heterologe
Expression des Rezeptors in HEK293-Zellen ist oder auch in anderen Zelllinien auftritt,
wurde die Siifrezeptoraktivierung in verschiedenen humanen Zelllinien iiberpriift. Da-
bei wurde eine weitere HEK293-basierte Zelllinie genutzt, sowie die NCI-H716 Zellen,

die ein Modell fir humane enteroendokrine L-Zellen darstellen.

3.4.1 Siifirezeptoraktivierung in NCI-H716-Zellen

Die NCI-H716 Zelllinie wurde 1987 von Park et al. etabliert und entstammt einem
Blinddarmkarzinom (Park u.a., 1987). Diese Zellen exprimieren den humanen Siifs-
geschmacksrezeptor sowie die Signaltransduktionselemente Gagustducin, G33, Gy13,
PLCB2 und TRPM5 endogen (Jang u.a., 2007). Diese Arbeitsgruppe zeigte weiter-
hin, dass differenzierte NCI-H716-Zellen Glukose-, Saccharose- und Sucralose-abhéngig
GLP-1 sekretieren. Fiir Sucralose wurde mittels der Koapplikation von lactisole gezeigt,
dass die GLP-1 Sekretion Siifrezeptor-vermittelt ist. Durch einen PLC-spezifischen In-
hibitor, wurde der Glukose-abhéngige Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentrati-
on gehemmt (Jang u.a., 2007). Da die NCI-H716-Zellen den Siifrezeptor und Kom-
ponenten der Signaltransduktionskaskade in Geschmacksrezeptorzellen endogen ausbil-
den, wurde vermutet, dass die Siifrezeptoraktivierung in diesem Zellsystem den Siifsge-
schmack der Testsubstanzen widerspiegelt. Es wurde daher mittels Calcium-Imaging
untersucht, ob nur die Testsubstanzen die NCI-H716-Zellen aktivieren, die in den senso-
rischen Untersuchungen als siif beschrieben wurden. Die NCI-H716-Zellen wurden fiir
48 Stunden auf Matrigel-beschichtete (BD Bioscience, Heidelberg, D) 96-Loch Platten
ausgesit (sieche Abschnitt 2.3.2.2), welches die Anheftung und endokrine Differenzie-
rung der NCI-H716 Zellen bewirkt (de Bruine u.a., 1993). Als Positivkontrolle wur-
den Saccharose und Sucralose auf die Zellen appliziert. Fiir diese Substanzen ist die
Aktivierung der NCI-H716 bereits beschrieben (Jang u.a., 2007). Vergleichbar zu den
Calcium-Imaging Experimenten in HEK293-Zellen wurde auch in den NCI-H716-Zellen
die Zellreaktion auf Applikation des Messpuffers (C1) tiberpriift. Die Zellvitalitidt wurde
durch Applikation von Carbachol - einem Agonisten muskariner Achetylcholinrezepto-
ren - iiberpriift, welcher NCI-H716-Zellen aktiviert (Reimer u.a., 2001).

Substanzkonzentrationen, die in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen zu spezi-

fischen Fluoreszenzsignalen fithrten, zeigten meist keine Verdnderung der Fluoreszenz
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in den NCI-H716 Zellen. So zeigt zum Beispiel eine Konzentration von 1 mM Vanil-
lin oder HMB eine spezifische Siifsrezeptoraktivierung in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galb5i3-Zellen (vergleiche Abbildung 3.3 D), fiihrt jedoch nicht zu Fluoreszenzénderun-
gen in NCI-H716-Zellen (siehe Abbildung 3.6). Auch Hesperitin, welches in HEK293
TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen bereits bei einer Konzentration von 0,025 mM Fluo-
reszenzsignale bewirkt, fiihrt auch bei einer Konzentration von 0,3 mM zu keinem An-
stieg der Fluoreszenz in NCI-H716-Zellen. Die Gabe von Sucralose (1 mM) bewirkte
ebenfalls keine deutliche Fluoreszenzidnderung der NCI-H716-Zellen (siche Abbildung
3.6), obwohl diese Konzentrationen in Stifrezeptor-exprimierenden HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Gal5i3-Zellen bereits zur Sattigung des Rezeptors fithrt. Dies ist zusétzlich
iberraschend, da Jang u.a. (2007) nach Gabe von 1 mM und 5mM Sucralose GLP-1-
Sekretion der NCI-H716-Zellen beobachteten. Lediglich die Gabe von 1,5 % Saccharose
zeigt einen leichten Anstieg der Fluoreszenz im Calcium-Imaging. Dieser ist jedoch, im
Gegensatz zu den in Siikrezeptor-exprimierenden HEK293-Zellen beobachteten Signa-
len, nicht transient (siehe Abbildung 3.6).

Hesperitin Eriodictyol Vanillin
0,3mM 0,1mM K TmM

!

I

Sucralose Saccharose

1mM 1,5% C1
L,ik T PR
’L.//M

Abb. 3.6: FLIPR-Calcium Spuren in NCI-H716-Zellen nach Gabe der Testsubstanzen.
Die Applikation (durchgezogener Pfeil) der siif schmeckenden und nicht siiff schmecken-
den (unterstrichen) Testsubstanzen sowie von Sucralose auf NCH-H716-Zellen bewirkt in
den angegebenen Konzentrationen keine Fluoreszenzsignale obwohl diese bzw. geringere
Konzentrationen zu Fluoreszenzsignalen in Siiffrezeptor-exprimierenden HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Galbi3-Zellen fiihren. Als Positivkontrolle dient die Gabe von 1,5% Saccha-
rose (43,8mM), was zu einem geringen Anstieg der Fluoreszenz fithrt. Die Applikation
von Carbachol (2,5 uM) (gestrichelter Pfeil) zeigt die Vitalitdt der Zellen an. Experimen-
te erfolgten nach 48 h Zellwachstum auf Matrigel (BD Bioscience, Heidelberg, D). Mafstab:
y = 2000 relative Lichteinheiten, x = 1 Minute.

Daher wurden die Konzentrationen der Testsubstanzen bis zur Loslichkeitsgrenze er-
hoht, was zu transienten Fluoreszenzsignalen fithrte. Dabei wurden nach Applikation
von 0,3mM DHMF, 1mM MTHF und 30 mM Vanillin reduzierte Carbachol-Signale
(Vitalitatskontrolle) beobachtet (sieche Abbildung 3.7 B). Dies weist auf einen negati-
ven Einfluss der Testsubstanzen auf die Zellvitalitdt hin. Um zu tberpriifen, ob die
beobachteten Fluoreszenzénderungen Siifrezeptor-vermittelt sind, wurden die Testsub-

stanzen mit dem Siiffrezeptor-spezifischen Inhibitor lactisole koappliziert. In Anlehnung
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an die Experimente von Jang u.a. (2007) wurde dazu eine Konzentration von 2,5 mM
lactisole eingesetzt. Jedoch zeigte sich fiir keine der Testsubstanzen eine signifikante
Signalreduktion (t-Test). Daraus lasst sich schlieften, dass die gemessenen Signale nicht
Stifsrezeptor-vermittelt sind. Dies gilt sowohl fiir Testsubstanzen mit und ohne Dis-
krepanz zwischen Siifsgeschmack in sensorischen Untersuchungen und Aktivierung des
heterolog exprimierten Siifsrezeptors in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen.
Als Kontrolle fiir die Funktionalitdt des Siifrezeptors diente die Applikationen von Sac-
charose in der von Jang u. a. (2007) verwendeten Konzentration. Wahrend eine Konzen-
tration von 1,5 % Saccharose (43,8 mM) nur zu geringen Fluoreszenzédnderungen fiihrt
(siche Abbildung 3.6) sind diese bei einer Konzentration von 5% Saccharose (146 mM)
deutlich sichtbar (siehe Abbildung 3.7 B). Diese Saccharosekonzentration fiithrt jedoch
auch zu deutlich verringerten Carbachol-induzierten Fluoreszenzen, was auf negative
Auswirkungen auf die Zellvitalitdt hinweist. Das Saccharose-abhéngige Signal ist nicht
transient und kann durch 2,5mM lactisole nicht signifikant inhibiert werden (siehe
Abbildung 3.7 A). Zusammenfassend weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin,
dass sich dieses Zellsystem nicht zur Analyse des Siiffrezeptors mittels Calcium-Imaging
eignet. Die Ursachen der Diskrepanz zwischen Siiffrezeptoraktivierung im heterologen
Expressionssystem und Siiffgeschmack in sensorischen Untersuchungen kénnen mit die-

sem zellbasiertem Modell folglich nicht iiberpriift werden.

3.4.2 Siiflirezeptoraktivierung in HEK293PEA Krapid Zellen

Neben den NCI-H716-Zellen wurde auch die Reaktion des heterolog exprimierten Siifsre-
zeptors in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen untersucht. Diese Zelllinie entspricht der
von Li u.a. (2002) genutzten Zelllinie, welche eine gute Korrelation zwischen Detek-
tionsschwellenwert in vivo und Schwellwert der Rezeptoraktivierung in wvitro fanden.
Des Weiteren bieteten diese Zellen die Mdoglichkeit eine mogliche Interaktion der ein-
zelnen Siifrezeptoruntereinheiten mit anderen Rezeptoren zu untersuchen (vergleiche
Abschnitt 3.5.3). Dies ist in der bisher genutzten HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Ga15i3-
Zelllinie nicht moglich, da diese die TAS1R2-Untereinheit stabil exprimiert. In den
HEK293PEAKrapid Galb-Zellen konnten bei Messungen 48 Stunden nach Transfek-
tion des humanen Siifrezeptors Fluoreszenzsignale durch verschiedene bekannte Siif-
stoffe wie zum Beispiel Saccharose, Saccharin, Sucralose und Acesulfam K in Calcium-
Imaging Versuchen beobachtet werden. Uberraschender Weise riefen nur einige der
Testsubstanzen (siehe Abbildung 3.1) Fluoreszenzsignale in hTAS1R2-hTAS1R3-expri-
mierenden HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen hervor (siche Abbildung 3.8). Dabei wur-

den die maximal applizierbaren Konzentrationen der Testsubstanzen eingesetzt. Diese
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Abb. 3.7: Aktivierung der NCI-H716-Zellen durch die Testsubstanzen ist nicht
Siifirezeptor-vermittelt. A Relative Fluoreszenzéinderungen durch Applikation der
Testsubstanzen in Messpuffer (schwarze Balken) oder mit dem Siifrezeptor-spezifischen
Inhibitor lactisole (2,5mM) (graue Balken) in angegebener Konzentration; n>2-
4 +Standardabweichung. B Originale Calcium-Spuren nach Applikation der Testsubstanzen
und Saccharose (Pfeil) gelost in Messpuffer (C1) (schwarze Linie) bzw. 2,5 mM lactisole
(graue Linie) sowie der Vitalititskontrolle 2,5 uM Carbachol (gestrichelter Pfeil). Konzentra-
tionen wie in A, Mafistab: y = 2000 relative Lichteinheiten, x =1 Minute. Calcium-Imaging
erfolgte nach Wachstum der Zellen fiir 48 h auf Matrigel-beschichteten 96-Loch Platten um
Anheftung und Differenzierung zu ermoéglichen. Nicht siifs schmeckende Substanzen sind
unterstrichen.

entsprechen den Konzentrationen, die auch fiir die Untersuchungen in HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Galbi3-Zellen genutzt wurden.

Lediglich die in sensorischen Untersuchungen als siifs beschriebenen Substanzen Hespe-
ritin, DHMF und Ethoxybenzaldehyd fithrten zu Fluoreszenzsignalen (siehe Abbildung
3.8 A, C, I). Die nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen Eriodictyol, MTHF, Vanillin,
HMB und Ethylvanillin und zeigten keine Siifsrezeptor-spezifischen Fluoreszenzsigna-
le (siche Abbildung 3.8 B, D, F, G, H). Hohere Konzentrationen der Testsubstanzen
konnen nicht gemessen werden, da diese zu deutlichen Fluoreszenzénderungen in Leer-
vektor transfizierten Zellen fithren. Die Spezifitdt der Signale wurde durch Koappli-
kation mit dem siifirezeptorspezifischen Inhibitor lactisole bestitigt (siehe Abbildung
3.8). Zusammengefasst fiihrt die Applikation bekannter Zucker und Stifstoffe zu Fluo-
reszenzsignalen in HEK293PEAKrapid Galb-Zellen. Im Gegensatz zu den HEK293
TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen rufen jedoch nur solche Testsubstanzen Fluores-
zenzsignale in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen hervor, die auch in den sensorischen

Untersuchungen von Probanden als siifs beschrieben wurden. Folglich unterscheidet sich
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Abb. 3.8: Reprisentative Fluoreszenzsignale von HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen nach
Applikation verschiedener Testsubstanzen sowie Koapplikation mit lactisole.
Fluoreszenzidnderung hTAS1R2-hTAS1R3-transfizierter Zellen (schwarz) und Leervektor-
transfizierter Kontrollzellen (grau) bei Applikation (Pfeil) der Testsubstanzen in Konzen-
trationen, welche in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen Siifirezeptor-spezifische
Fluoreszenzsignale hervorrufen. Die schwarze gestrichelte Linie zeigt die Reaktion hTAS1R2-
hTAS1R3-transfizierter Zellen bei Koapplikation der Testsubstanzen mit 1 mM lactisole. A
0,025 mM Hesperitin; B 0,056 mM Eriodictyol; C 0,025 mM DHMF; D 0,06 mM MTHEF;
E 3mM Saccharin; F 1mM Vanilliny G 1mM HMB; H 1,5mM Ethylvanillin; I 0,3 mM
Ethoxybenzaldehyd; J C1 Messpuffer. Die nicht siiff schmeckenden Testsubstanzen, welche
den Siifrezeptor in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galb-Zellen aktivieren sind unterstrichen.
Mafsstab: y =200 relative Lichteinheiten, x =100 Sekunden

das Aktivierungsmuster des Siiftrezeptors in HEK293PEAKrapid Ga15-Zellen von dem
in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen beziiglich der Testsubstanzen.

Die Verwendung unterschiedlicher G-Proteine konnte als alleinige Ursache ausgeschlos-
sen werden, da auch die nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen Eriodictyol, HMB und
Vanillin Signale bei Koexpression des Ga15 in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen auf-
weisen (sieche Abschnitt 3.5.1). Hingegen sind die Signale fiir MTHF und Ethylvanillin
sehr schwach (sieche Abbildung 3.12) und somit in der genutzten Konzentration nicht

immer reproduzierbar.

Des Weiteren unterscheiden sich die HEK239PEAKrapid Gal5-Zellen durch transi-
ente Transfektion der Siifsrezeptoruntereinheiten von den HEK293 TAS1R2 TAS1R3-
To Gal5i3-Zellen, welche eine stabile Transfektion der Siifrezeptoruntereinheiten auf-
weisen. Li u.a. (2002) fanden bei stabiler Transfektion des Siifrezeptors eine 2- bis
5-fache Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurven im Vergleich zu tran-
sienter Transfektion des Siifrezeptors (Li u.a., 2001). Das heifst, Zellen mit stabi-
ler Siifrezeptorexpression reagieren bereits bei geringeren Konzentrationen auf Zu-
cker und Siifsstoffe als Zellen mit transienter Expression des Siifrezeptors. Eine sol-
che Verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurven konnte die Ursache dafiir sein,

dass einige der hier benutzten Testsubstanzen keine Aktivierung des Siifrezeptors
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in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen aufweisen. Um diese Hypothese zu priifen, wur-
den vergleichende Konzentrations-Wirkungskurven von Saccharose und Saccharin in
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen bei transienter Transfektion von TAS1IR2/R3 und in
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen bei transienter Transfektion von Galb gemessen
und EC50-Werte bestimmt. Der EC50-Wert gibt die Substanzkonzentration an, bei der
eine halbmaximale Rezeptoraktivierung stattfindet und ist ein Maf fiir die Potenz einer
Substanz einen Rezeptor zu aktivieren. Bei einer Linksverschiebung von Konzentrations-
Wirkungskurven, wie von Li u.a. (2002) beschrieben, wiirden in HEK293 TAS1R2
TAS1R3To-Zellen geringere EC50-Werte auftreten als in HEK293PEAKrapid Gals-
Zellen.

A Saccharose B Saccharin
° HEK293 hTAS1R2 hTAS1R3,
0,5 0,5, transient Ga15
0.4 EC50s4,mmeee = 32 £ 4 MM
0.4 ’ EC50,, s = 0,16 + 0,02 mM
0,3l 0,3
w w v HEK293PEAKrapid Ga15,
%5 0.2 I 02 ~~~ transient hTAS1R2/R3
01 9 g4 EC504,0mp00= 42 £ 9 MM
' ' EC504,cnarn = 0,17 + 0,04 mM
0,0] 0,0
0,1 0
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Abb. 3.9: Vergleich der Konzentrations-Wirkungskurven von Saccharose (A) und Saccha-
rin (B) in verschiedenen HEK293-Zelllinien. Die Konzentrations-Wirkungskurven
wurden in HEK293PEAKrapid Galb-Zellen nach transienter Transfektion der Siifire-
zeptoruntereinheiten hTASIR2/R3 (Dreiecke, gestrichelte Linie) und HEK293 hTAS1R2
hTASIR3To-Zellen nach transienter Transfektion von Gals (Kreise, durchgezogene Linie)
gemessen. n=3+Standardabweichung; Signifikanztest mittels ANOVA und Boferroni Kor-
rektur fiir multiple Tests *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Die halbmaximale Aktivierung des Siifsrezeptors (EC50-Wert) durch Saccharose betragt
in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen 32 +£4 mM und 42 + 9mM in HEK293PEAKra-
pid Gal5-Zellen und weist somit keinen signifikanten Unterschied auf (t-Test, p=0,19).
Saccharose wurde nur bis zu einer Konzentration von 100 mM gemessen, da hohere Kon-
zentrationen die Zellvitalitdt negativ beeinflussen. Aus diesem Grund, sind die EC50-
Werte fiir Saccharose extrapoliert. Die Werte sind dennoch vergleichbar mit dem von
Marcel Winnig in HEK293T Gal6gust44-Zellen beobachtetem EC5H0 von 35+ 4mM
(Winnig, 2006). Auch fiir den Siifsstoff Saccharin wurden vergleichbare EC50-Werte bei
Verwendung der beiden Zelllinien festgestellt (t-Test: p=0,65; EC50 = 0,17 40,04 mM
in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen und EC50= 0,16 +0,02mM in HEK293PEAK-
rapid Galb-Zellen). Fiir Saccharin zeigte sich jedoch eine verminderte Effizienz in
der Aktivierung des Siifsrezeptors in HEK293PEAKrapid Galb-Zellen gegeniiber den
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen (siehe Abbildung 3.9 B). Dahingegen war die ma-
ximale Aktivierbarkeit durch Saccharose in HEK293PEAKrapid-Zellen leicht erhoht
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gegeniiber den HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen (siche Abbildung 3.9 A). Somit
liegt keine generelle Verschlechterung der Siiffrezeptorsignale in HEK293PEAKrapid
Gal5-Zellen vor. Es ist somit unwahrscheinlich, dass die ausbleibende Siifrezeptor-
aktivierung durch die nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen in HEK293PEAKrapid
Galb-Zellen auf einen generellen Verlust der Sensitivitat durch transiente Transfektion
des Siifrezeptors gegeniiber stabiler Expression in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen

zurickzufiithren ist.

Die Eingangsbeobachtung mit HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen, dass Sub-
stanzen den heterolog exprimierten Siifsrezeptor aktivieren, die in sensorischen Tests
jedoch nicht als siifs beschrieben wurden, konnte in HEK293PEAKrapid Ga15-Zellen
nicht beobachtet werden. Dort aktivieren nur die Testsubstanzen den heterolog expri-
mierten Siifrezeptor, die auch von Probanden als siifs schmeckend beschrieben wurden.
Dieser Unterschied im Aktivierungsmuster des Siifrezeptors ist nicht allein durch Un-
terschiede im heterolog exprimierten G-Protein bedingt (sieche Abschnitt 3.5.1). Des
Weiteren fand sich keine generelle Verschlechterung der Rezeptorsensitivitat gegeniiber
Saccharose und Saccharin zwischen stabiler und transienter Expression des Siifsrezep-
tors (siehe Abbildung 3.9). Es ist somit unklar, was zur Verédnderung der Siiffrezeptorak-
tivierung in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen gegentiber HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galbi3-Zellen bzw. HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen fithrt. Weiterhin ist offen, ob
die nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen (Eriodictyol, MTHF, Vanillin, HMB und
Ethylvanillin) tatséchlich nicht mit dem in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen hetero-
log exprimierten Siiffrezeptor interagieren oder ob eine Bindung vorliegt, die jedoch
nicht zur Aktivierung fiihrt. Letzteres konnte eine Modulation der Siifsrezeptorakti-
vierung durch bekannte Agonisten zur Folge haben. In diesem Fall wiirden die nicht
siift schmeckenden Testsubstanzen an den Siifirezeptor binden, ihn jedoch nicht aktivie-
ren, sondern dessen Aktivierbarkeit durch andere Stoffe verdndern und somit modulie-
rend wirken. Dabei kénnten die Testsubstanzen inhibierend oder verstéarkend auf den
Stifsrezeptor wirken. Verstarker konnen sowohl die Effizienz als auch die Potenz einer
Substanz am Rezeptor erhohen. Die Effizienz gibt die maximale Aktivierbarkeit eines
Rezeptors durch einen Agonisten an. Eine Erhéhung der Effizienz einer Substanz zeigt
sich in Konzentrations-Wirkungskurven durch eine Erh6hung der maximalen Signalam-
plituden. Aussagen iiber die Potenz eines Agonisten sind mit Hilfe des EC50-Wertes
(Konzentration, die halbmaximale Rezeptoraktivierung hervorruft) moglich. Je poten-
ter eine Substanz ist, desto geringer ist ihr EC50-Wert. Auch Inhibitoren verdndern
die beschriebenen Parameter, was Riickschliisse auf den Inhibitionsmechanismus zu-
lasst. Eine allosterische Hemmung zeigt sich durch eine Verringerung der maximalen

Signalamplituden, wiahrend ein kompetitiver Hemmungsmechanismus zu einer Rechts-
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verschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve und somit zu héheren EC50-Werten
fithrt. Um die mogliche Modulation durch die nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen
zu untersuchen, wurde deren Einfluss auf die Konzentrations-Wirkungsbeziehung von
Saccharose und Saccharin in TAS1R2/R3-exprimierenden HEK293PEAKrapid Gal5-

Zellen untersucht.
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Die Koapplikation von MTHF und Vanillin weist in den verwendeten Konzentratio-
nen keinen modulatorischen Einfluss auf die Konzentrations-Wirkungsbeziehung von
Saccharose und Saccharin auf. Wenn auch nur fiir Saccharose und Saccharin getestet,
deutet dies darauf hin, dass MTHF und Vanillin in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen
tatséchlich nicht mit dem Stifrezeptor interagieren. Eriodictyol hat einen leicht verstér-
kenden Effekt auf Saccharose und fiihrt als einzige der untersuchten Substanzen zu
einem signifikant vermindertem EC50-Wert. Dieser Effekt scheint jedoch agonistenspe-
zifisch, da er fiir die Koapplikation mit Saccharin nicht beobachtet wurde. Ethylvanillin
hat einen hemmenden Einfluss auf die maximale Aktivierbarkeit von Saccharose, was
auf einen kompetitiven Mechanismus schliefsen lésst. Auf die Siifirezeptoraktivierung
durch Saccharin, wirkt es sich weniger stark aus und fiihrt lediglich bei mittleren Kon-
zentrationen zu einer leicht verminderten Signalamplitude. HMB wirkt als einzige der
untersuchten Testsubstanzen verstirkend auf beide untersuchten Agonisten. Es ver-
starkt die maximale Rezeptoraktivierung durch Saccharose und Saccharin.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass obwohl die Effekte meist gering sind, Eri-
odictyol, HMB und Ethylvanillin modulierend auf die Siifrezeptoraktivierung durch
Saccharose oder Saccharin wirken. Somit interagieren diese Substanzen in HEK293-
PEAKrapid Galb-Zellen mit dem Siifrezeptor ohne ihn zu aktivieren. Es zeigt sich
somit ein deutlicher Unterschied im Aktivierungsmuster des heterolog exprimierten
Stifsrezeptors abhéngig vom genutzten Zellsystem. Dieser Unterschied ist nicht auf das
verwendete G-Protein oder einen generellen Verlust an Sensitivitéit des Testsystems zu-
riickzufiihren. Fiir Eriodictyol und HMB konnte ein verstarkender Einfluss, fiir Ethylva-
nillin ein inhibierender Einfluss gezeigt werden, fiir die anderen Testsubstanzen bleibt
offen, ob dieser eventuell bei hoheren Konzentrationen sichtbar wiirde. Dies kann jedoch
auf Grund der Wirkung der Substanzen auf den Zellhintergrund nicht untersucht wer-
den. Obgleich die Ursache fiir die Unterschiede im Verhalten des Siifsrezeptor gegeniiber
den Testsubstanzen in Abhéngigkeit von der genutzten Zelllinie weiterhin offen bleibt,
so konnte mit den HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen ein System identifiziert werden,

welches den Siifsgeschmack in vivo widerspiegelt.

3.5 Analyse intrazellularer Einflussfaktoren auf die

Siifsrezeptorfunktionsweise

Die Funktionsweise G-Protein-gekoppelter Rezeptoren (GPCRs) steht in engem Zu-

sammenhang zur nachgeschalteten Signalkaskade und kann durch so genannte akzesso-
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rische oder GPCR-interagierende Proteine beeinflusst werden. Einige dieser Proteine
konnen die Signalweiterleitung abschwéchen oder beenden, wie zum Beispiel Arrestin,
G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKSs) oder ,regulators of G protein signaling”
RGS-Proteine (Magalhaes u. a., 2012). Andere GPCR-interagierende Proteine, wie die
Jreceptor activitly modifying proteins® (RAMPs) konnen die Ligandenspezifitit von
GPCRs beeinflussen (McLatchie u.a., 1998). Auch der Transport verschiedener Re-
zeptoren zur Membran wird durch GPCR-interagierende Proteine moduliert, wie im
heterologen Expressionssystem fiir olfaktorische Rezeptoren und ,receptor-transporting
proteins* (RTPs) gezeigt (Saito u. a., 2004). Auf Grund der vielfiltigen intrazelluléren
Einflussfaktoren G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, wurde sich im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit auf solche beschrankt, bei denen bereits ein Einfluss auf Geruchs- oder

Geschmacksrezeptoren oder verwandte GPCRs beschrieben ist.

3.5.1 Untersuchungen zum Einfluss des koppelnden

G-Proteins

Wie drastisch der Einfluss des gekoppelten G-Proteins auf die Funktionsweise eines
Rezeptors sein kann, wurde 2005 anhand eines Geruchsrezeptors gezeigt. Shirokova
und Kollegen konnten im heterologen Expressionssystem beobachteten, dass ein Ge-
ruchsstoff in Abhéngigkeit vom exprimierten G-Protein, an einem Geruchsrezeptor
als Aktivator oder Inhibitor wirken kann (Shirokova u.a., 2005). Es stellte sich da-
her die Frage, ob die Aktivierung des heterolog exprimierten Siifirezeptors durch die
nicht stift schmeckenden Testsubstanzen (Eriodictyol, MTHF, HMB, Vanillin, Ethyl-
vanillin) nur bei Verwendung eines bestimmten G-Proteins auftritt. Um den Einfluss
des heterolog koexprimierten G-Proteins auf die Aktivierung des humanen Siifrezep-
tors durch die Testsubstanzen zu untersuchen, wurden verschiedene Chiméren von Ga-
Proteinuntereinheiten transient in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen transfiziert. Die
verwendeten Chiméren waren bereits als Plasmide im Labor vorhanden und basieren
auf dem murinen Ga15 beziehungsweise dem humanen Ortholog Ga16 (siehe Abschnitt
2.1.6). Diese Ga-Proteine gehéren zur Familie der Gaq/11-Proteine und sind in der
Lage eine Vielzahl von Rezeptoren zu koppeln, was tiber die Aktivierung der Phospholi-
pase C den Anstieg der intrazellulédren Calciumkonzentration bewirkt (Offermanns und
Simon, 1995). Es konnte gezeigt werden, dass der C-Terminus des Ga-Proteins die
bestimmende Region fiir die Interaktion mit dem Rezeptor ist (Conklin u.a., 1993).
Daher kénnen Gal5- und Gal6-Chiméren genutzt werden, um die Aktivierung und

Signalweiterleitung des Siifsrezeptors in Abhéngigkeit verschiedener Ga-Proteine zu
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untersuchen. Daraus ldsst sich schlussfolgern, an welche Ga-Proteine der humane Siifs-
rezeptor koppelt und ob die Liganden G-Protein-abhéngig variieren. Die genutzten
Ga-Proteinchiméren unterscheiden sich in ihren 5 bzw. 44 C-terminalen Aminoséuren.
So entsprechen in der Ga-Proteinchiméare Ga15i3 die Aminosauren 1-369 der Sequenz
der Gal5 und die Aminoséduren 370-374 der Sequenz des Gai3. Besonderes Augenmerk
lag auf dem Vergleich der Rezeptoraktivierung bei Verwendung des Galb, da dieses in
HEK293PEAKrapid Galb-Zellen stabil transfiziert ist, welche keine Diskrepanz zwi-
schen Siifsrezeptoraktivierung in vitro und Stifgeschmack in vivo aufwiesen (vergleiche
Abschnitt 3.4.2). Die Testsubstanzen wurden in der Konzentration eingesetzt, die in
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen als maximal einsetzbare Konzentration
identifiziert wurden. Als Kontrollsubstanzen wurde ein Siifistoff (Acesulfam K) sowie

ein natiirlicher Zucker (Saccharose) verwendet.
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Abb. 3.11: Aktivierung des humanen Siifirezeptors in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen
bei Verwendung verschiedener Ga-Proteinchimiren. Messung der relativen Fluores-
zenzénderung im Calcium-Imaging nach Applikation folgender Substanzkonzentrationen:
A Kontrollsubstanzen: 10 mM Acesulfam K; 100 mM Saccharose; B Flavonoide: 0,025 mM
Hesperitin; 0,05 mM Eriodictyol; 0,05 mM DHMF; 0,05 mM MTHEF; C Vanillin verwandte
Substanzen: 1 mM Vanillin; 1 mM HMB; 1 mM Ethylvanillin; 0,3 mM Ethoxybenzaldehyd;
Unterstrichene Substanzen zeigen Siifirezeptoraktivierung in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galb5i3-Zellen ohne von Probenden als siiff empfunden zu werden. n=2-8, +Standardab-
weichung; Ga-Proteinchiméren deren C-Terminus der Gai-Familie zuzuordnen ist in blau-
Tonen, die der Gaq/11-Familie in griin-Tonen.
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Hesperitin Eriodictyol DHMF MTHF Saccharin

_\ ””_;\_’\_\:b:,
t t t f
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- ---Leervektor Ga15i3 Ga15

Abb. 3.12: Vergleich der FLIPR-Calcium-Spuren in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen
bei Transfektion von Gal5 oder Gal5i3. Reprisentative Calcium-Spuren nach Ap-
plikation der Testsubstanzen (Pfeil) A 0,025mM Hesperitin, B 0,05mM Eriodictyol,
C 0,06mM DHMF, D 0,06mM MTHF, E 10mM AcesulfamK, F 1mM Vanillin, G
1mM HMB, H 1mM Ethylvanillin, I 0,3mM Ethoxybenzaldehyd, J C1 Messpuffer
auf Galb-transfizierte Zellen (schwarze Linie), Galb5i3-transfizierte Zellen (graue Linie)
und Leervektor-transfizierte Zellen (grau gestrichelte Linie). Mafistab: x =100 Sekunden,
y = 200 relative Lichteinheiten

Die Gabe der Kontrollsubstanzen Acesulfam K und Saccharose fiihrte bei transienter
Transfektion verschiedener Ga-Proteinchiméren zu unterschiedlichen Signalamplitu-
den (siehe Abbildung 3.11A). Die héchsten Signalamplituden wurden bei Verwendung
des Galbi3 sowie des Galbgust/il/i2 gemessen. Auch die Koexpression der Gal6-
Chiméaren Ga16z44 und Gal6gustd4 fiihrte zu deutlichen Signalamplituden, was auf
eine gute Interaktion mit dem humanen Siiftgeschmacksrezeptor im Zellsystem hinweist.
Die Koexpression des Gal5-Proteins fithrte bei den Kontrollsubstanzen zu zirka 50 %
bis 66 % reduzierten Signalen. Transiente Transfektion aller weiteren getesteten Go-
Proteine fiihrte nur zu schwachen oder keinen Signalen in Siifrezeptor-exprimierenden
Zellen. Somit weist der Siifrezeptor in vitro eine besonders gute Interaktion mit den
Ga-Proteinchiméren der Gai-Familie auf.

Dieses fiir die Kontrollsubstanzen beobachtete Aktivierungsmuster zeigt sich in &hnli-
cher Weise auch bei Applikation verschiedener siif und nicht siiff schmeckender Test-
substanzen. So ist nach Applikation der siiff schmeckenden Testsubstanzen DHMF
und Ethoxybenzaldehyd sowie der nicht siif schmeckenden Testsubstanzen Eriodictyol,
HMB und Vanillin eine zirka 50 %-ige Reduktion der relativen Fluoreszenz bei Koex-
pression des Gal5-Proteins im Vergleich zum Ga15i3 zu beobachten. Dies weist auf
eine verminderte Kopplung des Siifrezeptors mit dem Gal5 hin. Diese verminderte

Kopplung ist vermutlich die Ursache dafiir, dass die Fluoreszenzsignale fiir Ethylvanil-

79



3 Ergebnisse

lin und MTHF bei Koexpression des Gal5 am Detektionslimit sind. Dennoch ist die
Nutzung unterschiedlicher Ga-Proteine nicht oder zumindest nicht allein verantwort-
lich fiir die Unterschiede in der Siifirezeptoraktivierung in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galbi3-Zellen und HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen.

Gegen die Hypothese, dass die Aktivierung nicht siifs schmeckender Testsubstanzen
G-Protein abhéngig ist, spricht auch der Vergleich der Signalamplituden nach Gabe
von Ethoxybenzaldehyd und HMB. Beide weisen ein vergleichbares Aktivierungsmus-
ter auf, obwohl Ethoxybenzaldehyd siifs schmeckt, wihrend HMB keinen Stifsgeschmack
bei Probanden hervorruft. Im Unterschied zu den Kontrollsubstanzen Acesulfam K und
Saccharose fiihrt jedoch nicht die Koexpression von Gal5gust/il/i2 zu den zweit hochs-
ten Signalamplituden nach Applikation von HMB und Ethoxybenzaldehyd sondern die
Koexpression von Ga16z44. Auch nach Aktivierung durch DHMF und MTHF scheint
der Siifrezeptor weniger gut mit Galbgust/il/i2 zu interagieren als mit Ga15i3, wih-
rend es fiir die Kontrollsubstanzen kaum Unterschiede in den Signalamplituden bei
Verwendung dieser Ga-Proteinchiméren gibt. Uberraschend ist auch, dass DHMF als
einzige untersuchte Substanz zu messbaren Fluoreszenzsignalen bei Koexpression des
Galb14-Proteins fiihrt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Koexpression verschiedener Ga-Protein-
chiméren einen Einfluss auf die Signalamplituden des heterolog exprimierten Siifsre-
zeptors hat. Dies konnte auf Unterschiede in der Kopplung hinweisen, jedoch auch
durch Unterschiede in der Expression der Chiméren bedingt sein. Da einige Substan-
zen insgesamt niedrige Signalamplituden aufweisen, kann die Koexpression von Ga-
Proteinchiméren mit verminderter Expression oder Kopplung an den heterolog expri-
mierten Siifsrezeptor, dazu fithren dass die Rezeptoraktivierung nicht mehr messbar
ist. Leichte Unterschiede im Aktivierungsmuster zwischen den Testsubstanzen weisen
auf Liganden-abhéngige Unterschiede in der G-Proteininteraktion hin. Dennoch weisen
Testsubstanzen -sowohl mit und ohne Siiffgeschmack in vivo- deutliche Fluoreszenzsi-
gnale bei Koexpression verschiedener Ga-Proteinchiméren auf. Somit scheint das he-
terolog exprimierte G-Protein nicht die Ursache fiir die Diskrepanz zwischen Siifsge-

schmack in vivo und Siifsrezeptoraktivierung in vitro zu sein.

3.5.2 Untersuchungen zum Einfluss akzessorischer Proteine

Die Bedeutung akzessorischer Proteine fiir die Funktionalitdt membransténdiger Re-
zeptoren konnte bereits mehrfach gezeigt werden (siehe Abschnitt 1.4.1). Fiir Mitglie-
der der Familie der RTPs und REEPs konnte in fritheren Studien ein Einfluss auf
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die Funktionsweise von Bittergeschmacks- und Geruchsrezeptoren nachgewiesen wer-
den (Behrens u. a., 2006; Saito u.a., 2004). Interne Analysen von Dr. Frauke Stéhler
und Silvia Nitschke belegten, dass ,receptor activity modifying protein 3 (RAMP3) im
Geschmacksgewebe, jedoch nicht in HEK293-Zellen exprimiert wird (siehe Abbildung
3.13). Daher wurde ein moglicher Einfluss von RAMP3 sowie der RTP- und REEP-

Proteine auf die Funktionalitdt des Siifrezeptors untersucht.
A B C

M HEK P WP H,0 M HEK P WP PP H,0 M HEK P WP H,0

1000bp 1000bp 1000bp

500bp 500bp 500bp

Abb. 3.13: RT-PCR basierter Nachweis der RAMP-Expression in HEK293-Zellen und in
Geschmackspapillen durchgefiihrt von Dr. Frauke Stihler und Silvia Nitsch-
ke (DIfE, Abt. Molekulare Genetik). A Amplifikation RAMP1-spezifischer Sequenz
aus cDNA. Erwartete Fragmentgrofe: 400 bp. M: Marker (DNA Gene Ruler Ladder Mix,
Fermentas), HEK: HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen, P: positiv Kontrolle (Ge-
hirn), WP: Wallpapille, HoO: Wasserkontrolle; B Amplifikation RAMP2-spezifischer Se-
quenz aus cDNA. Erwartete Fragmentgrofe: 397 bp. M: Marker, HEK: HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Galbi3-Zellen, P: positiv Kontrolle (Herz), WP: Wallpapille, PP: Pilzpapillen,
H50O: Wasserkontrolle; C Amplifikation RAMP3-spezifischer Sequenz aus cDNA. Erwarte-
te Fragmentgrofe: 159 bp. HEK: HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen, P: positiv
Kontrolle (Gehirn), WP: Wallpapille, HyO: Wasserkontrolle

3.5.2.1 Expression akzessorischer Proteine im Geschmacksgewebe und in

Zelllinien

Um zu kléren, ob die RTPs oder REEPs die Unterschiede in der Siifrezeptorfunk-
tionsweise in vivo und in vitro beziehungsweise zwischen den Zelllinien verursachen
koénnten, wurde die Expression dieser Gene mittels RT-PCR untersucht. Zur Uberprii-
fung der Genexpression der RTPs und REEPs im Geschmacksgewebe wurde RNA aus
drei Pilzpapillen einer Person isoliert (durchgefiihrt von Peggy Grofmann). cDNA der
Pilzpapillen (zum Teil zur Verfiigung gestellt von Nadine Voigt) wurde genutzt, da nach
dem klassischen Modell der Geschmacksdiskrimminierung der vordere Teil der Zunge,
welcher die Pilzpapillen enthélt, besonders sensitiv gegeniiber siifsen Substanzen ist
(Liao und Schultz, 2003). Fiir die Expressionsanalysen in Zelllinien wurde RNA aus
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galb5i3-Zellen, sowie HEK293PEAKrapid Galb-Zellen
isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die Qualitdt der cDNA wurde durch Amplifika-
tion mit GAPDH-spezifischen Oligonukleotiden kontrolliert.
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Die Expressionsanalysen mit cDNA von HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen
und cDNA von HEK293PEAKrapid Ga15-Zellen zeigen fiir alle REEP-spezifischen Oli-
gonukleotide RT-PCR-Produkte der erwarteten Grofe. Folglich sind die Gene REEP 1-
6 in beiden Zelllinien exprimiert. cDNA aus Pilzpapillen, die mit REEP 1 und REEP 2-
spezifischen Oligonukleotiden amplifiziert wurde, fithrte zu schwach detektierbaren
PCR-Produkten, wihrend REEP 3-6-spezifische PCR-Produkte im Agarosegel deutlich
sichtbar sind (siehe Abbildung 3.14). Somit konnte die Expression aller REEP-Gene
sowohl in beiden untersuchten Zelllinien wie auch in humanen Pilzpapillen nachgewie-
sen werden. Die Sperzifitdt der Oligonukleotide wurde durch Sequenzierung der PCR-
Produkte und anschlieflendem ,BLAST-search (,Basic Local Alignment Search”) besté-
tigt. Bei der Amplifikation der cDNA mit REEP 4-spezifischen Oligonukleotiden ergab
sich neben dem erwarteten PCR-Produkt von 774 bp ein zusétzliches PCR-Produkt von
zirka 650 bp. Der Sequenzvergleich dieses kleineren PCR-Produkts mit der Referenzse-
quenz fiir REEP 4 (AY562242) zeigte, dass die Nukleotide 417-554 in diesem Fragment
fehlen. Laut ,,BLAST-search* handelt es sich dabei um einen REEP 4-Vorlaufer.

HEK293

hTAS1R2, HEK293
hTAS1R3, PEAKrapid Pilz-
Ga15i3 Ga15  papillen

M +RT -RT +RT -RT +RT -RT HO M

1000bp

500bp

1000bp

500bp
1000bp

—500bp

1000bp

500bp

REEP 5 — 140060

570 bp
-500bp

REEPS 1000bp
555 bp
500bp

GAPDH 1000bp

453 bp
500bp

Abb. 3.14: RT-PCR basierter Nachweis der REEP-Expression in HEK293-Zellen und Pilz-
papillen. Die Amplifikation spezifischer Sequenzbereiche erfolgte nach Behrens u. a. (2006),
die PCR-Produkte wurden im 1,5 %-igen Agarosegel bei 90V fiir 35 Minuten aufgetrennt.
+RT: Zugabe der reversen Transkriptase bei cDNA-Synthese, -RT: ¢cDNA-Synthese ohne
reverse Transkriptase, HoO: Wasserkontrolle, M: Grofenstandard, GeneRuler Ladder Mix
(Fermentas)
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Die RT-PCR~Analysen mit RTP-spezifischen Oligonukleotiden (siche Abbildung 3.15)
ergab ebenfalls keinen Unterschied im Expressionsmuster zwischen den untersuchten
Zelllinien. RTP1-spezifische RT-PCR-Produkte konnten aus cDNA beider Zelllinien
(HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Ga15i3-Zelllinie und HEK293PEAKrapid Ga15-Zelllinie)
amplifiziert werden. Beide Zelllinien zeigten hingegen keine spezifischen RT-PCR-Pro-
dukte nach Amplifikation der ¢cDNA mit spezifischen Oligonukleotiden fiir RTP2-4.
Auch in ¢cDNA von Pilzpapillen wurden mit RTP2- und RTP3-spezifischen Oligonukleo-
tiden keine RT-PCR-Produkte nachgewiesen. Somit ist die Genexpression von RTP 2
und RTP 3 weder in den untersuchen HEK293-Zelllinien noch in Pilzpapillen nach-
weisbar. Unterschiede im Expressionsmuster zwischen HEK293-Zellen und Pilzpapillen
ergaben sich jedoch fiir RTP1 und RTP 4. Mit RTP1-spezifischen Oligonukleotiden
konnten spezifische Fragmente aus cDNA der HEK293-Zelllinien jedoch nicht aus c¢D-
NA der Pilzpapillen vervielfaltigt werden. Umgekehrt verhélt es sich fiir die Amplifika-
tion mit RTP4-spezifischen Oligonukleotiden, diese fiihrten in cDNA von Pilzpapillen
jedoch nicht in ¢cDNA der HEK293-Zelllinien zu RT-PCR-Produkten der erwarteten
Grofse. Die PCR-Produkte wurden ebenfalls sequenziert, um die Spezifitiat der Oligo-

nukleotide zu verifizieren.

HEK293

hTAS1R2, HEK293
hTAS1R3, PEAKrapid  Pilz-
Ga15i3 Ga15  papillen

M +RT -RT +RT -RT +RT-RT P HO M

1000bp

RTP 1
597 bp
500bp

RTP 2

—1000bp
524 bp

500bp

RIS 1000bp

623 bp
500bp

——1000bp

RTP 4

605 bp 500bp

M +RT -RT +RT -RT +RT -RT HO M

1000bp
GAPDH

453 bp

—_500bp

Abb. 3.15: RT-PCR basierter Nachweis der RTP-Expression in HEK293-Zellen und Pilz-
papillen. Die Amplifikation spezifischer Sequenzbereiche erfolgte nach Behrens u. a. (2006),
die PCR-Produkte wurden im 1,5 %-igen Agarosegel bei 90V fiir 35 Minuten aufgetrennt.
+RT: Zugabe der reversen Transkriptase bei cDNA-Synthese, -RT: cDNA-Synthese ohne
reverse Transkriptase, P: Positivkontrolle (Plasmid-DNA 1ng), HyO: Wasserkontrolle, M:
Grofenstandard, GeneRuler Ladder Mix (Fermentas)

Zusammenfassend zeigte sich kein Unterschied in der Expression der untersuchten

akzessorischen Proteine zwischen HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen und
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HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Somit ist die Expression dieser akzessorischen Pro-
teine vermutlich nicht die Ursache fiir die Unterschiede in der Siifrezeptoraktivierung
zwischen den Zelllinien. Jedoch konnten fiir RTP1 und RTP4 Unterschiede in der Ex-
pression zwischen HEK293-Zellen und Pilzpapillen beobachtet werden, wodurch diese
durchaus an der eingangs beobachteten Diskrepanz zwischen Siiffgeschmack in vivo und

Stikrezeptoraktivierung in wvitro beteiligt sein konnten.

3.5.2.2 Untersuchungen zum funktionellen Einfluss akzessorischer

Proteine auf den heterolog exprimierten humanen Siifirezeptor

Die Proteine RTP1, RTP4 und RAMP3 wiesen Expressionsunterschiede zwischen dem
Geschmacksgewebe und dem zellbasiertem Testsystem auf. Infolgedessen wurde der
codierende Bereich dieser Gene in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen trans-
fiziert, um einen moglichen Einfluss auf die Aktivierbarkeit des Siifsrezeptors durch
die Testsubstanzen zu untersuchen. Ein besonderer Fokus lag dabei auf der Siifrezep-
toraktivierung durch nicht siify schmeckenden Substanzen. Zellen ohne Induktion der
TAS1R3-Untereinheit und somit ohne funktionellen Siifsrezeptor dienten als Negativ-
kontrolle. Die Abbildung 3.16 A zeigt reprisentative Fluoreszenzspuren nach Applika-
tion verschiedener Testsubstanzen in Anwesenheit von RTP1, RTP4 und RAMPS3.

Die Uberexpression von RTP1 fiihrt zu vergleichbaren Signalamplituden nach Applika-
tion der Testsubstanzen wie bei Expression des Siifsgeschmacksrezeptors allein. Die he-
terologe Expression von RTP4 verursacht ebenfalls keine signifikante Verdnderung der
Fluoreszenzsignale in Siifsrezeptor-exprimierenden Zellen (siche Abbildung 3.16 B). So-
mit kann davon ausgegangen werden, dass die Uberexpression von RTP1 und RTP4 kei-
nen Einfluss auf die Aktivierbarkeit des Siifsrezeptors in vitro haben. Dahingegen fiihrt
die Koexpression von RAMP3 teilweise zu verringerten Signalamplituden Siifrezeptor-
exprimierender Zellen. So sind die durch die siifs schmeckenden Substanzen (Hesperitin,
DHMEF, Ethoxybenzaldehyd und Saccharin) induzierten Fluoreszenzsignale signifikant
reduziert (ANOVA). Fiir die nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen (Eriodictyol, MT-
HF, Vanillin, HMB und Ethylvanillin) fand sich ebenfalls teilweise eine leichte Signalre-
duktion bei RAMP3 Koexpression. Diese war jedoch weniger stark und statistisch nicht
signifikant. Dies ist insbesondere interessant, da auch die Isoproterenolsignale durch
Kotransfektion von RAMP3 signifikant verringert sind, was auf eine verminderte Zell-
vitalitat hindeutet. Da trotz der verminderten Zellvitalitat nach RAMP3-Transfektion
die Signale gegeniiber den nicht siiff schmeckenden Testsubstanzen nicht vermindert

sind, konnte dies auf einen positiven Einfluss von RAMP3 auf die Aktivierbarkeit oder
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Abb. 3.16: Einfluss akzessorischer Proteine auf die Siifirezeptoraktivierung im heterologen
Expressionssystem. A Originale Fluoreszenzspuren von HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galbi3-Zellen mit oder ohne Transfektion von RTP1, RTP4 oder RAMP3. Die Transfek-
tion erfolgte sowohl in induzierte und somit TAS1R2/R3-exprimierende Zellen (schwarze
Linien) und nicht-induzierte TAS1R2-exprimierende (graue Linien) als Kontrolle. Appli-
kation (Pfeil) von 0,025 mM Hesperitin (erste Reihe), 0,05 mM Eriodictyol (zweite Reihe),
1mM HMB (dritte Reihe), 0,33 mM Ethoxybenzaldehyd (vierte Reihe) und 1 mM Saccha-
rin (unterste Reihe). Mafstab: x-Achse = 100 Sekunden, y-Achse = 200 Lichteinheiten. B
Relative Fluoreszenzen TAS1R2/TAS1R3-exprimierender Zellen durch 0,025 mM Hesperi-
tin; 0,05 mM Eriodictyol; 0,025 mM DHMF; 0,05 mM MTHF; 1 mM Vanillin; 1 mM HMB;
1,5 mM Ethylvanillin; 0,33 mM Ethoxybenzaldehyd; 1 mM Saccharin. C Relative Fluores-
zenzen TAS1R2-exprimierender Zellen nach Applikation der Testsubstanzen, Reihenfolge
und Konzentrationen wie in B. Testsubstanzen ohne Siifgeschmack in vivo sind unterstri-
chen. Applikation von Isoproterenol (10uM) als Vitalitdtskontrolle. n=3, Kontrolle der
Signifikanz mittels ANOVA und Dunett Korrektur fiir multiple Test. *p<0,05; **p<0,01;
**p<0,001
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Signalweiterleitung des heterolog exprimierten Siifsrezeptors durch die nicht siifs schme-
ckenden Testsubstanzen hinweisen.

Weiterhin fillt auf, dass die Vanillin-verwandten Benzaldehyde in nicht-induzierten
RAMP3-transfizierten Zellen Fluoreszenzsignale aufweisen, welche in nicht-induzierten
Leerkvektor-transfizierten Zellen nicht zu beobachten sind (siehe Abbildung 3.16 A:
HMB, Ethoxybenzaldehyd). Dies konnte fiir die Flavonoid-Testsubstanzen nicht be-
obachtet werden. Ebenso wurden nach RTP1- oder RTP4-Transfektion keine Fluo-
reszenzsignale in nicht-induzierten TASTR2-exprimierenden Kontrollzellen beobachtet.
Zum Quantifizieren dieser Fluoreszenzsignale, wurde die relative Fluoreszenz nicht-
induzierter Zellen nach Transfektion von RAMP3 sowie RTP1 und RTP4 berechnet
(siche Abbildung 3.16 C). Es ist ersichtlich, dass die Transfektion der untersuchten
akzessorischen Proteine die Reaktion nicht-induzierter Kontrollzellen auf die Gabe von
Hesperitin, Eriodictyol, DHMF, MTHF sowie Saccharin nicht beeinflusst. Jedoch sind
deutliche Fluoreszenzsignale auf die Gabe von HMB, Ethylvanillin und Ethyoxyben-
zaldehyd bei RAMP3-Koexpression sichtbar. Fiir HMB und Ethylvanillin sind die Si-
gnale in ihrer Amplitude vergleichbar mit der Reaktion TAS1R2/R3-exprimierender,
RAMP3-transfizierter Zellen. Dies weist darauf hin, dass die gemessenen Fluoreszenzsi-
gnale fiir diese Substanzen bei Anwesenheit von RAMP3 nicht TAS1R2/R3-vermittelt
sind. Die Ethoxybenzaldehyd abhéngigen Signale in RAMP3-exprimierenden nicht in-
duzierten Zellen sind hingegen deutlich geringer als in Stifsrezeptor-exprimierenden Zel-
len nach RAMP3 Transfektion. Daraus ldsst sich ableiten, dass die gemessenen Fluo-
reszenzsignale durch Gabe von Ethoxybenzaldehyd in RAMP3-exprimierenden Zellen
grofstenteils tatsachlich Stifrezeptor-vermittelt sind. Die Expression von RAMP3 fiihrt
folglich zu Fluoreszenzsignalen nach Gabe verschiedener Vanillin-verwandter Benzalde-
hyde in Zellen ohne funktionelle Siifrezeptorexpression. Da diese Zellen stabil mit der
TAS1R2-Untereinheit transfiziert sind, konnte dies auf einen funktionellen Einfluss von
RAMP3 auf die humane TAS1R2-Untereinheit hindeuten.

Um zu iiberpriifen, ob die Fluoreszenzsignale in nicht induzierten HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Galbi3-Zellen bei RAMP3 Koexpression auf eine Aktivierung des TASTR2-
Homomers zuriickzufithren sind, wurden HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen TAS1R2
und RAMP3-transfiziert. Sollte RAMP3 die Aktivierung des TAS1R2 durch Vanillin-
verwandte Benzaldehyde ermoglichen, so wére zu erwarten, dass dies auch bei Koexpres-
sion beider Komponenten in HEK293PEAKrapid Gal15-Zellen zu beobachten ist.

In HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen fiihrte die Koexpression von TAS1R2 und RAMP3
jedoch nicht zu Fluoreszenzsignalen gegeniiber den Vanillin-verwandten Benzaldehy-
den (siehe Abbildung 3.17). Da jedoch auch das TAS1R2-vermittelte Perillartin-Signal

sehr gering ist, kann nicht ausgeschlossen werden, dass dies durch eine verminderte
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Abb. 3.17: Koexpression von RAMP3 und TAS1R2 in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen.
A Relative Fluoreszenzen nach Gabe Vanillin-verwandter Benzaldehyde auf TAS1R2- oder
TAS1R2/R3-exprimierende HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen mit und ohne Koexpressi-
on von RAMP3. Messung 48 h nach Transfektion. Applizierte Substanzkonzentrationen:
0,33mM Ethoxybenzaldehyd, 2mM Vanillin, 1mM HMB, 1mM Saccharin. Nicht siiff
schmeckende Testsubstanzen sind unterstrichen. n=2-3, Test auf signifikante Unterschie-
de durch RAMP3 Kotransfektion mittels ANOVA und Boferroni Korrektur fiir multi-
ple Tests. B Représentative Fluoreszenzspuren nach Applikation von 0,1 mM Perillartine
und 1mM Vanillin auf links: TAS1R2-transfizierte Zellen (schwarze Linie), TAS1R2 und
RAMP3-kotransfizierte Zellen (schwarze Linie gestrichelt, Leervektor transfizierte Zellen
(graue Linie); rechts: TASIR2/R3-transfizierte Zellen (schwarze Linie), TAS1IR2/R3 und
RAMP3-kotransfizierte Zellen (schwarze Linie gestrichelt, Leervektor transfizierte Zellen
(graue Linie). Mafstab: x=100 Sekunden, y=200relative Fluoreszenzeinheiten.

Expression des TAS1R2 in dieser Zelllinie bedingt ist. Dennoch zeigt sich ein geringer
positiver Einfluss der RAMP3-Koexpression auf das Perillartin-abhéngige Signal. Dies
unterstiitzt die Hypothese der Interaktion von RAMP3 mit TAS1R2.

Mittels Immunzytochemie wurde die Expression der transfizierten akzessorischen Pro-
teine (Abb.3.18 A und B) sowie deren Koexpression mit der induzierbaren TASIR3
Untereinheit (Abb.3.18 C und D) in HEK293 TAS1R2 TAS1R3 Galbi3-Zellen besté-
tigt. Die Expressionsrate von RTP1 ist mit 41 =8 % am hochsten, wihrend die Expres-
sionsraten von RTP4 (16 £6 %) und RAMP3 (13+£5%) deutlich geringer sind. Die
Expressionsrate der stabil transfizierten, induzierbaren TAS1R3-Untereinheit betragt
87+ 4 %. Untersuchung der Koexpression mit RTP1 ergab eine Rate von 26 4+ 2 %), fiir
RTP4 10+ 2% und fiir RAMP3 9+ 3 %.
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: Immunzytochemischer Nachweis der Expression von RTP1, RTP4 und RAMP3.
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen wurden mit dem jeweiligen akzessorischen
Protein oder dem Leervektor 24 Stunden vor Beginn der Farbung transient transfiziert. A
Einzelfirbungen der transient transfizierten akzessorischen Proteine (griin) sowie Uberlage-
rung mit der Gesamtheit der Zellen. Markierung der Zellmembran mittels Concanavalin A
(rot). B Kofdrbung der transient transfizierten akzessorischem Proteine (rot) mit der in-
duzierbaren TAS1R3-Siifsrezeptoruntereinheit (griin). Markierung der Zellen mittels Con-
canavalin A in weiff dargestellt. Uberlagerung der Immunofluoreszenz der akzessorischen
Proteine mit der TAS1R3-Untereinheit (vorletzte Reihe). Pfeile kennzeichnen koexprimie-
rende Zellen. Detektion der RTP1- und RTP4-Proteinexpression iiber das N-Terminal an-
gelagerte HA-epitop (Heamagglutinin). Detektion der RAMP3-Expression mittels RAMP3-
spezifischem Antikérper. Markierung der TAS1R3-Expresssion iiber das C-terminal ange-
lagerte hsv-tag. Mafistab 75 pM
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3.5.3 Untersuchungen zum Einfluss verwandter GPCRs auf die

Siifirezeptorfunktionsweise

3.5.3.1 Untersuchungen der Expression und des funktionellen Einflusses

des GPRC6A

Die Identitdt des TASIR2-TAS1R3 Heteromers als Siifrezeptor wurde sowohl durch
funktionelle Expression in HEK293-Zellen wie auch iiber Knock-out-Modelle bestatigt
(siehe Abschnitt 1.3). Die Knock-out-Modelle zeigten jedoch, das nur der Doppel- Knock-
out beider Siifsrezeptoruntereinheiten zum kompletten Verlust der Sensitivitit gegen-
tiber Zuckern fiithrt (Zhao u. a., 2003). Hingegen wiesen Tiere mit dem Knock-out des
Tas1r2- oder Tas1r3-Gens allein eine verbleibende Nervenantwort auf hohe Konzentra-
tionen natiirlicher Zucker auf (Zhao u. a., 2003; Damak u. a., 2003), sowie eine Priife-
renz im Kurzzeit-Geschmackstest (Zhao u.a., 2003). Daraus ergab sich die Hypothese,
dass die Siifrezeptoruntereinheiten in der Lage sind funktionelle Homomere zu bilden
oder mit einem bisher unbekannten Rezeptor zu interagieren. Unterstiitzt wird diese
Hypothese zusétzlich durch die Aussage von Nelson u.a. (2001), wonach es in M&u-
sen Taslr3-exprimierende Zellen ohne Koexpression von Taslrl oder Taslr2 gibt. Ein
moglicher Interaktionspartner ist der nahe verwandte Rezeptor GPRC6A, da Unter-
suchungen zeigten, dass dieser in Geschmacksknospen von Ratten exprimiert ist und
mit dem Taslr3 der Ratte nach heterologer Expression koimmunprézipitiert werden
kann (Burhenne, 2004). Inwieweit diese Rezeptorinteraktion jedoch funktionelle Konse-
quenzen hat, ist bisher nicht untersucht. Untersuchungen zur Expression des GPRC6A
in humanem Geschmacksgewebe sind bisher ebenfalls nicht publiziert. Auf Grund der
Expression des humanen GPRC6A in der Niere (Wellendorph und Brauner-Osborne,
2004), ist eine Expression in HEK293-Zellen wahrscheinlich. Somit kénnte der GPRC6A
im heterologen Expressionssystem mit dem Siifsrezeptor interagieren, jedoch nicht in
Geschmacksrezeptorzellen und dadurch die Diskrepanz zwischen Siifsgeschmack in vivo
und Siifsrezeptorinteraktion in vitro verursachen. Daher wurde im Rahmen der vorlie-
genden Arbeit die Expression des humanen GPRC6A in HEK293-Zellen und Pilzpapil-
len untersucht, sowie ein moglicher funktioneller Einfluss auf den Siifsrezeptor durch
Uberexpression des GPRC6A in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen.

GPRC6A-spezifische RT-PCR-Produkte konnten aus HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen
sowie HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen amplifiziert werden. Die Spezifitéit
der PCR-~Produkte wurde mittels Sequenzierung bestéatigt. In humanen Pilzpapillen
konnte eine GPRCGA-Expression nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.19).
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Abb. 3.19: RT-PCR-basierter Nachweis der GPRC6A-Expression in HEK293-Zellen. Am-
plifikation GPRCG6A-spezifischer Sequenzabschnitte aus ¢cDNA von HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Gal5i3-Zellen und HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen bei einer Anlagerungstem-
peratur der Oligonukleotide von 64 °C und 40 Zyklen. cDNA humaner Pilzpapillen zeigt kein
GPRC6A-spezifisches Fragment. Kontrolle der cDNA durch Amplifikation mit GAPDH-
spezifischen Oligonukleotiden bei einer Anlagerungstemperatur von 58 °C und 30 Zyklen.
Auftrennung der Fragmente im 1,5 %-igen Agarosegel fiir 35 Minuten bei 90 V. +RT: cDNA-
Synthese unter Zugabe reverser Transkriptase, -RT: cDNA-Synthese ohne reverse Tran-
skriptase als Negativkontrolle, H,O: Wasserkontrolle, M: Marker, Generuler DNA-Ladder
Mix (Fermentas).

Die Qualitdt der cDNA wurde durch Amplifikation mit GAPDH-spezifischen Oligo-
nukleotiden kontrolliert. Weiterhin wurden die genutzten cDNAs auch erfolgreich fiir
die Amplifikation anderer Sequenzabschnitte geschmacksspezifischer Proteine wie dem
CaSR (siehe Abschnitt 3.5.3.2), RTP und REEP (siche Abschnitt 3.5.2.1) genutzt.
Wiéhrend fiir den murinen Gprc6a die Expression in Geschmackspapillen nachgewiesen
ist (Bystrova u.a., 2010; Burhenne, 2004), ist die Expression des humanen GPRC6A
im Geschmacksgewebe bisher nicht untersucht. Ein funktioneller Einfluss des endogen
in HEK293-Zellen exprimierten GPRC6A auf den heterolog exprimierten Siiffrezeptor
scheint jedoch nur wahrscheinlich, wenn dessen Expression auch auf Proteinebene nach-
weisbar ist. Um dies zu iiberpriifen, wurde die GPRC6A-Expression in HEK293-Zellen
sowohl in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen wie auch in HEK293PEAKrapid
Galb-Zellen auf Proteinebene kontrolliert. Da sich in beiden Zelllinien vergleichbare
Ergebnisse zeigten, ist im Folgenden nur der immunzytochemische Nachweis in der
HEK293PEAKrapid Gal5-Zelllinie dargestellt (siehe Abbildung 3.20). Untransfizierte
Zellen weisen keine deutliche GPRC6A-Immunoreaktivitat auf, lediglich eine geringe
Hintergrundfluoreszenz. Diese bleibt jedoch auch nach Vorinkubation des Antikorpers
mit seinem Blockierpeptid erhalten und ist folglich unspezifisch. Zur Kontrolle der
Funktionalitdt des GPRC6A-spezifischen Antikorpers dienten GPRC6A-transfizierte
HEK293PEAKrapid Galb-Zellen, diese werden sowohl direkt durch den GPRCG6A-

spezifischen Antikorper wie auch indirekt durch den gegen das C-terminal gelegene hsv-
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Epitop gerichteten Antikorper detektiert. Ein quantitativer Vergleich der Expessionsra-
te mit beiden Antikérpern ist, auf Grund der Hintergrundfluoreszenz beim GPRCG6A-
spezifischen Antikorper, nicht méglich. Die Inhibition der GPRC6A-Immunfluoreszenz
durch Vorinkubation des GPRC6A-spezifischen Antikorpers mit seinem Blockierpeptid,

zeigt dessen Spezifitat an.

untransifziert/ GPRCG6A-transfiziert
Leervektor transfiziert

-- ©

Abb. 3.20: Untersuchung der endogenen GPRCG6A-Expression in HEK293PEAKrapid
Gal5-Zellen mittels Immunzytochemie. Immunzytochemische Markierung GPRC6A-
exprimierender HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen (griin) 48 Stunden nach GPRC6A-
Transfektion mittels GPRC6A- oder hsv-spezifischem Antikorper. Als Negativkontrolle
der hsv-markierten Zellen dienten Leervektor-transfizierte Zellen. Zur Untersuchung der
endogenen Expression wurden untransfizierte Zellen genutzt. Die Spezifitdt des GPRC6A-
Antikorpers wurde mittels Blockierpeptid iiberpriift. Markierung der Zellmembran (rot)
mittels Concanavalin A. Mafstab: 75 pM

hsv-Antikdrper

GPRCG6A-Antikdrper

GPRC6A-Antikérper
+ Blockierpeptid

Zusammenfassend ist die endogene Expression des GPRC6A auf Proteinebene zu gering
fiir einen immunologischen Nachweis. Auf Grund der nicht detektierbaren endogenen
Proteinexpression des GPRC6A ist ein Einfluss dessen auf die Funktionsweise des hete-
rolog exprimierten Siifsrezeptors eher unwahrscheinlich. Sollte der GPRC6A dennoch in
der Lage sein mit den Siifrezeptoruntereinheiten zu interagieren, und zur beobachteten
Diskrepanz zwischen Siifsgeschmack in vivo und Siifsrezeptoraktivierung in vitro beitra-

gen, so ware bei verstarkter, heterologer Expression in HEK293-Zellen eine Verstarkung
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der Diskrepanz zu erwarten. Dies konnte sich in erhéhten Signalamplituden gegeniiber
den nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen duftern oder in Signalen gegeniiber den
nicht siift schmeckenden Testsubstanzen in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Um dies
zu priifen, wurde der humane GPRC6A sowohl in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Ga15i3-
Zellen, als auch in HEK293PEAKrapid Gaal5-Zellen iiberexprimiert. HEK293PEAK-
rapid Gal5-Zellen bieten die Moglichkeit, den GPRCGA jeweils koexprimiert mit den
einzelnen Siifrezeptoruntereinheiten zu untersuchen. Im Folgenden, sind der Ubersicht-
lichkeit halber, nur die Ergebnisse der Untersuchungen in HEK293PEAKrapid Gal5-
Zellen dargestellt (sieche Abbildung 3.21).
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Abb. 3.21: Untersuchung des Einflusses von GPRC6A auf die Siilirezeptoraktivier-
barkeit im heterologen Expressionssystem. Relative Fluoreszenzen durch Ap-
plikation von 0,025mM Hesperitin; 0,05 mM Eriodictyol; 0,025 mM DHMF; 0,05 mM
MTHF; 2mM Vanillin; 1mM HMB; 0,3mM 4-Ethoxybenzaldehyd sowie zwei
Konzentrationen von Saccharin und Saccharose auf A TAS1R2+GPRC6A-, B
TAS1R3+GPRC6A-, C TAS1R2/R3+GPRC6A-exprimierende HEK293PEAKrapid Gal5-
Zellen. n=3 + Standardabweichung, Varianzanalyse (ANOVA) ergab keine signifikanten Un-
terschiede durch Koexpression des GPRCGA.

Die Koexpression von GPRC6A hat keinen Einfluss auf die Reaktion TASIR2- bzw.
TAS1R3-exprimierender Zellen (Abbildung 3.21 A, B), fithrt aber zu einer leichten,
statistisch (ANOVA) nicht signifikanten, Reduktion Stifrezeptor-spezifischer Signale
(Abbildung 3.21 C). Keiner der getesteten Zucker oder Siifsstoffe fithrt zu Fluoreszenz-

signalen in GPRC6A-iiberexprimierenden Zellen.
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Abb. 3.22: TAS1R2-exprimierende HEK239PEAKrapid Gal5-Zellen zeigen keine Fluores-
zenzsignale auf Saccharose und andere Testsubstanzen. Originale Fluoreszenzspu-
ren Leervektor- (hellgraue Linie), TASIR2- (graue Linie) und TAS1R2/R3- (schwarze
Linie) transfizierter HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen nach Applikation (durchgezogener
Pfeil) von 2mM Vanillin; 1 mM HMB; 0,3 mM Ethoxybenzaldehyd bzw. 100 mM Saccharo-
se. Die Gabe von 10 pM Isoproterenol (getrichelter Pfeil), welches den in HEK293-Zellen
endogen exprimierten S-adrenergen Rezeptor aktiviert, dient als Vitalitdtskontrolle.

Fiir die untersuchten Benzaldehyde (Vanillin, HMB, 4-Ethoxybenzaldehyd) und Saccha-
rose weisen TAS1R2 bzw. TAS1R3-exprimierende Zellen einen von Leervektor-transfi-
zierten Zellen abweichenden Fluoreszenzverlauf auf (siche Abbildung 3.22). Rechnerisch
fiihrt dies zu relativen Fluoreszenzsignalen (Abbildung 3.21 A,B). Da die originalen
Calcium-Spuren jedoch keinen Fluoreszenzanstieg aufweisen, wurden diese Signale als
nicht spezifisch gewertet. Dies gilt ebenso fiir die Reaktion TAS1R2/R3-exprimierender
Zellen nach Applikation von Vanillin und HMB. Wie bereits in Abschnitt 3.4 be-
schrieben, aktivieren diese Substanzen den Siifrezeptor im HEK293PEAKrapid Gal5-
Zellsystem nicht.

Zusammenfassend hat die heterologe Uberexpression des GPRC6A kaum Einfluss auf
die Aktivierung des Siiffrezeptors durch die Test- oder Kontrollsubstanzen und weist
darauf hin, dass die endogene Expression des GPRC6A in HEK293-Zellen nicht fiir die
Diskrepanz zwischen Siiftgeschmack in vivo und Siifsrezeptoraktivierung in vitro ver-
antwortlich ist. Eine mangelnde Expression konnte durch den immunzytochemischen
Nachweis des heterolog exprimierten GPRC6A mittels hsv-Antikérper und GPRC6A-
spezifischem Antikérper als Ursache ausgeschlossen werden (vergleiche Abbildung 3.20).
Um die Funktionalitit des heterolog in HEK293-Zellen exprimierten GPRC6A zu
iiberpriifen, wurden die Calciumantworten nach Applikation bekannter Liganden des
GPRC6A gemessen. Aminosduren wie Arginin, Lysin und Alanin sind beschrieben
den chiméren Rezeptor aus GPRC6A und 5.24-Goldfisch-Rezeptor, sowie den murinen
Gprcba in Oozyten zu aktivieren (Wellendorph u. a., 2005; Christiansen u. a., 2007). Ap-
plikation dieser Aminosauren auf GPRC6A-exprimierende HEK293PEAKrapid Gal5-
Zellen, verursachten jedoch keine Fluoreszenzsignale (siehe Abbildung 3.23). Dies gilt

sowohl fiir Aminosdurekonzentrationen von 100 pM, wie sie von Wellendorph u. a. (2005)

93



3 Ergebnisse

verwendet wurde, wie auch fiir eine 100-fach héhere Konzentration von 10 mM. Die Re-
aktion der Zellen auf Isoproterenol als Zweitapplikation zeigt die Vitalitdt der Zellen
an. Folglich kann der humane GPRC6A zwar in HEK293-Zellen exprimiert werden, ist

jedoch unter diesen Bedingungen im Calcium-Imaging nicht funktionell aktivierbar.
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Abb. 3.23: Stimulation GPRC6A-exprimierender HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen mit
basischen Aminosiuren verursacht keine spezifischen Fluoreszenzsignale. Ori-
ginale Fluoreszenzspuren Leervektor- (grau) und GPRCG6A- (schwarz) transfizierter
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen nach Applikation (durchgezogener Pfeil) verschiedener
Aminoséuren in den angegebenen Konzentrationen (pH-Wert auf 7,4 eingestellt). Die Ap-
plikation von Isoproterenol (10 pM) (gestrichelter Pfeil) dient als Vitalitdtskontrolle der
Zellen.

Zusammenfassend weisen die Untersuchungen dieser Arbeit darauf hin, dass der huma-
ne GPRC6A und der Siifirezeptor weder im Geschmacksgewebe noch in HEK293-Zellen
miteinander interagieren. Dabei kann dies im heterologen Expressionssystem jedoch
auch auf die fehlende funktionelle Aktivierbarkeit des GPRC6A im Calcium-Imaging

zurickzufithren sein.

3.5.3.2 Untersuchungen der Expression und des funktionellen Einflusses

des Calcium-sensing Rezeptor (CaSR)

Neben dem GPRC6A koénnten auch andere Rezeptoren funktionell mit den Siifrezep-
toruntereinheiten interagieren und deren Funktionsweise beeinflussen. Abgesehen vom
GPRC6A ist der Calcium-sensing Rezeptor (CaSR) der néchste Verwandte der TASI-
Rezeptorfamilie (vergleiche Abschnitt 1.3, Abbildung 1.2). Es stellt sich die Frage, ob
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eine Koexpression des CaSR Auswirkungen auf die Aktivierung des humanen Siifrezep-
tors im Zellsystem hat. Fiir den CaSR ist bereits eine Expression im Geschmacksgewebe
von Nagern beschrieben (Bystrova u. a., 2010; Maruyama u. a., 2012). Immunhistoche-
mische Analysen zeigten jedoch keine Koexpression mit der Siifs- und Umamirezeptor-
untereinheit Taslr3 (Maruyama u.a., 2012), was gegen eine Interaktion der Rezepto-
ren in vivo spricht. Da die Expression des CaSR jedoch auch in der Niere verschie-
dener Spezies gezeigt wurde (Hebert und Brown, 1995), ist eine endogene Expression
in HEK293-Zellen wahrscheinlich. Somit ist es moglich, dass der humane Siiffrezeptor
und CaSR im heterologen Expressionssystem in wvitro koexprimiert sind, jedoch nicht
in den Geschmacksrezeptorzellen in vivo. Dieser Unterschied kénnte folglich eine mdog-
liche Ursache fiir die Diskrepanz zwischen Siigeschmack der Testsubstanzen in vivo
und Siikrezeptoraktivierung in vitro sein. Um dies zu iiberpriifen, wurde die Expression
des CaSR in HEK293-Zellen und im menschlichen Geschmacksgewebe verglichen. Mit-
tels RT-PCR konnten CaSR-spezifische Sequenzabschnitte der erwarteten Grofse aus
cDNA beider HEK293-Zelllinien amplifiziert werden sowie aus ¢cDNA von Pilz- und
Wallpapillen (siehe Abbildung 3.24). Die Spezifitdt der PCR-Produkte wurde durch
Sequenzierung bestétigt. Das Ergebnis belegt die Expression des Calcium-sensing Re-
zeptors in HEK293-Zellen und in humanen Geschmackspapillen. Ob der CaSR und
der Siiffrezeptor im humanen Geschmackrezeptorzellen koexprimiert sind bedarf zu-
sitzlicher immunologischer Untersuchungen. Da humane Geschmackspapillen jedoch
nur begrenzt zur Verfiigung stehen, konnten diese Untersuchungen im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht durchgefiihrt werden.

Um die endogene Expression des Calcium-sensing Rezeptors in HEK293-Zellen genauer
zu charakterisieren, wurde analog zum GPRCG6A mittels Immunzytochemie die Prote-
inexpression iiberpriift. Dabei zeigte der CaSR-spezifische Antikoérper in untransfizier-
ten HEK293PEAKrapid Ga15-Zellen keine Immunofluoreszenz. Um dessen Funktiona-
litdt zu priifen, wurde die Expressionsrate CaSR-transfizierter Zellen, sowohl direkt
mit dem CaSR-spezifischem Antikérper, wie auch indirekt iiber einen gegen das N-
Terminal gelegene Flag-Epitop gerichteten Antikérper bestimmt. Mit beiden Antikor-
pern wurde eine vergleichbare Expressionsrate beobachtet (siehe Abbildung 3.25). Dies
bestétigt die erfolgreiche heterologe Expression des CaSR und die Funktionalitéit des
CaSR-Antikorpers. Die endogene CaSR-Expression ist auf Proteinebene offensichtlich

zu gering fiir einen immunologischen Nachweis.

Auf Grund der geringen CaSR-Proteinexpression in HEK293PEAKrapid-Ga15-Zellen,
ist ein funktioneller Einfluss des endogen exprimierten CaSR eher unwahrscheinlich. Die
Expression des CaSR konnte zwar mittels RT-PCR in humanen Pilz- und Wallpalillen

nachgewiesen werden, ob jedoch tatsdchlich eine Koexpression im gleichen Zelltyp vor-
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Abb. 3.24: RT-PCR-basierter Nachweis der CaSR-Expression in HEK293-Zellen und Ge-
schmackspapillen. Amplifikation CaSR-spezifischer Sequenzabschnitte aus cDNA ver-
schiedener HEK293-Zelllinien sowie humanen Pilz- und Wallpapillen bei einer Anlage-
rungstemperatur von 62°C und 40 Zyklen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte im
2 %-igen Agarosegel fiir 35 Minuten bei 90V. Kontrolle der ¢cDNA durch Amplifikation
mit GAPDH-spezifischen Oligonukleotiden bei einer Anlagerungstemperatur von 58 °C fiir
30 Zyklen. Auftrennung der Fragmente im 1,5 %-igen Agarosegel fiir 35 Minuten bei 90 V.
+RT: cDNA-Synthese unter Zugabe reverser Transkriptase, -RT: ¢cDNA-Synthese ohne
reverse Transkriptase, HoO: Wasserkontrolle, M: Grofienstandard, GeneRuler 100 bp Mix
(CaSR), GeneRuler Ladder Mix (GAPDH).

CaSR-Antikorper flag-Antikorper

untransfiziert
Leervektor
transsfiziert

CaSR transfiziert
CaSR transfiziert

Expressionsrate: 68 + 5%

Abb. 3.25: Untersuchung der endogenen CaSR-Expression in HEK293PEAKrapid Gal5s-
Zellen. Immunzytochemische Markierung CaSR-exprimierender HEK293PEAKrapid
Galb-Zellen (griin) 24Stunden nach CaSR-Transfektion mittels CaSR- oder flag-
spezifischem Antikérper. Untransfizierte Zellen weisen nach Inkubation mit CaSR-
spezifischem Antikorper keine Fluoreszenz auf. Markierung der Zellmembran (rot) mittels
Concanalvalin A.
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liegt, ist bislang unklar. Auch wenn der Zelltyp umstritten ist, weisen Untersuchungen
an Mausen jedoch nicht auf eine Koexpression mit dem Siifsrezeptor hin. Somit scheint
der CaSR sowohl im heterologen Expressionssystem, wie auch in Geschmacksrezeptor-
zellen nicht mit dem Siifrezeptor koexprimiert zu sein. Folglich ist eine gegenseitige
Beeinflussung eher unwahrscheinlich. Um dies weiter im heterologen Expressionssys-
tem zu verifizieren, wurde untersucht ob die Uberexpression des CaSR die Reaktion
des Siifrezeptors auf die Testsubstanzen beeinflusst. Fiir diese Untersuchung wurde der
humane CaSR in HEK293PEAKrapid Galb5-Zellen mit der TAS1R2- oder TAS1R3-
Untereinheit allein koexprimiert, sowie mit beiden Untereinheiten gemeinsam (siehe
Abbildung 3.26).

Uberraschend zeigten CaSR-exprimierende Zellen Fluoreszenzsignale nach Applikation
von Vanillin und Ethylvanillin. Eine Koexpression der Siiffrezeptoruntereinheiten fiihrte
zu einer drastischen Reduktion dieser Signale. Keine der untersuchten Substanzen fiihrt
zu spezifischen Fluoreszenzsignalen bei alleiniger Expression der humanen TAS1R2-
oder TAS1R3-Untereinheit. Die im Diagramm 3.26 A und B sichtbaren relativen Fluo-
reszenzen TAS1R2- bzw. TAS1R3-exprimierender Zellen sind, wie bereits im Abschnitt
3.5.3.1 erldutert, unspezifisch (vergleiche Abbildung 3.22). Auch bei Koexpression des
CaSR weisen TAS1R2- oder TAS1R3-exprimierende Zellen keine spezifischen Fluores-
zenzsignale gegeniiber den untersuchten Substanzen auf. Siifrezeptor-exprimierende
HEK293PEAKrapid Galb-Zellen zeigen spezifische Fluoreszenzsignale nach Applika-
tion von Hesperitin, DHMF, Ethoxybenzaldehyd, Saccharose und Saccharin. Diese
Signale sind bei Koexpression des CaSR stark reduziert. Auch wenn diese Signalre-
duktion TAS1R2/R3-exprimierender Zellen bei Koexpression des CaSR lediglich fiir
DHMF und Saccharin statistisch signifikant ist (ANOVA), so ist auch nach Gabe von
Hesperitin, Ethoxybenzaldehyd und 30 mM Saccharose eine deutliche Verringerung der
Fluoreszenzsignale zu beobachten. Um zu priifen, ob diese Signalverringerung auf eine
verminderte Zellvitalitdt zuriickzufiihren ist, wurden die relativen Fluoreszenzen nach
Applikation von Isoproterenol berechnet. Isoproterenol aktiviert den in HEK293-Zellen
endogen exprimierten [-adrenergen Rezeptor und dient somit als Vitalitatskontrolle
(Bufe u. a., 2002). Die Koexpression des Siifsrezeptors TAS1IR2/R3 mit dem CaSR fiihrt
zwar zu leicht verminderten Isoproterenol-Signalen, dies ist jedoch nicht signifikant ge-
geniiber der alleinigen Siiffrezeptorexpression. Eine verminderte Zellvitatitéit ist somit
wahrscheinlich nicht die Ursache fiir die verringerten Signale bei Koexpression des Siift-
rezeptors mit dem humanen Calcium-sensing Rezeptor. Hingegen kann eine verringerte
Zellvitalitat als Ursache fiir die verminderten CaSR-Signale auf Vanillin und Ethylva-
nillin bei Koexpression der Siifsrezeptoruntereinheiten nicht vollsténdig ausgeschlossen
werden. Dennoch scheint der Signalabfall bei TASTIR2-/ TAS1R3-Kotransfektion des
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Abb. 3.26: Untersuchung des Einflusses des CaSR auf die Siifirezeptoraktivierbarkeit in
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. A - C Relative Fluoreszenzen nach Applikation
von 0,025 mM Hesperitin; 0,05 mM Eriodictyol; 0,025 mM DHMF; 0,05 mM MTHF; 2mM
Vanillin; 1 mM HMB; 1,5 mM Ethylvanillin; 0,3 mM Ethoxybenzaldehyd; 30 mM Saccharo-
se; 1 mM Saccharin auf A TASIR2 4+ CaSR~, B TAS1R3 4+ CaSR-, C TAS1R2/R3 £+ CaSR-
exprimierende HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Die Messungen erfolgen 48 Stunden nach
Transfektion. Die nicht siifs-schmeckenden Testsubstanzen sind unterstrichen. n—=4, Test
auf signifikante Unterschiede mittels ANOVA *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. D Originale
Flipr-Calcium-Spuren nach Gabe (Pfeil) von Vanillin, Ethylvanillin, Hesperitin, Saccharo-
se sowie Isoproterenolsignale nach Applikation von Cl-Messpuffer nach Transfektion wie
angegeben; Konzentrationen wie in A-C. Mafistab: x=100 Sekunden, y=200relative Fluo-
reszenzeinheiten.
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CaSR gegeniiber Vanillin grofser als der Signalabfall gegeniiber Isoproterol, sodass dies
vermutlich nicht die einzige Ursache ist.

Somit, weisen diese funktionellen Analysen auf eine Interaktion der beiden Rezeptoren
im heterologen Expressionssystem hin, auch wenn diese nicht die Diskrepanz zwischen
Stfsgeschmack der Testsubstanzen in vivo und Siifirezeptoraktivierung in vitro erklart.
Ob diese Wechselwirkungen zwischen Siifrezeptor und Calcium-sensing Rezeptor auf
der Ebene der Rezeptoren oder der Signalweiterleitung erfolgt, bendtigt zusétzliche

Untersuchungen.

3.6 Identifizierung und Charakterisierung eines neuen

Stufsstoffes

Der iibermiRige Verzehr gezuckerter Getrinke in der heutigen Uberflussgesellschaft
erhoht die Privalenz von Ubergewicht und dessen Folgeerkrankungen (Bermudez und
Gao, 2010; Malik u. a., 2006). Eine Méglichkeit diesem entgegen zu wirken, ohne auf Sii-
fses verzichten zu miissen, ist der Einsatz von Siifstoffen. Viele der heute zugelassenen
Siifsstoffe zeigen jedoch unangenehme Beigeschmécker (Schiffman und Gatlin, 1993)
und sind in ihrem Einsatz limitiert. Daher besteht weiterhin ein Bedarf nach neuen,
geschmacklich optimierten Siiffstoffen. In diesem Zusammenhang wurde die vietname-
sische Pflanze Mycetia balansae auf ihre Eignung als Quelle eines neuen, natiirlichen
Stifsstoffes untersucht. Von dieser Pflanze ist bisher nur bekannt, dass sie von der ein-
heimischen Bevélkerung in Vietnam gekaut wird oder zum Siifen von Teeaufgiissen
genutzt wird (Sung u. a., 2013). Die tatséchliche Verwendung der Pflanze als neue Siift-
stoffquelle hiangt von verschieden Faktoren ab, wie der Verfiigharkeit der Pflanze, der
Extrahierbarkeit der enthaltenen siifsen Inhaltsstoffe sowie deren gesundheitliche Un-
bedenklichkeit im menschlichen Organismus. Neben diesen Aspekten entscheidet aber
auch die Siiktkraft der siiften Inhaltsstoffe von Mycetia balansae iiber deren Eignung als
Stifsstoff. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die Interaktion der siifsen Inhaltsstoffe
von Mycetia balansae mit dem menschlichen Siiffrezeptor im heterologen Expressions-
system untersucht. Die Fraktionierung und Extraktion der Reinstoffe aus der Pflanze

sowie die sensorischen Untersuchungen wurden vom Institut fiir Pflanzenbiochemie

(IPB), Halle/Saale sowie der Symrise AG, Holzminden durchgefiihrt.
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3.6.1 Identifizierung der siiffen Komponenten in Mycetia

balansae

Die Identifikation der stifen Komponente(n) der Pflanze erfolgte in Zusammenarbeit
mit Katja Obst (TU Miinchen, Symrise AG Holzminden). Dazu wurden 12 wéssrig-
ethanolische Fraktionen in sensorischen Untersuchungen auf ihren Siifsgeschmack iiber-
priift (Symrise AG, Holzminden) sowie deren Féhigkeit den humanen Siifrezeptor
TAS1R2/R3 im heterologen Expressionssystem zu aktivieren. Von den 12 Fraktionen
fiihrte die Applikation der Fraktionen F2, F9 und F10 auf Siifrezeptor-exprimierende
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen zu spezifischen Fluoreszenzsignalen (siehe
Abbildung 3.27 A). Diese Fluoreszenzsignale wurden in TAS1R2/R3-exprimierenden
Zellen beobachtet, jedoch nicht in Kontrollzellen ohne funktionelles Siifirezeptor-Hete-
romer. Des Weiteren waren die beobachteten Signale lactisole-sensitiv (siche Abbildung
3.27 B), was die Stifrezeptorspezifitat der Signale bestétigt. Fiir die anderen Fraktio-
nen wurden im untersuchten Konzentrationsbereich keine siiffrezeptorspezifischen Fluo-
reszenzen gemessen. Fiir die Untersuchungen der Rezeptoraktivierung im heterologen
Expressionssystem mussten die Fraktionen in geringeren Konzentrationen eingesetzt
werden, als in den sensorischen Test. Dies war notwendig, da die Applikation der in
den sensorischen Tests eingesetzten Konzentrationen zu starken Fluoreszenzénderun-
gen in den Kontrollzellen (ohne Induktion der TAS1R3-Untereinheit) fithrte (Daten
nicht gezeigt). Es wurde jeweils die hochst mogliche Konzentration ohne Signale in
Kontrollzellen genutzt. Die eingesetzten Verdiinnungen variierten von 1:10 fiir Frakti-
on F2 bis zu 1:1000 fiir Fraktion F9 (siche Abbildung 3.27 C). Da die am stérksten
verdiinnte Fraktion F9 zu eindeutigen Fluoreszenzsignalen fiihrt, sind falsch negative
Befunde fiir die anderen Fraktionen unwahrscheinlich. Der Vergleich der Siifrezeptorak-
tivierung im heterologen Expressionssystem mit den sensorischen Untersuchungen der
Fraktionen ergab, dass die Fraktionen F9 und F10 zu deutlichen Fluoreszenzsignlaen
fithren und auch von den Probanden als siiff beschrieben wurden (Katja Obst, TU Miin-
chen, Symrise AG Holzminden). Folglich reflektiert die Aktivierung des Siifsrezeptors in
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen die sensorischen Untersuchungen. Ledig-
lich die Fraktion F2 zeigte keinen Stifgeschmack in den sensorischen Test (Katja Obst,
TU Miinchen, Symrise AG Holzminden). Ob es sich dabei um ,falsch positive Signale
handelt, die in dieser Zelllinie bereits fiir verschiedene Substanzen beobachtet wurden
(vergleiche Abschnitt 3.1) oder diese Fraktion geringe Mengen eines siifsen Stoffes ent-
hélt, wurde bisher noch nicht untersucht. Da die Fraktionen keine Reinstoffe darstellen,

kann ihre Konzentration nur in ppm (parts per million) angegeben werden.
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1 130 16,25 16250 1:50 325
2 160 20 20000 1:10 2000
3 11 1,38 1380 1:50 27,6
4 11 1,38 1380 1:50 27,6
5 8,4 1,05 1050 1:100 10,5
6 14,9 1,86 1860 1:10 186
7 13,5 1,69 1690 1:500 3,38
8 15,8 1,98 1980 1:500 3,96
9 67 8,38 8380 1:1000 8,38
10 11,7 1,46 1460 1:100 14,6
11 3,8 0,48 480 1:10 48
12 1,5 0,19 190 1:10 19

Abb. 3.27: Siifsrezeptoraktivierende Fraktionen von Mycetia balansae. A Relative Fluoreszen-
zen durch die Applikation verschiedener wissrig-ethanolischer Mycetia balansae Fraktionen
auf HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen. Dargestellt ist jeweils die Fluoreszenzin-
derung, die durch die maximal einsetzbare Konzentration hervorgerufen wird (vergleiche
C) (nicht aktive Fraktionen n=2, aktivierende Fraktionen n=3-5). B Originale Fluores-
zenzsignale in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen nach Induktion der TASIR3-
Untereinheit (obere Reihe) und ohne Induktion der TASIR3-Untereinheit (untere Reihe)
durch Applikation der Fraktionen F2, F9, F10 allein (schwarz) oder mit 1mM lactisole
(grau). Mafsstab x=100 Sekunden y=500 relative Fluoreszenzeinheiten. Konzentration wie
in A. C Ubersicht der maximal einsetzbaren Konzentrationen im zellbasierten Testsystem
und vergleichend dazu die in den sensorischen Studien genutzten Konzentrationen.

Aus den Fraktionen F9 und F10, welche den Stifirezeptor in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galbi3-Zellen aktivieren und Siiftgeschmack aufweisen, wurden die Hauptkomponenten
isoliert und Balansin A, B und C genannt (Symrise AG, Holzminden). Strukturanaly-
se mittels NMR (Symrise AG, Holzminden, IPB Halle/Saale, Abt. Prof. Wessjohann)
zeigte, dass es sich dabei um Triterpene handelt, die als Di- oder Triglykosid vorliegen
(siche Abbildung 3.28 C). Die Struktur von Balansin C wird derzeit noch ermittelt
(Symrise AG, Holzminden, IPB Halle/Saale, Abt. Prof. Wessjohann). Zur Analyse der
Stifrezeptoraktivierung durch die Balansine in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-
Zellen wurden deren hochstméoglichen Konzentrationen ohne Signale in Kontrollzellen
genutzt. Alle drei Stoffe aktivierten spezifisch und lactisole-sensitiv den menschlichen
Siifsgeschmacksrezeptor im zelluldren Testsystem (siehe Abbildung 3.28 A). Dabei zeigt

Balansin A bereits bei der geringsten Stoffmenge eine Aktivierung des Siifsrezeptors.
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Konzentrations-Wirkungskurven wurden nicht gemessen, da die Balansine bereits bei
10-facher Verdiinnung der genutzten Konzentration keine Fluorezenzsignale mehr her-
vorrufen. Weiterhin fallt auf, dass die Applikation der Fraktionen F9 und F10 auf
Stifsrezeptor-exprimierende HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Ga15i3-Zellen zu héheren Si-
gnalamplituden fiihrt als die Applikation der einzelnen Reinstoffe. Die Koapplikation
von Balansin A, B und C hingegen liefert vergleichbare Signalamplituden wie in Frakti-
on F9 beobachtet. Dass, Fraktion F10 dennoch etwas hohere Signalamplituden aufweist,

konnte auf den Einfluss weiterer Komponenten in der Fraktion hindeuten.
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1L 0,24 i 0.4
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Abb. 3.28: Spezifische Siifirezeptoraktivierung durch Balansine. A Relative Fluoreszenzsigna-
le nach Applikation von Balansin A (1 ppm), Balansin B (5 ppm), Balansin C (5 ppm) auf
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen (n=6-7). Vollstdndige Inhibition der Signa-
le durch Koapplikation mit 1 mM lactisole (n=2) B Relative Fluoreszenzéinderung nach
Koapplikation der Balansine A, B und C gemeinsam (n=2; gemessen in Triplikaten). C
Strukturformeln von Balansin A und Balansin B, identifiziert mittels NMR durch Symrise
AG, Holzminden.
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3.6.2 Untersuchungen zur Identifizierung der Bindungsstelle
von Balansin A am menschlichen

Siifsgeschmacksrezeptor

Zur weiteren Charakterisierung dieser neu identifizierten natiirlichen siiffen Substanzen
wurde untersucht, mit welchem Bereich des Siifrezeptors die Balansine interagieren.
Fiir diese Analysen wurde sich auf das Balansin A fokussiert, da es bei der geringsten
Stoffmenge die hochsten Fluoreszenzsignale hervorruft. Es wurden zwei unterschiedli-
che Strategien parallel verfolgt. Zum einen wurden Punktmutationen, basierend auf
einem ersten computergestiitzten Modell der amino-terminalen Doméne der humanen
TAS1R2-Untereinheit erstellt und charakterisiert. Zum Anderen wurden Rezeptorchi-
méren aus dem humanen Calcium-sensing Rezeptor (CaSR) und den Siifirezeptorunter-
einheiten TAS1R2 und TAS1R3 erstellt und auf ihre Aktivierbarkeit durch Balansin A

untersucht.

3.6.2.1 Mutationsanalysen auf Basis eines

Siifirezeptor-Homologiemodells

Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Homologiemodell der amino-terminalen
hTAS1R2-Doméne wurde vom Institut fiir Pflanzenbiochemie, Halle/ Saale erstellt
(Silke Pienkny, Susanne Aust). Es basiert zum groften Teil auf dem ebenfalls zur
Glutamatrezeptor-Familie gehorenden, metabotropen Glutamatrezeptor5 (GRM5) in
seiner geschlossenen, Glutamat-gebundenen Konformation, lediglich die Aminoséduren
447 bis 480 basieren auf dem metabotropen Glutamatrezeptor 1 (GRM1). Die Position
des gebundenen Glutamats im Glutamatrezeptor wurde genutzt, um die Bindungs-
tasche im SiiRrezeptor zu definieren. Ein Radius von 17 Awurde verwendet, um die
Bindung grofter Liganden wie dem Steviosid zu ermoglichen. Anschliefend wurde die
Molekiildynamik simuliert und verschiedene Agonisten sowie Balansin A in die Bin-
dungstasche der amino-terminalen Doméne des humanen TAS1R2 gedockt (Silke Pien-
kny, IPB Halle/Saale).

Die amino-terminale Doméne des TAS1R2 wurde gewéhlt, da dieser Bereich in den
Rezeptoren der Glutamatrezeptor-Familie die orthosterische Bindungsstelle beinhaltet
(Silve u.a., 2005). Zum anderen ist dieser Bereich wichtig fiir die Rezeptoraktivie-
rung durch Steviosid (Zhang u.a., 2010), welches strukturelle Ahnlichkeiten zu den

Balansinen aufweist. Aus der errechneten Bindungstasche fiir Balansin A wurden drei
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Aminoséurereste ausgewéhlt, deren Mutation zu polareren Aminosduren die Interakti-
on mit Balansin A vermindern sollte. Diese sind im Aminosdurestruktur-Diagramm
farblich hervorgehoben (Abbildung 3.29 A). Die Abbildung 3.29B zeigt die berech-
nete Bindungstasche von Balansin A in der amino-terminalen Domé&ne der TAS1R2-
Untereinheit (erstellt von Silke Pienkny, IPB Halle/Saale). Griin hervorgehoben sind
die Aminosduren bei denen eine hydrophobe Interaktion zum Balansin A vom Modell

postuliert wurde.
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Abb. 3.29: Errechnete Bindungstasche des hTAS1R2 A Aminosdurestruktur-Diagramm des hu-
manen TASIR2 (erstellt von Nanette Y. Schneider, DIfE, Abt. Molekulare Genetik). Ami-
nosduren, die geméf dem Homologiemodell mit Balansin A interagieren sind farblich her-
vorgehoben. 167: gelb, Y282: orange, V309: dunkelorange B Errechnete Bindungstasche fiir
Balansin A in der amino-terminalen Doméne des humanen TASIR2 (erstellt von Silke Pi-
enkny, IPB Halle/Saale). In gelb dargestellt sind die Kohlenstoffatome des Balansin A, die
zur Mutation ausgewédhlten Aminosduren sind mit griinen Kohlenstoffatomen dargestellt,
die Kohlenstoffatome aller weiteren Aminoséduren sind hellblau. Sauerstoffatome sind in
rot, Stickstoffatome in dunkelblau und Wasserstoffatome in grau abgebildet.

Mit einem abgewandeltem Quik Change Protokoll (Stratagene) wurden die Aminoséu-
ren 167, Y282, sowie V309 im humanen TAS1R2 zu Serin mutiert (sieche Abschnitt
2.2.1). Dazu wurde der Vektor genutzt, welcher beide Siifrezeptoruntereinheiten ge-
meinsam enthélt, sodass die TAS1R2-Mutanten stets mit dem TAS1R3 Wildtyp Re-

zeptor koexprimiert sind. Der Einfluss auf die Funktionalitit des Stifrezeptors wurde
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anschliefsend per Calcium-Imaging analysiert. Des Weiteren wurden die Auswirkungen
der drei Mutationen gemeinsam auf die Aktivierung des Siifirezeptors durch Balansin A
untersucht. Neben der Verdnderung der Siiffrezeptoraktivierung durch Balansin A auf
Grund der Mutationen, wurde auch die Aktivierbarkeit durch Steviosid und Cyclamat
tiberpriift (siche Abbildung 3.30). Steviosid wurde gewéhlt, da auf Grund der strukturel-
len Ahnlichkeiten zwischen Balansin A und Steviosid fiir beide Substanzen eine dhnliche
Bindungstasche errechnet wurde. Cyclamat, welches in der Transmembranregion der
TAS1R3-Untereinheit bindet (Jiang u. a., 2005a; Winnig u. a., 2007), dient als Kontrolle
der Rezeptorintegritét. Die beiden Kontrollsubstanzen Steviosid und Cyclamat wurden
sowohl in einer Konzentration nahe des Schwellwerts wie auch als Séttigungskonzen-
tration getestet. Dies gibt auch ohne Messung von Konzentrations-Wirkungskurven
erste Hinweise ob der entsprechende Aminosaureaustausch die maximale Aktivierbar-
keit des Rezeptors verdndert (Effizienz) oder den aktivierenden Konzentrationsbereich
(Potenz). Des Weiteren handelt es sich bei der genutzten Balansin A-Konzentration
von 2 ppm (2,5 nM) ebenfalls um eine Schwellwertkonzentration. Bereits bei einer Kon-
zentration von nur 1 ppm (1,25 pM) konnten in HEK293PEAKrapid Ga15-Zellen keine
reproduzierbaren Signale gemessen werden (Daten nicht gezeigt). Héhere Konzentra-
tionen von Balansin A konnten nicht genutzt werden, da diese zu Fluoreszenzsignalen

in Kontrollzellen, ohne funktionellen Stifsrezeptor, fiihrten.
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Abb. 3.30: Auswirkung Modell-basierter TAS1R2-Mutationen auf die Aktivierung des hu-
manen Siifirezeptors. Fluoreszenzsignale der h'TASIR2-Mutanten relativ zum Wild-
typ nach Applikation von Balansin A, Steviosid und Cyclamat in den angegebenen
Konzentrationen. Transfektion der Rezeptor-DNA 48 Stunden vor der Messung in
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Die Fluoreszenzsignale durch Applikation der Substan-
zen wurde fiir den Siifrezeptor (wt) auf 100 % gesetzt und die Fluoreszenzsignale durch
Applikation der Substanz auf die jeweilige TAS1IR2-Mutante relativ dazu dargestellt. n>
3; Kontrolle der Signifikanz mittels ANOVA und Dunnett-Korrektur fiir multiple Tests. *
p< 0,05 **p < 0,01 *** p < 0,001

Entsprechend dem Homologiemodell wurde fiir alle vorgenommenen Aminoséureaus-

tausche eine verminderte Aktivierung des Siiffrezeptors durch Balanin A und Steviosid
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erwartet. Die Reaktion des Siifsrezeptors auf die Applikation von Cyclamat sollte durch
die Mutationen nicht beeinflusst sein.

Entgegen dieser Erwartung bewirkte die Verdnderung des Isoleucin an Position 67
zu Serin (TAS1R2-167S) eine leichte Erhohung der Signalamplitude im Vergleich zum
Wildtyp Siifirezeptor fiir Balansin A. Die Aktivierbarkeit des Rezeptors durch Stevio-
sid und Cyclamat war durch diese Mutation nicht beeinflusst und ist somit spezifisch
fiir Balansin A (siehe Abbildung 3.30, gelbe Balken). Der Austausch des Tyrosins an
Position 282 zu Serin (TAS1R2-Y282S) fiihrte, entsprechend dem Modell, zu vermin-
derten Fluoreszenzsignalen in transifizierten HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Auch
die Fluoreszenzsignale gegeniiber 0,1 mM Steviosid sind leicht vermindert, wahrend
die maximale Aktivierbarkeit durch Steviosid nicht signifikant verringert ist (siehe
Abbildung 3.30, hellorange Balken). Uberraschend zeigten sich jedoch auch vermin-
derte Fluoreszenzsignale nach Applikation von Cyclamat auf TAS1R2-Y282S-TAS1R3-
transfizierte HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Da die Transmembranregion der huma-
nen TASIR3-Untereinheit wichtig fiir die Siiffrezeptoraktivierung durch Cyclamat ist
(Jiang u. a., 2005a; Winnig u. a., 2007), weist die verminderte Reaktion des TAS1R2-
Y282-TAS1R3-Rezeptors auf eine verschlechterte funktionelle Integritét des Rezeptors
hin. Lediglich die maximale Aktivierbarkeit durch Steviosid (1 mM) wird durch die-
se Mutation nicht signifikant beeinflusst. Auch der Austausch des Valins an Position
309 zu Serin (TAS1R2-V309S) fiihrt zu verringerten Fluoreszenzsignalen gegeniiber der
Applikation von Balansin A (siche Abbildung 3.30, dunkelorange Balken). Ahnlich wie
bei der Mutation TAS1R2-Y282S, zeigte auch der Rezeptor mit der Mutation V309S
im TAS1R2 eine verminderte Aktivierbarkeit gegeniiber 0,1 mM Steviosid wéihrend
die maximale Aktivierbarkeit nicht beeinflusst war. Ebenso zeigt sich auch gegeniiber
der Applikation von 1 mM Cyclamat eine verminderte Fluoreszenz im Vergleich zum
Wildtyp Rezeptor, jedoch ist die maximale Aktivierbarkeit durch Cyclamat nicht signi-
fikant verringert. Somit scheint die Verdnderung des Valins an Position 309 zu Serin
im TAS1R2 die funktionelle Integritat des Rezeptors weniger stark zu beeinflussen als
der Austausch von Y282 zu Serin. Um zu {iberpriifen ob die Kombination der vorge-
schlagenen Aminosédureaustausche die Interaktion des Balansins A sowie des Steviosids
vollstéandig unterbindet, wurden alle drei Mutationen im TAS1R2 zusammengefiihrt
(TAS1R2-167S/Y282S/V309S). Diese Rezeptormutante zeigte fiir die Applikation der
drei getesteten Siifsrezeptoragonisten verminderte Signale im Vergleich zum Wildtyp
TAS1R2/R3. Wihrend nach Applikation von Balansin A sowie den geringen Konzen-
trationen von Steviosid (0,1 mM) und Cyclamat (1 mM) keine Fluoreszenzsignale mehr
detektierbar waren, fithrte die Gabe von Steviosid und Cyclamat in sidttigender Kon-

zentration (1 mM bzw. 10mM) zu zirka 50 % verminderten Fluoreszenzsignalen (siehe

106



3 Ergebnisse

Abbildung 3.30, gelb-orange gestreifte Balken). Dies weist auf eine stark verminderte
Rezeptorfunktionalitdt hin. Wahrend die Verdanderung I67S in der amino-terminalen
Doméne des humanen TAS1R2 nur fiir die Applikation von Balansin A zu signifikant
erhohten Signalen fiihrt, also spezifisch fiir Balansin A ist, fithren die anderen vorge-
nommenen Aminosdureaustausche auch zu verminderten Signalen gegeniiber Cyclamat.
Dies weist, wie bereits erwahnt, auf eine verminderte Rezeptorfunktionalitit hin. Da-
durch ist es nicht méglich den Einfluss dieser Positionen auf die Aktivierbarkeit durch

Balansin A zu bewerten.

Neben einer verminderten funktionellen Integritat des Rezeptors kénnte jedoch auch
eine verringerte Expressionsrate der Siifrezeptormutanten die zum Teil reduzierten
Signale erkldren. Um dies zu tberpriifen, wurde die Expressionsrate der TAS1R2-
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp Rezeptor immunzytochemisch bestimmt. Dazu
wurde der Vektor genutzt welcher beide Siifrezeptoruntereinheiten gemeinsam ent-
hélt und die Expressionsrate des TAS1R2-Wildtyps bzw. der TAS1R2-Mutanten mit-
tels C-terminalem FLAG-Epitops detektiert sowie die Expressionsrate der TAS1R3-
Untereinheit mittels des C-terminal angelagerten hsv-Epitops. Wie in der Abbildung
3.31 und Tabelle 3.1 zu sehen ist, sind alle Einzelmutanten in vergleichbarer Stérke
exprimiert wie der Wildtyp TAS1R2. Der Rezeptor TAS1R2-176S/Y282S/V309S zeigt
sogar eine leicht erh6hte Expressionsrate. Obwohl beide Rezeptoren mit einem Vektor in
die HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen transfiziert wurden, haben beide eine unterschied-
liche Expressionsrate. Es ist sichtbar, dass die TAS1R3-Untereinheit stéirker exprimiert
ist, als die TAS1R2-Untereinheit. Zusammenfassend zeigt sich, dass die Expressions-
rate der TASTR2-Mutanten nicht die Ursache fiir die verdnderten Signalamplituden

gegeniiber Balansin A, Steviosid und Cyclamat ist.

3.6.2.2 Analysen von chimiren Rezeptoren aus humanem Siifirezeptor und

CaSR

Chimére Rezeptoren wurden bereits mehrfach zur groben Lokalisierung der Interakti-
onsstelle zwischen Geschmacksrezeptoren und deren Liganden eingesetzt. Sie sollten
in der vorliegenden Arbeit genutzt werden, um die vermutete Interaktion des Bal-
ansin A mit der amino-terminalen Doméne der TAS1R2-Untereinheit zu bestétigen,
sowie die Moglichkeit weiterer Interaktionsstellen im Siiffrezeptorheteromer zu unter-
suchen. Chimére Rezeptoren setzen sich aus verwandten Rezeptoren zusammen, wel-
che sich hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit durch die zu untersuchenden Substanzen

unterscheiden. Dabei kann es sich um verwandte Rezeptoren einer Spezies handeln
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) Uberlagerung
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Abb. 3.31: Immunzytochemische Kontrolle der Expressionsstirke der TAS1R2-Mutanten
in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Die TASIR2-Rezeptoren wurden iiber ihr C-
terminal angelagertes FLAG-Epitop (erste Spalte, rot) detektiert. Die Markierung der
TAS1R3-Untereinheit erfolgte mittels eines C-terminal gelegenen hsv-Epitops (zweite Spal-
te, griin). Die dritte Spalte zeigt jeweils die Uberlagerung der TASIR2- und TAS1R3-
exprimierenden Zellen. Zellen, welche beide Rezeptoruntereinheiten exprimieren sind durch
ihre gelbe Farbe in ihrer Uberlagerung erkennbar (siche weike Pfeile). Die Uberlagerung
mit der Gesamtzahl der vorhanden Zellen ist in der vierten Spalte zu sehen. Die Markie-
rung der Zellmembran erfolgte mit Concanavalin A und ist in weifs dargestellt. Mafistab =
75 uM
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Tab. 3.1: Expressionsrate der Modell-basierten TAS1R2-Mutanten in
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen. Bestimmung der Expressionsrate der huma-
nen TAS1R2-Mutanten (TAS1R2-167S, -Y282S, -V309S, -167S/Y282/V309S), sowie die
Koexpressionsrate mit der humanen TAS1R3-Untereinheit im Vergleich zum Wildtyp
Rezeptor durch immunzytochemische Markierung (vergleiche Abbildung 3.31). Dargestellt
sind Mittelwerte und Standardabweichung aus zwei unabhéngigen Experimenten. Je
Experiment wurde die Expressionsrate in vier reprasentativen Aufnahmen ermittelt.

Rezeptor Expression- Expression- Koexpression
TAS1R2 TAS1R3

TAS1R2/R3 18% £ 5% 48 % £ 6% 16% £ 5%
TAS1R2-167S/R3 21% £ 9% 51% £ 9% 18% + 8%
TAS1R2-Y282S/R3 20% £ 5% 52% + 4% 18% £ 5%
TAS1R2-V309S/R3 18% + 3% 51% £ 6% 17% £ 1%
TAS1R2-167S-Y282S- | 32% + 5% 51% £ 5% 27% £ 3%
V309S/R3

(Brockhoff u. a., 2010) oder um einen Rezeptor aus unterschiedlichen Spezies (Winnig
u. a., 2007, 2005; Xu u. a., 2004). In diesen Chiméren werden dann funktionelle Domé-
nen des eines Rezeptors mit denen des anderen gemischt. Durch schrittweises Austau-
schen verschiedener Doménen kann der fiir die Aktivierung bedeutsame Bereich iden-
tifiziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Chiméren des humanen Calcium-
sensing Rezeptors und des humanen Siifsrezeptors erstellt. Beide Rezeptoren gehoren
der Glutamatrezeptor-Familie an (Fredriksson u. a., 2003), (vergleiche Abbildung 1.2).
Die Untersuchungen zeigen, dass die Uberexpression des CaSR in HEK293PEAKrapid
Galb-Zellen zu Fluoreszenzsignalen nach der Gabe verschiedener y-Glutamylpeptide
fithrt. Dies entspricht den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen (Ohsu u.a., 2010;
Wang u.a., 2006) und bestétigt die funktionelle Expression des CaSR im genutzten
Zellsystem. Die Applikation von Balansin A oder den Kontrollsubstanzen Steviosid und
Cyclamat bewirkt keinen Anstieg der Fluoreszenz (siche Abbildung 3.32 A). Auch die
Gabe anderer Stifsstoffe wie Aspartam, Acesulfam K, NHDC oder Sucralose auf CaSR-
iiberexprimierende HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen ruft keine Fluoreszenzsignale her-
vor. Ebenso zeigen Siifrezeptor-exprimierende Zellen keine fluoreszente Reaktion auf
die Gabe CaSR-aktivierender Peptide (siche Abbildung 3.32 B). Somit zeigen der hu-
mane Siifrezeptor und der Calcium-sensing Rezeptor fiir die untersuchten Substanzen
keine Uberlappung im Agonistenspektrum. Des Weiteren ist sichtbar, dass der Siifire-
zeptor in HEK293PEAKrapid Galb-Zellen eine Expressionsdauer von 48 Stunden fiir
Messungen der Aktivierung mittels Calcium-Imaging benotigt. Dennoch sind die Fluo-

reszenzsignale fiir Balansin A nach Kotransfektion der Untereinheiten am Detektionsli-
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mit. Im Gegensatz dazu ist die funktionelle Aktivierung des CaSR sowohl 24 Stunden
wie auch 48 Stunden nach der Transfektion moglich und weist deutlich héhere Signal-
amplituden auf als der humane Siifsrezeptor TAS1R2-TAS1R3.
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Abb. 3.32: Keine Aktivierung des CaSR durch Balansin A und andere Siifistoffe. Relati-
ve Fluoreszenz A CaSR- und B TAS1R2/R3-exprimierender HEK293PEAKrapid Gal5-
Zellen auf die Applikation der angegebenen Siifistoffe und Peptide. AceK = Acesul-
fam K, NHDC = Neohesperidin Dihydrochalkon, Glu-Val = Glutamyl-valin, Glu-Val-Gly
= Glutamyl-valinyl-glycin, GSH = Glutathion; Die Messung erfolgte sowohl 24 Stunden
(schwarze Balken) wie auch 48 Stunden (graue Balken) nach Transfektion der Rezeptor-
DNA. n>2

Da der CaSR keine Reaktion auf die Applikation von Balansin A zeigt, konnen Chimé-
ren aus Siifsrezeptor und CaSR zur groben Lokalisierung der Balansin A Interaktions-
stelle genutzt werden. Dr. Anne Brockhoff (DIfE, Abt. Molekulare Genetik) generierte
chimére Rezeptoren, in denen die amino-terminale Doméne des Siifsrezeptors gegen
die des CaSR ausgetauscht wurde. Sie fand, dass diese Chiméren bei Koexpression
der TAS1R2-Chimére mit der TAS1R3-Chimére aktivierbar ist. Jedoch nicht bei Koex-
pression nur einer Chimére mit dem CaSR Wildtyp Rezeptor oder der jeweils anderen
Wildtyp Siifsrezptoruntereinheit (Dr. Anne Brockhoff, unveréffentlichte Daten). Die Ab-
bildung 3.33 zeigt den schematischen Aufbau der bereits erwidhnten, durch Dr. Anne
Brockhoff generierten Chiméren sowie der weiteren, im Zuge der vorliegenden Arbeit,

generierten Chiméren.

Neben der Reaktion der chiméren Rezeptoren auf die Applikation von Balansin A wur-
de auch die Reaktion auf Steviosid und Cyclamat untersucht. Diese Substanzen wurden
als Kontrollsubstanzen genutzt, da sie mit verschiedenen funktionellen Doménen des
Stifsrezeptors interagieren. Wahrend fiir die Aktivierung des humanen Siifirezeptors
durch Steviosid die amino-terminale Doméne des TAS1R2 von Bedeutung ist (Zhang
u. a., 2010), ist die Transmembranregion der TAS1R3-Untereinheit wichtig fiir die Ak-
tivierung durch Cyclamat (Xu u. a., 2004; Jiang u. a., 2005a; Winnig u. a., 2007). Somit
sollten alle Chiméren, deren amino-terminale Doméne TAS1R2-TAS1R3-Sequenz ent-
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Abb. 3.33: Schematische Darstellung der Calcium-sensing Rezeptorchimiren. Komponenten
des humanen CaSR sind in griin dargestellt, die Siiffrezeptoruntereinheit hTAS1R2 in hell-
blau und hTAS1R3 in dunkelblau.

halt durch Steviosid aktivierbar sein, jedoch nicht durch Cyclamat. Im Gegensatz dazu
sollten Chiméren, mit Siifsrezeptorsequenz in der Transmembranregion auf die Appli-
kation von Cyclamat reagieren, jedoch nicht auf die Gabe von Steviosid.

Geméfs der vom IPB (Halle/Saale) errechneten Bindungstasche von Balansin A (ver-
gleiche Abbildung 3.29) wurde erwartet, dass Chiméren deren amino-terminale Do-
ménen von den Siifrezeptoruntereinheiten abstammen, durch Balansin A aktivierbar
sind. Ebenso sollten sie, wie bereits beschrieben, durch Steviosid aktiviert werden
konnen, jedoch nicht durch Cyclamat. Es zeigt sich jedoch, dass Zellen, die mit den
Chiméren TASIR N/CaSR_CTM oder TASIR NC/CaSR_TM transfiziert wurden
weder auf die durch Balanisin A noch durch Steviosid aktiviert werden (siehe Abbil-
dung 3.34). Daher wurde zusétzlich die Reaktion auf Aspartam und Sucralose unter-
sucht, welche ebenfalls mit der amino-terminalen Doméne interagieren (Xu u. a., 2004;
Nie u.a., 2005). Auch die Gabe dieser Substanzen auf TASIR N/CaSR_CTM- oder
TAS1IR NC/CaSR_TM-transfizierte HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen verursacht kei-
ne Fluoreszenzsignale. Eine Verlangerung der Expressionsdauer auf 48 Stunden bewirk-

te ebenfalls keine Reaktion der Chiméaren.

Mittels Immunzytochmie wurde iiberpriift, ob die mangelnde Reaktion TASIR N /Ca-
SR_CTM- oder TASIR NC/CaSR _TM-transfizierter Zellen auf eine unzureichende
Expression zuriick zu fithren ist. Es zeigte sich jedoch, dass diese Chiméaren sehr gut
exprimiert sind (sieche Abbildung 3.37, Tabelle 3.2). Somit sind diese Chiméren zwar
in HEK293PEAKrapid Galb-Zellen exprimiert, jedoch durch die untersuchten Sub-
stanzen nicht funktionell aktivierbar. Eine Aussage iiber eine mégliche Interaktion von
Balansin A mit den amino-terminalen Doménen des Siifirezeptors ist daher nicht mdg-
lich.

Um die Moglichkeit weiterer Interaktionsstellen von Balansin A am humanen Siifsre-
zeptor zu untersuchen, wurde die Reaktion der Chiméren untersucht, deren amino-

terminale Doméne die Sequenz des Calcium-sensing Rezeptors beinhaltet. Es wurde
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Abb. 3.34: Keine funktionelle Aktivierung der TASIR N/CaSR TM Chiméiren im
Calcium-Imaging. A Relative Fluoreszenzen TASIR_N/CaSR_CTM-transfizierter
HEK293PEAKrapid Gal5b-Zellen nach Applikation von 2,5 M Balansin A, 1mM Stevio-
sid, 10 mM Aspartam, 1 mM Sucralose. Die Messung erfolgte sowohl 24 Stunden (schwarze
Balken) wie auch 48 Stunden (graue Balken) nach Transfektion. B Relative Fluoreszenzen
TAS1IR_NC/CaSR_TM-transfizierter HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen nach Applikation
von Balansin A und anderer Siifistoffe, deren Interaktion mit der amino-terminalen Domé-
ne des humanen Siiffrezeptor gezeigt wurde (Xu u.a. (2004), Nie u.a. (2005)). Substanz-
konzentrationen und Messung wie in A. n>2; +Standardabweichung; C und D Repri-
sentative Fluoreszenzspuren auf die Gabe der untersuchten Siifistoffe, 24 Stunden nach C
TAS1IR_N/CaSR_CTM-Transfektion D TASIR NC/CaSR_TM in HEK293PEAKrapid
Galb-Zellen. Substanzkonzentrationen siehe A. Mafstab x=100 Sekunden, y=200 Relative
Lichteinheiten. Durchgezogene Linie: Reaktion der Zellen, die mit den jeweiligen chiméren
Rezeptor transfiziert wurden. Gestrichelte Linie: Reaktion Leervektor-transfizierter Zellen.

erwartet, dass diese Chiméren durch Cyclamat aktivierbar sind, jedoch nicht durch
Steviosid. Wie zuvor, wurde auch fiir diese Chiméren der Einfluss der Expressions-
dauer untersucht. Es zeigte sich, dass die Chiméren CaSR_N/TASIR CTM und
CaSR_NC/TAS1IR_TM bei einer Expressionsdauer von 24 Stunden hoéhere Signal-
amplituden aufweisen als bei einer Expressionszeit von 48 Stunden (siehe Abbildung
3.35).

Daher beziehen sich die nachfolgend beschriebenen Beobachtungen auf die Reaktion
der Zellen 24 Stunden nach Transfektion der funktionellen chiméren Rezeptoren im
Vergleich zum Wildtyp Rezeptor 48 Stunden nach Transfektion in HEK293PEAKrapid
Gal5-Zellen. Diese sind zur besseren Ubersicht nochmals in Abbildung 3.36 zusammen-

gefasst.

Wie erwartet zeigen Chiméren deren amino-terminale Doméne gegen die Sequenz des
CaSR ausgetauscht wurden keine Aktivierung durch Steviosid. Die Aktivierung durch

Cyclamat, dessen Bindung in der Transmembrandoméne der TAS1R3-Untereinheit be-
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Abb. 3.35: Reaktion von Siifirezeptorchimiren mit amino-terminaler Domine des CaSR.
Relative Fluoreszenzen im Calcium-Imaging A CaSR_N/TASIR CTM-transfizierter B
CaSR_NC/TASIR TM-transfizierter HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen nach Gabe von
Balansin A, Steviosid und Cyclamat in den angegebenen Konzentrationen. Die Messungen
erfolgten sowohl 24 Stunden nach Transfektion (schwarze Balken) wie auch 48 Stunden nach
Transfektion (graue Balken). n>3, +Standardabweichung; C und D Originale Fluoreszen-
spuren von HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen auf die Gabe von Balansin A, Steviosid und
Cyclamat 24 Stunden nach Transfektion der jeweiligen Rezeptorchimére (durchgezogene
Linie) bzw. des Leervektors (getrichelte Linie). Mafistab: x=100 Sekunden, y=200 Relative
Lichteinheiten.

schrieben ist (Xu u.a., 2004; Jiang u.a., 2005a; Winnig u.a., 2007), bleibt erhalten.
Dies zeigt die Funktionalitdt der chiméren Rezeptoren an. Wéhrend die maximale
Aktivierbarkeit durch Cyclamat leicht verringert ist, sind die Signalamplituden nach
Applikation von 1 mM Cyclamat bei den Chiméren und dem Wildtyp Siifirezeptor
vergleichbar. CaSR_NC/TAS1R_TM-transfizierte HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen
zeigten keine Fluoreszenzsignale auf die Applikation von 2,5 M Balansin A. Der Aus-
tausch der amino-terminalen und der cysteinreichen Doméne des Siifrezeptors fiihrt
somit zum Verlust der Aktivierbarkeit durch Balansin A. Ob hohere Konzentrationen
von Balansin A in der Lage sind diese Rezeptorchimére dennoch zu aktivieren, kann
nicht untersucht werden, da eine Konzentration von 3ppm (3,75 pM) bereits zu un-
spezifischen Reaktionen in Leervektor-transfizierten Zellen fiihrt. Die Chimére, bei der
lediglich die amino-terminalen Doménen des Siiffrezeptoruntereinheiten gegen CaSR-
Sequenz ausgetauscht wurden (CaSR_N/TAS1R_CTM), sind jedoch weiterhin durch
Balansin A aktivierbar. Diese Beobachtung léasst auf eine Interaktionsstelle von Balan-

sin A aufserhalb der amino-terminalen Doménen des Siifrezeptors schliefsen. Weiterhin
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Abb. 3.36: Vergleich der Reaktion von Siifirezeptorchimiren mit amino-terminaler Do-
méne des CaSR mit dem Wildtyp Siifirezeptor. Relative Fluoreszenzen von
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen nach Transfektion des Siifrezeptors (schwarze Balken),
der CaSR_NC/TASIR_TM-Chimére (weifle Balken) und der CaSR_N/TASIR CTM-
Chimére (graue Balken) auf die Gabe von Balansin A, Steviosid und Cyclamat in den
angegebenen Konzentrationen. Die Messungen erfolgten 48 h nach Transfektion des Wild-
typ Rezeptors und 24 h nach Transfektion der Chiméren. n>3 +Standardabweichung. Test
auf signifikante Unterschiede mittels ANOVA und Bonferroni-Korrektur fiir multiple Tests.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

weist der Vergleich der Chiméren auf eine Bedeutung der cysteinreichen Regionen des

Stifrezeptors bei der Aktivierung durch Balansin A hin.

Mittels Immunzytochemie wurde die Expression der Rezeptorchiméren tiberpriift (siehe
Abbildung 3.37 und Tabelle 3.2). Dabei zeigten alle Chiméren eine sehr gute Expression
von tiber 30 %. Damit zeigen die TAS1R2-Chiméren zum Teil eine hohere Expression
als der TAS1R2-Wildtyp Rezeptor. Leervektor transfizierte Zellen zeigten keine Im-
munofluoreszenz. Fiir die nicht funktionellen Chiméren (TASIR N/CaSR_CTM und
TASIR_NC/CaSR_TM) wurde zusétzlich die Koexpressionsrate der TAS1R2- und
TAS1R3-Untereinheiten bestimmt (Farbung nicht gezeigt). Diese lag fiir den Wildtyp
Rezeptor bei 14 % + 6 %, fiir die TASIR _N/CaSR_CTM-Chimére bei 24 % + 3 % und
fiir die TASIR_NC/CaSR_ TM-Chimére bei 15 % + 5 %. Folglich ist die Expressions-

rate nicht die Ursache fiir die mangelnde Funktionalitdt der Rezeptoren.
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Abb. 3.37: Immunzytochemische Expressionskontrolle der Calcium-sensing Rezeptorchi-
méren. A TAS1R2-basierte Chiméren; Erste Spalte: Immunologische Markierung TAS1R2-
basierter Rezeptoren iiber die C-Terminal gelagerte Flag-Sequenz (griin). Zweite Spalte:
Deren Anteil an der Gesamtheit der Zellen. B TAS1R3-basierte Chiméren; Detektion der
TAS1R3-Rezeptorchiméren mittels des C-Terminal angrenzenden hsv-Peptids (griin) sowie
deren Anteil an der Gesamtheit der Zellen. Die Markierung der Zellen erfolgte iiber Concan-
valin A (rot). Schematischer Aufbau der Rezeptorchiméren, TAS1R2/TAS1R3-Teile blau,

CASR-Teile griin. Mafistab 75 nM

115



3 Ergebnisse

Tab. 3.2: Expressionsrate der Calcium-sensing Rezeptorchiméren im Vergleich zum Wildtyp Rezeptor.
Fiir Chiméren mit amino-terminaler Doméane des CaSR erfolgte die Bestimmung aus aus drei
reprasentativen Aufnahmen einer immunzytochemischen Farbung, wihrend fiir alle anderen
Rezeptoren die Bestimmung aus drei représentativen Bilder einer Einzelfarung und einer
Doppelfiarbung beider Untereinheiten bestimmt wurde (vergleiche Abbildung 3.37).

Rezeptor Expression Rezeptor Expression
TAS1R2 25% + 12% TAS1R3 53% 4+ 10%
CASR_N/ 57% + 3% CASR_N/ 56 % + 3%
TAS1IR2 CTM TAS1IR3 CTM

CASR_NC/ 53% + 2% CASR_NC/ 57% + 5%
TAS1IR2 TM TAS1IR3 TM

TAS1R2 N/ 41% + 13% TAS1R3 N/ 41% £+ 6%
CASR_CTM CASR_CTM

TAS1R2 NC/ 33% £ 15% TAS1R3 NC/ 46 % + 5%
CASR_TM CASR_TM
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Ziel dieser Arbeit war es die Ursache fiir die Siifsrezeptoraktivierung einiger Testsub-
stanzen im heterologen Expressionssystem aufzuklédren, die keine intrinsische Siifse in
sensorischen Untersuchungen aufweisen. Dadurch sollte ein addquates Testsystem eta-
bliert werden sowie wichtige Einflussfaktoren fiir die Funktionsweise des Siifsrezeptors
identifiziert werden. Des Weiteren war es Ziel der Arbeit die siifsen Komponenten der
vietnamesischen Pflanze Mycetia balansae zu identifizieren und deren Interaktion mit
dem humanen Siifirezeptor zu charakterisieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die NCI-H716-
Zellen trotz endogener Expression des Stifrezeptors und der Signaltransduktionskom-
ponenten in Geschmacksrezeptorzellen nicht zur Untersuchung des Siifsrezeptors im
Calcium-Imaging eignen. Hingegen wurde mit der HEK293PEAKrapid Ga15-Zelllinie
ein Zellsystem identifiziert, welches den Siifigeschmack der Testsubstanzen widerspie-
gelt. Es hat sich herausgestellt, dass die Koexpression verschiedener Ga-Proteinchi-
méren mit dem humanen Siifrezeptor dessen Signalamplituden beeinflussen, jedoch
nicht allein fiir die Diskrepanz zwischen Siiftgeschmack in vivo und Siifsrezeptorakti-
vierung in wvitro bzw. zwischen den Zelllinien verantwortlich ist. Die Untersuchung
der akzessorischen Proteine weist auf einen Einfluss von RAMP3 auf die Ligande-
nerkennung der TAS1R2-Untereinheit durch Benzaldehyde hin. Des Weiteren zeigten
sich Hinweise auf eine Interaktion der Siifrezeptoruntereinheiten mit dem humanen
Calcium-sensing Rezeptor (CaSR). In einem zweiten Aspekt der Arbeit konnte die Sii-
fse von Mycetia balansae auf die enthaltenen Balansine zuriickgefithrt werden. Sowie,
dass die amino-terminalen Doménen der Siifirezeptoruntereinheiten fiir die Siifrezep-

toraktivierung durch Balansine nicht notwendig sind.
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4.1 Vergleich verschiedener Zellsysteme zur

Untersuchung des Siifsrezeptors

In der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung der NCI-H716-Zellen als Siifsgeschmacks-
Modell untersucht. Hinweise dafiir kamen von Jang u.a. (2007), welche diese Zelllinie
nutzen, um die Rolle von Geschmacksrezeptoren im Gastrointestinaltrakt zu untersu-
chen. So wiesen sie mittels RT-PCR eine endogene Expression des humanen Siifsre-
zeptors TAS1R2-TAS1R3 nach, sowie die Expression von Gagustducin, G33, Gy13,
PLCS2 und TRPM5 (Jang u.a., 2007). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit un-
terstiitzen die Eignung der NCI-H716-Zellen als Siiffgeschmacksmodell jedoch nicht.
So konnte in Calcium-Imaging Untersuchungen keine Siifirezeptor-spezifische Reaktion
der NCI-H716-Zellen auf die Testsubstanzen beobachten werden, unabhéngig von deren
Siifsgeschmack in vivo (vergleiche Abbildung 3.7). Auch die Reaktion der NCI-H716-
Zelllinie auf die Kontrollsubstanzen Saccharose und Sucralose im Calcium-Imaging wei-
sen nicht auf eine funktionelle Aktivierung des Siifsrezeptors hin. So war der konzen-
trationsabhéngige Anstieg der Fluoreszenz nach Gabe von Saccharose nicht signifikant
inhibierbar durch die Koapplikation von 2,5 mM [actisole. Dies ist im Widerspruch zur
heterologen Siifsrezeptorinhibition in HEK293-Zellen, bei denen eine Konzentration von
I mM zur vollstdndigen Signalhemmung fithrt (vergleiche Abbildung 3.2, Winnig u. a.
(2005), Xu u.a. (2004)). Auch in sensorischen Untersuchungen wurde bereits bei einer
Konzentration von 1mM lactisole eine starke Reduktion der Siifsintensitat verschie-
dener Siikstoffe beobachtet (Galindo-Cuspinera u.a., 2006). Da Jang u.a. (2007) die
Saccharose- und Glukose-abhéangige GLP-1-Sekretion nicht durch die Koapplikation mit
lactisole auf deren Siifirezeptorabhéngigkeit {iberpriiften, ist nicht ausgeschlossen, dass
zum Beispiel der SGLT'1 (engl. sodium-dependent glucose transporter) diese vermittelt.
So fithren Reimann u.a. (2008), den Glukose-abhédngigen Anstieg der intrazelluldren
Calciumkonzentration sowie die GLP1-Sekretion in primar kultivierten L-Zellen von
Ma&usen auf den Sgltl zurtick. Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit keine Akti-
vierung der NCI-H716-Zellen durch Sucralose im Calcium-Imaging beobachtet. Auch
Reimann u.a. (2008) beobachteten in primér kultivierten L-Zellen keinen Calcium-
Anstieg durch Sucralose. Eine mogliche Ursache wére, dass die Sucralose-abhéngige
Aktivierung des Siifsrezeptors in NCI-H716-Zellen iiber einen Calcium-unabhéngigen
Signalweg zur von Jang u.a. (2007) beobachteten GLP-1-Sekretion fithrt. In STC-1-
Zellen, einem Modell fiir enteroendokrine Zellen der Maus, gibt es Hinweise, dass Zu-
cker eine cAMP-abhéngige Signalkaskade aktivieren (Dyer u.a., 2003).

Dass die endogene Expression der Geschmacksrezeptoren und Signaltransduktionskom-
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ponenten nicht zu einer messbaren Aktivierung in Calcium-Imaging Untersuchungen
fithren muss, wurde auch fiir Bitterrezeptoren beobachtet (Bromke, 2013). So fand
Bromke (2013) keine Korrelation zwischen den in NCI-H716-Zellen endogen exprimier-
ten Bitterrezeptoren und deren Aktivierung durch bekannte Liganden im Calcium-
Imaging. Auch Bromke (2013) vermutete als Ursache dafiir Unterschiede in der Si-

gnalweiterleitung zwischen Geschmacksrezeptorzellen und NCI-H716-Zellen.

Im Gegensatz zur NCI-H716-Zelllinie erwies sich die HEK293PEAKrapid Ga15-Zelllinie
als sehr gutes Modell zur Analyse des Stifsrezeptors. Denn im Unterschied zu HEK293
TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen, weisen HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen mit tran-
sienter Transfektion der Siifirezeptoruntereinheiten keine Diskrepanz zwischen Siifsre-
zeptoraktivierung durch Testsubstanzen in vitro und Siifigeschmack in vivo auf. Dies
zeigt die Bedeutung intrazelluldrer Einflussfaktoren auf die Aktivierung des Stifsrezep-
tors. Doch was verursacht diesen Unterschied im Siifsrezeptorverhalten zwischen den
beiden HEK293-Zelllinien?

Zum einen konnte eine transiente Transfektion gegeniiber stabiler Transfektion des
Stifrezeptors zu einer verminderten Sensitivitdt des Messsystems fithren und somit die
Unterschiede zwischen den Zellsystemen hervorrufen. Eine solche Linksverschiebung
der Konzentrations-Wirkungsbeziehung verschiedener Siifirezeptoragonisten bei stabi-
ler Transfektion des Siifrezeptors gegeniiber transienter hTAS1R2/R3-Transfektion
wurde von Li u.a. (2002) beschrieben. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch
nicht beobachtet (vergleiche Abbildung 3.9) wobei zu beachten ist, dass in beiden in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Testsystemen, jeweils eine Komponente transient
transfiziert wurde, entweder die Siifrezeptoruntereinheiten hTAS1R2/R3 oder das G-
Protein Gal5. Im Gegensatz dazu war bei den Untersuchungen von Li u. a. (2002) das
Ga-Protein Galb stets stabil transfiziert. Doch auch Untersuchungen des humanen
Bitterrezeptors TAS2R14 weisen nicht darauf hin, dass eine stabile Expression stets
zu einer Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungsbeziehung fiihrt. So fanden
Roland u.a. (2011) einen EC50-Wert des hTAS2R14 gegeniiber Genistein von 28,9 pM
und einen Schwellwert von 4 pM bei stabiler Expression des Bitterrezeptors sowie der
G-Proteinchiméare Gal6gust44 in HEK293-Zellen. Hingegen beobachtete Stefanie No-
wak (DIfE, Abt. Molekulare Genetik) einen EC50-Wert von 5,2 pM und einen Schwell-
wert von 1pM in HEK293T Gal6gust44-Zellen bei transienter Rezeptortransfektion
(unveroffentlichte Daten Stefanie Nowak). In den transient transfizierten Zellen wurde
somit ein geringerer Schwellwert und EC50-Wert beobachtet, als in stabil exprimieren-
den HEK293-Zellen. Es ist jedoch zu beachten, dass die Dosis-Wirkungsbeziehung in
HEK293T Gal6gustd4-Zellen auf Grund endogener Signale in den Kontrollzellen nur

bis zu einer Konzentration von 30 M gemessen werden konnte und der EC50-Wert

119



4 Diskussion

somit extrapoliert ist.

Eine weitere mogliche Ursache ist die heterologe Expression unterschiedlicher G-Proteine
(siehe auch Abschnitt 4.2.1). So zeigten sich insgesamt geringere Signalamplituden bei
Koexpression des Siifsrezeptors mit Galb als bei Koexpression mit Galbi3, was auf
Unterschiede in der Kopplung hinweist. Daher konnten fiir die nicht siifsen Testsub-
stanzen MTHF und Ethylvanillin in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To-Zellen bei Koex-
pression des Gal5 keine eindeutigen Fluoreszenzsignale beobachtet werden. Dennoch
konnte das heterolog exprimierte G-Protein als alleinige Ursache ausgeschlossen wer-
den, da auch die nicht siifs schmeckenden Substanzen Eriodictyol, Vanillin und HMB
in HEK293 TAS1R2 TAS1R3-Zellen bei Koexpression des Ga15 zu deutlichen Fluores-
zenzsignale fithren (vergleiche Abbildung 3.11). Ware die Expression des G-Proteins
urséchlich fiir die Unterschiede zwischen den Zelllinien, wéaren fiir diese Substanzen
auch in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen Fluoreszenzsignalen zu erwarten.

Da die beobachteten Unterschiede in der Siifsrezeptoraktivierung in HEK293 TAS1R2
TAS1R3-To Gal5i3-Zellen und HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen nicht durch Unter-
schiede in der Transfektion und nur teilweise durch das heterolog exprimierte Ga-
Protein bedingt sind, miissen auch Unterschiede im Zellhintergrund genauer bertick-
sichtigt werden. Bei beiden hier verwendeten Zelllinien handelt es sich um HEK293-
Zelllinien. Das heifst, sie entstammen beide urspriinglich humanen embryonalen Nieren-
zellen, die mit dem Adenovirus5 transformiert wurden (Graham u.a., 1977). Bei den
in der vorliegenden Arbeit verwendeten HEK293-Zelllinien handelt es sich zum einen
um HEK293-FlpIn T-REX-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe), welche mit Plasmid-DNA
stabil transfiziert wurden, die die codierenden Sequenzen des humanen TAS1R2, des
hTASIR3 und des Galb5i3 enthalten (durchgefiihrt Marcel Winnig, DIfE, Abt. Mo-
lekulare Genetik). Die hTAS1R3-Untereinheit steht dabei unter Kontrolle des Tetra-
cyclin Repressor und kann Tetracyclin-abhéngig induziert werden. Zum anderen wur-
den HEK293PEAKrapid Galb-Zellen genutzt, welche aus HEK293PEAKrapid-Zellen
(ATCC, CRL2828) durch stabile Transfektion von Plasmid-DNA mit der codierenden
Sequenz des Galb entstanden (durchgefiithrt von Shila Fatehi, DIfE, Abt. Molekula-
re Genetik). Die HEK293PEAKrapid-Zellen unterstiitzen die Replikation von Plasmi-
den mit Epstein-Barr-Virus Replikationsursprung (oriP) sowie von Plasmiden mit dem
SV40 Replikationsursprung (www.lgstandards-atcc.org, CRL2828, 2013). Dies weist
darauf hin, dass diese Zelllinie sowohl mit den Epstein-Barr-Virus wie auch dem SV40-
Virus transformiert wurde und somit eine Mischung aus HEK293E- und HEK293T-
Zellen ist. Dass Unterschiede im Zellhintergrund zu Unterschieden in der Genexpres-
sion fiihren konnen, zeigt der Vergleich der Ergebnisse von Behrens u.a. (2006) und
[legems u.a. (2010). Wahrend Behrens u.a. (2006) in HEK293T-Zellen eine endoge-
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ne REEP2-Genexpression (engl. receptor expression enhancing protein 2) mittels RT-
PCR nachweisen konnte, beobachteten Ilegems u. a. (2010) keine REEP2-Expression in
HEK293E-Zellen. Auch die Expression der RAMP-Gene (engl. receptor activity modi-
fiying protein) scheint zwischen HEK293-Zelllinien zu variieren. So fanden McLatchie
u.a. (1998) die endogene Expression von RAMP1 und RAMP2 in HEK293T-Zellen,
wihrend Bouschet u. a. (2005) in HEK293-Zellen nur RAMP1 exprimiert fand. Fiir die
in der vorliegenden Arbeit untersuchten akzessorischen Proteine und verwandten Re-
zeptoren fand sich jedoch mittels RT-PCR kein Unterschied in der Expression zwischen
den HEK293-Zelllinien.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Unterschiede in der Siifsrezeptorakti-
vierung durch die Testsubstanzen in HEK293PEAKrapid Gal5 und HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Gal5i3-Zellen wahrscheinlich sowohl durch das jeweils genutzte G-Protein
sowie Unterschiede im Zellhintergrund bedingt sind. Welcher Faktor genau im Zellhin-
tergrund diese Unterschiede verursacht, bleibt dabei bisher offen. Als weiterfithrende
Untersuchung koénnte eine vergleichende Genanalyse z.B. mittels DNA-Chip-Analyse,
Aufschluss dariiber geben, welche Gene zwischen den beiden Zelllinien differenziell ex-
primiert sind. In einem zweiten Schritt konnte iiberpriift werden, ob diese einen Einfluss

auf die Sifsrezeptoraktivierung bzw. dessen Signalweiterleitung haben.

4.2 Bedeutung intrazellularer Einflussfaktoren fiir die

Siilirezeptoraktivierung

4.2.1 G-Protein Kopplung in vitro und in vivo

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Aktivierung des humanen
Stifsrezeptors im heterologen Expressionssystems durch in vivo nicht siifs schmeckende
Substanzen nur bei Koexpression bestimmter G-Proteine auftritt. Ausgangspunkt die-
ser Hypothese waren die Beobachtungen von Shirokova u.a. (2005), bei denen ein
Ligand auf einen heterolog exprimierten Geruchsrezeptor als Agonist oder Antagonist
wirkt, in Abhéngigkeit vom koexprimierten G-Protein. Ob der heterolog exprimier-
te Siifsrezeptor Liganden-abhéngig unterschiedliche G-Proteine aktiviert bzw. ob die
G-Proteinkoexpression die Aktivierung des Siifrezeptors durch die Testsubstanzen be-
einflusst, wurde anhand heterologer Koexpression verschiedener Ga-Proteinchiméren
im Calcium-Imaging untersucht. Fiir diese Analysen wurden auf dem murinen Gal5

oder dessen humanem Ortholog Ga16 basierende Chiméren genutzt. Diese Ga-Proteine
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sind in der Lage eine Vielzahl von Rezeptoren an einen PLC-abhéngigen Signalweg zu
koppeln (Offermanns und Simon, 1995). Da insbesondere die C-terminalen Aminoséu-
ren des Ga-Proteins fiir die Interaktion mit dem Rezeptor wichtig sind (Conklin u. a.,
1993), konnte durch Variation des C-Terminus die Interaktion des Siifrezeptors mit

verschiedenen Ga-Proteinfamilien untersucht werden.

Die Analysen zeigten keine eindeutige Verdnderung der Selektivitit der Siifsrezeptorak-
tivierung bei Koexpression verschiedener G-Proteinchiméren. Das heifst, auch die nicht
siift schmeckenden Testsubstanzen wiesen bei Verwendung verschiedener G-Proteinchi-
maéren eine Aktivierung des Siifrezeptors auf. Keines der verwendeten G-Proteine fiihr-
te zu einem Aktivierungsmuster, das den Siiffgeschmack in vivo widerspiegelt. Dennoch
fanden sich Unterschiede in der Effizienz der Liganden in Abhéngigkeit vom koexpri-
mierten G-Protein (vergleiche Abbildung 3.11). Auch wenn Unterschiede in der Ex-
pression der G-Proteinchiméren nicht ausgeschlossen werden konnen, weist dies auf
Unterschiede in der Kopplung der G-Proteine hin. So fithrt zum Beispiel die Koex-
pression des Ga15i3 bei Applikation aller Liganden zu maximalen Signalamplituden,
wahrend Gal501/2 bei keinem der untersuchten Liganden zur messbaren Aktivierung
des Siifsrezeptors fiihrt. Daraus lésst sich schlussfolgern, dass Ga15i3 sehr gut an den
humanen Stifrezeptor koppelt, wihrend Gal501/2 nicht koppelt. Des Weiteren zeigen
sich auch Liganden-abhéngig Unterschiede im Verhiltnis der Effizienz. Zum Beispiel
zeigen die meisten Substanzen (Acesulfam K, Saccharose, Hesperitin, Eriodictyol, Va-
nillin, Ethylvanillin) bei Koexpression des Siifrezeptors mit Gal5gust/il/i2 eine sehr
gute Effizienz, welche mit der Effizienz bei Koexpression des Gal5i3 vergleichbar ist.
Dahingegen sind die Signalamplituden nach Gabe von DHMF, MTHF oder Ethoxy-
benzaldehyd auf TAS1R2/R3-, Gal5gust/il/i2-exprimierende Zellen deutlich geringer
sind als bei Koexpression des Siifrezeptors mit Ga15i3. Dies weist auf Unterschiede in
der G-Proteininteraktion in Abhéngigkeit vom Liganden hin. Fiir MTHF und Ethylva-
nillin ist die Siifirezeptoraktivierung nur bei Koexpression einiger G-Proteinchiméren
eindeutig messbar. Dies konnte ebenfalls ein Hinweis auf eine Liganden-abhéngige G-
Proteinaktivierung sein. Da diese Liganden jedoch insgesamt zu geringen Signalampli-
tuden fithren, kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Siiffrezeptoraktivierung bei
Koexpression weniger effektiv koppelnder G-Proteine unterhalb des Detektionslimits
liegt. Zusammenfassend ist das koexprimierte G-Protein nicht verantwortlich fiir die
Diskrepanz zwischen Siifrezeptoraktivierung in vitro und Siifgeschmack in vivo. Den-
noch gibt es Hinweise auf eine Liganden-abhéngige Interaktion des Siifrezeptors mit

dem koppelnden G-Protein.
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In der vorliegenden Arbeit wurde beobachtet, dass der Siifsrezeptor in vitro besonders
gut mit G-Proteinen der Gai-Familie koppelt. Dies deckt sich mit den Befunden anderer
Arbeitsgruppen wie die Tabelle (4.1) zeigt.

Tab. 4.1: Vergleich der Calcium-Signale Siikrezeptor-exprimierender Zellen auf bekannte Siifistoffe bei
Koexpression verschiedener G-Proteinchiméren

Quelle eigene Da- | Bandholtz | Winnig Li u. a.
ten (2007) (2003) (2002)

Chimére C-terminale | HEK293 | HEK293 | HEK293 | HEK293T

Aminos. Pos. | TAS1IR2 | TAS1R2 | rTaslr2 rTaslr2

-5-4-3-2-1 TAS1R3 | TASIR3 | rTaslr3 rTaslr3
Gal5i3 ECGLY +++ +++ +++ +++
Galbgust/il/i2 | DCGLF | +++ ++ ++ ++
Gal6z44 YIGLC +4 n.t. n.t. n.t.
Gal6gustd4 DCGLF | ++ ++ n.t. n.t.
Galb EINLL ++ n.t. + -
Galbz44 YIGLC + ++ n.t. n.t.
Gagust44 DCGLF |+ + n.t. n.t.
Galb14 EFNLV | +/- - +++ -
Galbll EYNLV |- - ++ +
Gaol/2 GCGLY |- - - -

Signalamplituden bei Verwendung der entsprechenden Chimére mit dem jeweiligen
Rezeptor: +++ sehr gut, +-+ gut, + mékig, - keine, n.t.- nicht getestet.

Conklin u.a. (1993) beobachteten bei Gag-Chiméren deren 4 bis 11 C-terminale Ami-
nosduren gegen die von Gai ausgetauscht wurden (Gaqid - Gaqill) eine erhohte
basale Aktivitdt der PLC, was auf eine konstitutive Aktivitdt dieser Ga-Chiméren
hinweist. Daher kénnte vermutet werden, dass die hohen Signalamplituden bei Koex-
pression der zur Gai-Proteinfamilie gehorenden Ga-Proteine zum Teil auf eine solche
Erhchung der konstitutiven Aktivitéit zuriickzufiithren ist. Da die in der vorliegenden
Arbeit erhobenen Daten jedoch stets gegen Pufferapplikation korrigiert wurden, wiir-
de eine solche Erhchung der konstitutiven G-Proteinaktivitdt herausgerechnet werden.
Folglich reflektieren die gemessenen Fluoreszenzsignale die Siifrezeptor-abhéngige G-
Proteinaktivierung. Sainz u.a. (2001) beobachteten, dass auch die konstitutive Aktivi-

tat der Transmembranregionen der TAS1-Rezeptoruntereinheiten bei Zugabe von Gai
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erhoht ist, jedoch nicht bei Zugabe von Gas oder Gaq. Im Unterschied zu den in der
Tabelle 4.1 aufgefiihrten Arbeiten konnten Sainz u.a. (2001) jedoch auch einen deutli-
chen GDP-GTP-Austausch bei Gabe von Gao beobachten. Dieser Unterschied kénnte
dadurch bedingt sein, dass Sainz u. a. (2001) lediglich konstitutive Aktivitat der einzel-
nen Untereinheiten beobachtet, wihrend in den Calcium-Imaging Untersuchungen die
G-Proteinaktivierung des Rezeptorheteromers nach Ligandenbindung relevant ist.

Der Sequenzvergleich der C-terminalen Aminoséduren in den Chiméren zeigt, dass auch
Chiméren mit identischem C-Terminus unterschiedliche Signalamplituden hervorrufen.
So besitzen Gal5gust/il/i2, Gal6gustd4 und Galb5gustd4 die C-terminale Aminosédure-
sequenz DCGLF, zeigen jedoch Unterschiede in den gemessenen Signalamplituden (ver-
gleiche Tabelle 4.1 sowie Abbildung 3.11). Eine mogliche Ursache kénnten Unterschiede
in der Expressionsstirke der genannten Chiméren sein. Es konnte jedoch auch auf den
Einfluss weiterer Ga-Proteinbereiche hinweisen. Fiir das Gat (Gatransducin) wurde
gezeigt, dass im rezeptorgebundenen Zustand der N-Terminus und der C-Terminus na-
he beieinander liegen (besprochen in Hamm (2001)) und das diese Interaktion wichtig
fir die GDP-Freisetzung und damit Aktivierung des G-Proteins ist (besprochen in
Cabrera-Vera u.a. (2003)). Da sich die Chiméren Gal5gust44 und Gal6gust44 in ih-
rem N-terminalen Bereichen unterscheiden, kénnte dies Unterschiede zwischen diesen

beiden Chiméren erklédren.

Doch in wie weit spiegelt die Interaktion des Stifrezeptors in vitro mit Gai-Proteinen
die in vivo Situation in Geschmacksrezeptorzellen wider? Fiir das zur Gai-Familie geho-
rende Gagustducin wurde bereits nachgewiesen, dass es bei der Signalweiterleitung in
Geschmacksrezeptorzellen eine essentielle Rolle spielt. Gagustducin Knock-out Méause
zeigten im Gegensatz zu ihren Wildtyp Kontrollen keine bzw. stark reduzierte Nerven-
antworten auf die Gabe verschiedener Zucker und Stifistoffe (Wong u. a., 1996; Danilova
u. a., 2006; Tomonari u. a., 2012). Auf Grund der wichtigen Rolle, die Gagustducin in
der Ubertragung der Geschmacksrezeptoraktivierung zugeschrieben wird, kénnte man
vermuten, dass auch die Gagustducin-Chiméren in vitro den in vivo Siikgeschmack am
besten widerspiegeln. Die Applikation der Testsubstanzen bestétigt diese Vermutung
jedoch nicht. So fiihrt auch die Applikation der nicht siifs schmeckenden Testsubstanzen
(Eriodictyol, MTHF und HMB) zu Fluoreszenzsignalen bei Koexpression des humanen
Siifirezeptors mit den Ga-Proteinchiméren Gal6gust44 oder Gal5gust /il /i2. Dennoch
bleibt auch hier zu bedenken, dass es sich nur um die Betrachtung von chiméren Ga-
Proteinen handelt. Diese sind jedoch notwendig, um die Rezeptoraktivierung an einen
Calcium-abhéngigen Signalweg zu koppeln.

Die bereits erwihnten Untersuchungen an Gagustducin Knock-out Méusen von Wong

u.a. (1996), Danilova u.a. (2006) sowie Tomonari u.a. (2012) zeigen die Bedeutung
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des Gagustducins in der Siifrezeptorsignaltransduktion. Verbleibende Nervenantwor-
ten nach Gabe von Saccharin, D-Phenylalanin, Fruktose und Saccharose weisen aller-
dings auch auf weitere G-Proteine hin (Danilova u.a., 2006; Tomonari u.a., 2012).
Neben Gagustducin wurden im murinen Geschmacksgewebe die Expression von Gaq,
Galb (Kusakabe u. a., 1998), Gas, Gai2 und Gai3 (Kusakabe u. a., 2000) beobachtet.
Die Koexpression dieser G-Proteine mit der Siifsrezeptor-spezifischen Tas1r2 Unterein-
heit ist bisher jedoch nicht im Gewebe untersucht worden. Eine Koexpression von
Taslr2 oder Taslr3 wurde lediglich fiir Gagustducin (Tomonari u.a., 2012; Shindo
u.a., 2008) und Gal4 (Shindo u.a., 2008; Tizzano u.a., 2008) gezeigt. Welche Ga-
Proteine neben Gagustducin eine funktionelle Rolle in der Geschmacksweiterleitung
spielen, ist bislang nicht restlos geklért. Insbesondere fiir den menschlichen Geschmack
ist Situation unklar, da die bisher beschriebenen Untersuchungen stets im murinen Ge-
webe stattfanden. Fiir den menschlichen Geschmack wurde bisher nur die Expression
des Gagustducin untersucht und nachgewiesen (Takami u. a., 1994; Behrens u. a., 2007;
Tizzano u. a., 2015). So kdnnten Unterschiede zwischen den Spezies bestehen und Ga14
spezifisch fiir Nager sein. Zum einen zeigt der humane Siifirezeptor in vitro keine Inter-
aktion mit der Ga1514-Chimére, der Stifrezeptor der Ratte hingegen schon (Winnig,
2003). Zum anderen zeigen Kolokalisationsstudien in Geschmacksknsopen von Rhesus-
affen (Macacca mulatta) keine Kolokalisation der MmulTAS1R2-Untereinheit mit Ga14
an, aber mit Gagustducin (Ishimaru u. a., 2012). Da der Verwandtschaftsgrad zwischen
Menschen und Rhesusaffen hoher ist als der zwischen Menschen und Nagern (TAS1R2-
Proteinidentitét: hTASIR2-MmulTAS1IR2 ~ 92 %, hTAS1R2-mTas1r2 ~ 70 %) konnte
dies die Situation im Menschen widerspiegeln.

Abschliefsend kann die Frage, ob die in vitro G-Protein-Kopplung des humanen Siif-
rezeptors die Interaktion in menschlichen Geschmacksrezeptorzellen widerspiegelt, auf
Grund mangelnder Koexpressionsstudien mit humanem Geschmacksgewebe nicht end-
giiltig geklart werden. Die Expression des Gagustducins in menschlichen Geschmacks-
rezeptorzellen (Takami u.a., 1994; Behrens u.a., 2007; Tizzano u.a., 2015) sowie die
Koexpression mit dem TAS1R2 in Rhesusaffen weisen jedoch auf eine wichtige Rolle
des Gagustducins im menschlichen Geschmack hin. Dies wére im Einklang mit den
funktionellen Daten des heterolog exprimierten Siiffrezeptors. Da dessen Aktivierung
bei Verwendung der Gal6gust44-Chimére deutlich messbar ist. Ob der humane Siifs-
rezeptor in vivo mit Gaid interagiert, welches eine sehr gute Kopplung zum huma-
nen Siifrezeptor in vitro aufweist, ist unklar. Ausfiihrliche Kolokalisationsstudien mit
menschlichem Geschmacksgewebe sind notwendig, um mehr Klarheit in diese Thematik

zu bringen.
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4.2.2 Einfluss verwandter GPCRs auf die

Siifirezeptoraktivierbarkeit

Alle Rezeptoren der Glutamatrezeptor-Familie (auch als Klasse C GPCRs bezeichnet)
bilden Dimere. Wéhrend der CaSR und die metabotropen Glutamatrezeptoren Homodi-
mere ausbilden (Romano u. a., 1996; Kunishima u. a., 2000; Bai u. a., 1998; Goldsmith
u.a., 1999; Han und Hampson, 1999), ist der funktionelle Siifrezeptor ein Heterodi-
mer aus TASIR2 und TAS1R3 (Nelson u.a., 2002; Kuhn, 2007). Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass einige Mitglieder der Glutamatrezeptor-Familie auch in der La-
ge sind hohere Oligomere zu bilden oder mit verwandten Rezeptoren zu dimerisieren
(Maurel u.a., 2008; Chang u.a., 2007; Gama u.a., 2001). Dass eine solche Hetero-
merisierung funktionelle Konsequenzen haben kann, zeigt der TAS1R3, welcher mit
der TAS1R2-Untereinheit einen funktionellen Stfsrezeptor bildet, wiahrend die Koex-
pression mit der TAS1R1-Untereinheit zu einem funktionellen Umamirezeptor fiihrt
(vergleiche Abschnitt 1.3). So wirkt zum Beispiel Cyclamat, welches mit der TAST1R3-
Untereinheit interagiert, beim Siifsrezeptor TASTIR2-TAS1R3 als Agonist, beim Uma-
mirezeptor TASTR1-TAS1R3 als Verstéarker (Xu u. a., 2004).

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass Tiere mit dem Knock-out nur einer der
Stifsrezeptoruntereinheiten eine verbleibende Nervenantwort sowie eine Préiferenz fiir
hohe Konzentrationen natiirlicher Zucker in Kurzzeit-Préaferenztest aufweisen (Zhao
u. a., 2003; Damak u. a., 2003). Dies lief die Hypothese zu, dass die Siifrezeptorunter-
einheiten in der Lage sein konnten, funktionelle Homomere zu bilden oder mit anderen
Rezeptoren zu interagieren, was sich auf das Ligandenspektrum auswirken kénnte. Un-
terstiitzt wurde diese Vermutung weiterhin durch die Arbeiten von Burhenne (2004),
die zeigte, dass der Taslr3 der Ratte mit dem Gprc6a der Ratte im heterologen Ex-
pressionssystem koimmunoprézipitiert werden kann. Funktionelle Analysen dazu, feh-
len bislang. Zusammen mit dem CaSR ist der GPRC6A der néchste Verwandte der
TAS1-Rezeptorfamilie (vergleiche Abbildung 1.2). Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, inwieweit der GPRC6A und der CaSR in den verwendeten HEK293-
Zelllinien exprimiert sind und ob deren heterologe Koexpression im zelluldren Test-
system die Reaktion der Siifsrezeptoruntereinheiten auf die Gabe der Testsubstanzen
im Calcium-Imaging beeinflusst. Insbesondere wurde iiberpriift, ob die Koexpression
der Rezeptoren die Ligandenerkennung der Testsubstanzen beeinflusst und somit fiir
die Diskrepanz zwischen Siiftrezeptoraktivierung in vitro und Siikgeschmack in vivo

verantwortlich sein konnte.

Im Gegensatz zum CaSR konnte aus ¢cDNA von Pilzpapillen jedoch kein GPRCG6A-
spezifisches RT-PCR-Produkte amplifiziert werden. Dies ist unerwartet, da im Ge-
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schmacksgewebe von Nagern die Expression des Gprc6a gezeigt wurde (Burhenne, 2004;
Bystrova u. a., 2010). Fiir den humanen GPRCGA liegen bisher jedoch keine publizier-
ten Daten vor, sodass dies auf einen Speziesunterschied hinweisen konnte. Weiterhin
ist es jedoch auch moglich, dass die Expression insbesondere in Pilzpapillen zu gering
fiir einen Nachweis ist, wiahrend die Expression in anderen Geschmackspapillen héher
ist. Darauf weisen die Befunde von Burhenne (2004) hin, welche insbesondere im Ge-
schmacksstreifen von Ratten eine starke Gprc6a-Expression fand. In der vorliegenden
Arbeit wurde dennoch cDNA von Pilzpapillen genutzt, da dies nach dem klassischen Mo-
dell der Geschmacksdetektion der Ort der Siiferkennung ist (Liao und Schultz, 2003).
Somit sprechen diese ersten Befunde gegen eine starke Koexpression des GPRC6A mit
dem Siifsrezeptor beim Menschen. Ebenfalls gegen eine Koexpression mit dem Siifire-
zeptor sprechen die Untersuchungen von Bystrova u.a. (2010), welche den Gprc6a der
Maus in Typl-Zellen exprimiert beobachteten, wahrend Taslr2 und Taslr3 in TyplI-
Zellen exprimiert sind (Clapp u. a., 2004; DeFazio u. a., 2006).

Im Unterschied zum humanen GPRC6A konnte die Expression des CaSR mittels RT-
PCR in menschlichen Pilzpapillen nachgewiesen werden. Expressionsuntersuchungen in
Nagern weisen auch hier darauf hin, dass der CaSR nicht mit den Siifsrezeptorunterein-
heiten koexprimiert ist (Bystrova u. a., 2010; Maruyama u. a., 2012). Wobei anzumerken
ist, dass Bystrova u.a. (2010) den CaSR in Typl und TyplII-Zellen exprimiert fanden,
wihrend Maruyama u. a. (2012) die Kolokalisation mit TyplII- und TypII-Zellmarkern

beobachtete, sodass die Datenlage bei Nagern nicht ganz eindeutig ist.

Wihrend die Ergebnisse dieser Arbeit und der bereits publizierten Untersuchungen
nicht auf eine Koexpression der humanen Rezeptoren GPRC6A und CaSR mit dem
Stifsrezeptor hinweisen, ist dies im heterologen Expressionssystem durchaus moglich,
da sequenzspezifische Abschnitte beider Rezeptoren mittels RT-PCR aus ¢cDNA von
HEK293-Zellen amplifiziert werden konnten. Die Uberpriifung der endogenen Expressi-
on auf Proteinebene zeigte, dass diese zu gering fiir einen immunzytochemischen Nach-
weis ist. Bei dieser scheinbaren Diskrepanz ist zu beachten, dass die hier genutzte End-
punkt RT-PCR keine Aussage iiber die RNA-Menge trifft. Des Weiteren ist bekannt,
dass die Proteinmenge nicht nur auf der Ebene der Transkription reguliert wird. So
kénnen zum Beispiel microRNAs (miRNA) die Translation eines Proteins vermindern
(He und Hannon, 2004).

Da die endogene Proteinexpression des GPRC6A und des CaSR in den untersuchten
HEK293-Zellen zu gering fiir einen immunzytochemischen Nachweis sind, ist deren
mogliche Interaktion mit dem heterolog exprimierten Siifrezeptor, zumindest in gro-
flerem Umfang, unwahrscheinlich. Um dennoch zu iiberpriifen, ob eine Beeinflussung

der Rezeptoren oder nachgeschalteter Signalwege im heterologen Expressionssystem
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moglich ist, wurden die Siiffrezeptoruntereinheiten sowohl allein, als auch gemeinsam
mit dem GPRC6A bzw. dem CaSR in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen transfiziert.
Die Kotransfektion der GPRC6A-Rezeptor-DNA zeigte keinen Einfluss auf die fluo-
reszenten Reaktionen TAS1R2-/ TAS1R3-exprimierender HEK293-Zellen (vergleiche
Abbildung 3.21). Dies ist jedoch wahrscheinlich auf eine fehlende Funktionalitat des
Rezeptors im Calcium-Imaging zuriick zu fithren, da auch bei alleiniger Expression
des GPRC6A keine Fluoreszenzsignale nach Stimulation mit beschriebenen Liganden
beobachtet wurden. Wellendorph und Kollegen fanden, dass der humane GPRC6A in
tsA-Zellen (einer transformierten HEK293-Zelllinie) nicht an der Zellmembran expri-
miert ist, wodurch eine funktionelle Charakterisierung des Wildtyp Rezeptors nicht
moglich ist (Wellendorph und Brauner-Osborne, 2004; Wellendorph u. a., 2005). Um
diese mangelnde Membranstédndigkeit des GPRC6A zu umgehen, wurde in der vorlie-
genden Arbeit ein Rezeptorkonstrukt genutzt (erstellt von Marcel Winnig, DIfE, Abt.
Molekulare Genetik), welches N-terminal der Rezeptorsequenz die ersten 45 Aminoséu-
ren des Ratten Somatostatinrezeptors 3 tragt. Diese Aminosduresequenz ist entschei-
dend fiir den Transport des Somatostatinrezeptor 3 (sstR3) an die Membran (Ammon
u. a., 2002) und wurde bereits genutzt, um die funktionelle Expression von Bitterrezep-
toren zu verbessern (Bufe u. a., 2002; Behrens u. a., 2006).

Eine weitere mogliche Ursache fiir die ausbleibende Aktivierung des GPRC6A im
Calcium-Imaging ist, dass der Rezeptor nicht in der Lage ist an das heterolog ex-
primierte G-Protein Gal5 zu koppeln und somit unter Umstidnden einen Calcium-
unabhédngigen Signalweg aktiviert. Ga15 ist in der Lage eine Vielzahl von Rezeptoren zu
koppeln, selbst solche die normalerweise mit Ga-Proteinen der Gai-Familie interagieren
(Offermanns und Simon, 1995). Die Pertussistoxin-sensitivitit sowie die partielle Hem-
mung GPRC6A-abhéngiger Signale durch Gag- und Gai-inhibierende RGS-Proteine
RGS2 und RGS4 deuten darauf hin, dass der GPRC6A durchaus in der Lage ist, Ga-
Proteine der Gag-Familie sowie der Gai-Familie zu koppeln (Pi u. a., 2005). Ebenso ist
auch der Gprcba der Ratte und der Maus in der Lage im heterologen Expressionssys-
tem an Gaq zu koppeln (Wellendorph u. a., 2007; Christiansen u. a., 2007). Dies gilt
jedoch nicht fiir alle Mitglieder der Gaqg-Familie. So beobachteten Christiansen u. a.
(2007) keinen Anstieg der IP3-Konzentration bei Koexpression des Maus-Gprc6a mit
Gal6, dem humanen Ortholog zum Gal5. Obwohl der GPRC6A folglich in der Lage
ist mit verschiedenen Mitgliedern der Gaq/11-Familie zu interagieren, kann die man-
gelnde Aktivierbarkeit des GPRC6A im Calcium-Imaging gleichwohl auf eine fehlende
Kopplung mit dem Ga15-Protein zuriickzufiihren sein.

Abschliefsend kann keine Aussage iiber eine mogliche Interaktion des GPRC6A mit

dem humanen Siifsrezeptor getroffen werden, da der GPRC6A im genutzten Testsys-
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tem keine Aktivierung aufweist. Am wahrscheinlichsten ist dies durch eine mangelnde
Interaktion mit dem Gal5-Protein bedingt. Koexpressionsanalysen mit verschiedenen

Ga-Proteinchiméren kénnten dariiber ndheren Aufschluss geben.

Im Gegensatz zum GPRCG6A ist der heterolog in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen ex-
primierte CaSR durch bekannte Liganden wie yGlutamylpeptide (Ohsu u.a., 2010)
aktivierbar (vergleiche Abbildung 3.32 A). Die Gabe von Zuckern und Siifstoffen auf
CaSR-exprimierende HEK293-Zellen fiihrt nicht zu Fluoreszenzsignalen (vergleiche Ab-
bildungen 3.26 und 3.32 B). Lediglich die Untersuchungen von Tordoff und Kollegen,
wonach der TASIR3 Calcium sensitiv ist, weisen auf eine funktionelle Uberlappung des
CaSR und der Siifrezeptoruntereinheiten hin (Tordoff u.a., 2008, 2012). Daher war
es iiberraschend, dass CaSR-exprimierende HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen Fluores-
zenzsignale nach Gabe von Vanillin und Ethylvanillin aufweisen (siche Abbildung 3.26).
Diese Substanzen zeigten eine Siifrezeptoraktivierung in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Galbi3-Zellen, jedoch nicht in den hier genutzten HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen
(vergleiche Abschnitt 3.4.2). Auffillig ist weiterhin, dass diese Fluoreszenzsignale bei
Koexpression der Siiffrezeptoruntereinheiten nicht mehr zu beobachten sind. Dies kénn-
te zum Teil durch eine verminderte Zellvitalitat bedingt sein, da auch die Isoproterenol-
signale bei Koexpression des CaSR mit der TAS1R2- und/ oder TAS1R3-Untereinheit
leicht reduziert sind. Eine weitere mogliche Ursache wére, dass die Siifsrezeptorunter-
einheiten eine hohere Affinitét fiir Vanillin und Ethylvanillin aufweisen als der CaSR,
dies im genutzten Zellsystem jedoch nicht zur Aktivierung fithrt. Wiirde dies der Fall
sein, wére jedoch ein verstérkender oder inhibierender Einfluss der Substanzen auf den
Stifrezeptor wahrscheinlich. Dieser konnte jedoch nur fiir Ethylvanillin und nicht fiir
Vanillin beobachtet werden (vergleiche Abbildung 3.10).

Somit ist das verminderte Signal CaSR~exprimierender Zellen auf Vanillin und Ethylva-
nillin vermutlich auf eine Interaktion der Rezeptoren - direkt oder durch die genutzten
Signalkaskaden - zuriick zu fithren. In dhnlicher Weise wirkt sich auch die Koexpressi-
on des CaSR auf die Siifrezeptor-vermittelten Signale aus. Dort kann ebenfalls, wenn
auch nicht fiir alle Substanzen statistisch signifikant, eine deutliche Verminderung der
Signale Stifsrezeptor-exprimierender Zellen bei Koexpression des CaSR beobachtet wer-
den, wiahrend die Zellvitalitdt durch die Koexpression des CaSR nicht beeinflusst ist.
Dies konnte durch eine Heteromerisierung des CaSR mit den Siifirezeptoruntereinheiten
bedingt sein, welche die Verfiigbarkeit an funktionellen CaSR-Homomeren beziehungs-
weise TAS1R2-TAS1R3-Heteromeren verringert und dadurch zu verminderten Fluo-
reszenzsignalen im Calcium-Imaging fiihrt. Solch direkte Wechselwirkungen des CaSR
mit den TAS1R-Untereinheiten sind bisher nicht beschrieben, dennoch zeigen Unter-

suchungen, dass Interaktionen zwischen den Rezeptoren der Glutamatfamilie moglich
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sind und funktionelle Auswirkungen haben kann. So konnte fiir den humanen CaSR ei-
ne Interaktion mit den GABAg-Rezeptoren (Chang u. a., 2007) und den metabotropen
Glutamatrezeptoren Grmla und Grm5 der Ratte gezeigt werden (Gama u.a., 2001).
Waihrend GABAg, der Ratte die Membranstdndigkeit sowie den Anstieg der intra-
zelluldren IP3-Konzentration nach Stimulation des humanen CaSR erhoht, fiithrt die
Koexpression des GABAg; der Ratte zu einer verminderten Expression des CaSR an
der Zelloberfliche sowie einer verminderten Reaktion auf die Stimulation mit Calcium
(Chang u.a., 2007). Die Autoren vermuten, dass die Koexpression beider Rezeptoren
deren posttranslationale Modifikation, Stabilitdt oder Membrantransport beeinflusst
(Chang u. a., 2007). Auch Gama und Kollegen fanden, dass die Heteromerisierung des
CaSR mit den metabotropen Glutamatrezeptoren Grmla und Grmb5 die Membran-
lokalisation sowie die Rezeptorinternalisierung nach Agonistenstimulation beeinflusst
(Gama u. a., 2001). In &hnlicher Weise konnte die Koexpression des CaSR mit den Siifs-
rezeptoruntereinheiten TAS1R2 und/ oder TAS1R3 die posttranslationale Modifikation
der Rezeptoren und somit deren Aktivierbarkeit im Calcium-Imaging beeinflussen. Ob
die Koexpression der Rezeptoren tatsdchlich deren Membransténdigkeit beeinflusst, be-
darf weiterer immunologischer Untersuchungen.

Neben der posttranslationalen Modifikation kann eine Heteromerisierung auch Aus-
wirkung auf die nachgeschaltete Signalkaskade haben, wie fiir die Koexpression des
p-Opioidrezeptors mit dem 0-Opioidrezeptor beobachtet (George u.a., 2000). Diese
Opioidrezeptoren sind in der Lage zu Oligomerisieren was die Affinitdt gegeniiber ei-
nigen Liganden verdndert, sowie die Sensitivitdt gegeniiber Pertussistoxin, einem Gai-
spezifischem Inhibitor (George u.a., 2000). Auch der adrenerge Rezeptor zeigt bei
Koexpression mit dem Prostaglandinrezeptor EP1 eine verminderte Kopplung an Gas
(McGraw u. a., 2006). Weiterhin kann auch ohne direkte Interaktion die Koexpression
verschiedener Rezeptoren deren Signalwege beeinflussen, wie fiir die Koexpression des
GABAg-Rezeptors mit Grml gezeigt (Rives u.a., 2009). Wéhrend die Autoren mit-
tel FRET und Koimmunoprazipitation keine Oligomerisierung beobachteten, fanden
sie dennoch einen verstirkten Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration bei
gemeinsamer Aktivierung der Rezeptoren (Rives u.a., 2009). Ob tatséchlich eine Inter-
aktion des Calcium-sensing Rezeptors mit den Siifsrezeptoruntereinheiten stattfindet

bedarf weiterer Untersuchungen.
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4.2.3 Bedeutung akzessorischer Proteine fiir die

Siifsrezeptoraktivierung in Zellsystem

Die Bedeutung akzessorischer Proteine fiir die Funktionalitdt von Geruchs- und Ge-
schmacksrezeptoren wurde bereits gezeigt. So beeinflusst die Koexpression akzessori-
scher Proteine der RTP-Familie und REEP-Familie die Membranlokalisation von Ge-
ruchsrezeptoren (Saito u. a., 2004) und Bitterrezeptoren (Behrens u. a., 2006) im hetero-
logen Expressionssystem. Des Weiteren ist der Siifrezeptor der Maus durch Koexpres-
sion von Reep2 vermehrt in sogenannten Lipid rafts vorzufinden (Ilegems u.a., 2010).
Obgleich Behrens u. a. (2006) keinen Einfluss der RTPs und REEPs auf die Funktiona-
litdt des Stifsrezeptors in der HEK293T Gal6gustd4-Zelllinie fand, deuteten die Daten
von lIlegems u.a. (2010) auf mogliche Unterschiede zwischen HEK293-Zelllinien hin.
Da sich auch die hier genutzten Zelllinien in ihrer Reaktion gegeniiber einigen Test-
substanzen unterscheiden, wurde die Expression der RTP- und REEP-Gene mittels
RT-PCR in den verwendeten Zelllinien und in humanen Pilzpapillen untersucht. In
Ubereinstimmung mit Behrens u. a. (2006) wurde die Expression aller REEP-Gene in
humanen Geschmackspapillen nachgewiesen, wiahrend keine Expression der RTP-Gene
RTP2, RTP3 und RTP4 in den jeweils verwendeten HEK293-Zelllinien beobachtet
wurde. Abweichend von Behrens u. a. (2006), wurden in den hier verwendeten HEK293-
Zelllinien RT-PCR-Produkte mit REEP1- und RTP1-spezifischen Oligonukleotiden
beobachtet. Hingegen konnte ich keine RTP2-spezifischen RT-PCR-Produkte in cDNA
von Pilzpapillen nachweisen, wiahrend Behrens u.a. (2006) diese in ¢cDNA humaner
Wallpapillen beobachtete. Dies weist auf Expressionsunterschiede zwischen humanen
Pilz- und Wallpapillen hin. Dass Expressionslevel zwischen Geschmackspapillen vari-
ieren konnen, wurde bereits fiir G-Proteine wie Gagustducin (Boughter u.a., 1997),
Gal4 und Gaq (Tizzano u. a., 2008) beobachtet sowie fiir die Geschmacksrezeptoren
Taslrl und Tas2r131 (Voigt u. a., 2012).

Zur Uberpriifung eines moglichen funktionellen Einflusses dieser akzessorischen Pro-
teine auf den Siifrezeptor wurde sich auf RTP1 und RTP4 beschrankt, da diese als
einzige Unterschiede in der Expression zwischen HEK293-basiertem Testsystem und
Pilzpapillen aufwiesen. Somit ist es fiir diese Proteine am wahrscheinlichsten, dass sie
fiir die beobachtete Diskrepanz zwischen Siiffrezeptoraktivierung in wvitro und Siifsge-
schmack in vivo verantwortlich sein kénnten. Die Uberexpression von RTP1 und RTP4
beeinflussten die Reaktion des Siifrezeptors auf die Applikation der Testsubstanzen im
Calcium-Imaging nicht, was sich ebenfalls mit den Beobachtungen von Behrens u. a.
(2006) in HEK293T Gal6gust44 deckt. Dies konnte darauf hinweisen, dass der huma-
ne Siifirezeptor nicht mit Mitgliedern der RTP- und REEP-Familie interagiert oder,
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dass die endogene Expression dieser oder anderer akzessorischer Proteine bereits aus-
reichend fiir eine korrekte Membranlokalisation im heterologen Expressionssystem ist.
Fiir die letztere Vermutung sprechen die Ergebnisse von Ilegems u.a. (2010), welche
keine endogene REEP2-Expression in HEK293E-Zellen beobachteten, jedoch eine ver-
besserte Signalantwort des Taslr2/r3 der Maus im Calcium-Imaging bei Koexpression
mit Reep2 in HEK293E-Zellen. Des Weiteren vermuteten auch Behrens u.a. (2006)
die endogene Expression verschiedener akzessorischer Proteine als Ursache dafiir, dass
einige Bitterrezeptoren auf die Anwesenheit von RTP3 und RTP4 angewiesen sind, wéh-
rend andere bereits ohne Uberexpression dieser funktionell sind. Zusammenfassend ist
der humane Siifirezeptor in dem hier genutzten Zellsystem, auf Grund der endogenen
Expression an akzessorischen Proteinen, nicht auf die Uberexpression von RTP1 oder

die Koexpression von RTP4 angewiesen.

Neben den akzessorischen Proteinen der RTP-Familie wurde in der vorliegenden Ar-
beit auch ein moglicher Einfluss von RAMP3 auf die Aktivierung des Siifirezeptors
im heterologen Expressionssystem untersucht. Dies beruhte zum einen auf Befunden
von McLatchie u.a. (1998), welche die RAMP-Proteine erstmalig beschrieb und de-
ren Einfluss auf die Ligandensperzifitiat des CRLR (engl. Calcitonin receptor like recep-
tor) zeigte. Zum anderen wiesen Dr. Frauke Stdhler und Silvia Nitschke (DIfE, Abt.
Molekulare Genetik) die Expression von RAMP1, RAMP2 und RAMP3 mittels RT-
PCR in ¢cDNA humaner Wallpapillen nach, fanden RAMP3 jedoch nicht in HEK293
TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen exprimiert. Die Koexpression von RAMP3 mit den
Stifrezeptoruntereinheiten in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen, fithrte zu
verminderten Fluoreszenzsignalen, was jedoch vermutlich auf eine verminderte Zell-
vitalitdt durch RAMP3 Koexpression zuriickzufithren ist. Uberraschend wurden fiir
die Vanillin-verwandten Benzaldehyde in den nicht induzierten Kontrollzellen nach
RAMP3-Transfektion Fluoreszenzsignale beobachtet, jedoch nicht nach Transfektion
des Leervektors oder von RTP1 oder RTP4. Da diese Kontrollzellen bereits eine sta-
bile Expression der TASIR2-Untereinheit aufweisen, konnten die beobachteten Signa-
le auf eine Aktivierung des TAS1R2-Homomers bei RAMP3-Koexpression hinweisen.
Die Uberpriifung dieser Hypothese durch Koexpression von RAMP3 und TASIR2 in
HEK293PEAKrapid Galb-Zellen fiihrte jedoch nicht zu Signalen gegeniiber Ethoxy-
benzaldehyd, Vanillin oder HMB. Dies konnte durch eine verminderte Expression von
TAS1R2 und/ oder RAMP3 in diesem Zellen im Vergleich zu den stabil transfizierten
HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen zuriickzufiihren sein, da auch die beobach-
teten Signale gegeniiber Perillartin, welches sowohl das TAS1R2/R3-Heteromer, wie
auch das TAS1R2-Homomer aktiviert, sehr gering sind. Dennoch zeigt sich eine leichte

Erhohung des Perillartin-induzierten Signals bei Koexpression von RAMP3, wiahrend
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die TAS1R2-TAS1R3-abhéingigen Signale zum Teil reduziert sind. Dies unterstiitzt die
Vermutung, dass RAMP3 einen positiven Einfluss auf die Funktionsweise des TAS1R2-
Homomers hat.

Des Weiteren ist es moglich, dass ein zusétzlicher Kofaktor fiir die Interaktion von
RAMP3 mit TAS1R2 nétig ist oder RAMP3 mit einem anderen Rezeptor interagiert,
welcher in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen exprimiert ist, jedoch nicht in
HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen und somit die Fluoreszenzsignale gegeniiber den Ben-
zaldehyden verursacht. Ein moglicher Kandidat ist der CaSR, da dessen Interaktion
mit Proteinen der RAMP-Familie bereits beschrieben ist (Bouschet u.a., 2005) und
dieser durch die Benzaldehyde Vanillin und Ethylvanillin aktivierbar ist. Gegen diese
Hypothese spricht jedoch, dass die Expression des CaSR in beiden hier verwendeten
Zelllinie mittels RT-PCR beobachtet wurde, diese sich jedoch bei RAMP3 Transfektion
in ihrer Reaktion auf die Benzaldehyde unterscheiden. Des Weiteren konnte die endo-
gene Fxpression des CaSR in den hier verwendeten Zelllinien nicht auf Proteinebene
nachgewiesen werden, was einen Einfluss ebenfalls unwahrscheinlich erscheinen lasst.
Zusitzlich beobachteten Bouschet u.a. (2005), dass neben RAMP3 auch RAMP1 die
Glykosylierung und Oberflachenexpression des CaSR verbessert. Da RAMP1 bereits
endogen in HEK293-Zellen exprimiert ist (Bouschet u. a., 2005; McLatchie u. a., 1998)
spricht auch das gegen den CaSR als Ursache fiir die Fluoreszenzsignale durch Ben-
zaldehyde in nicht induzierten HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-Zellen. Um den
beobachteten Einfluss von RAMP3 auf die Reaktion der Zellen durch die Benzaldehyde
naher zu untersuchen, wére es wichtig die Koexpressionsrate von TASIR2 und RAMP3
in HEK293PEAKrapid Gal5-Zellen zu bestimmen, um eine mangelnde Expression als
Ursache fiir die Unterschiede zwischen den Zelllinien auszuschliefsen. Weiterhin kénnte
die Untersuchung der Membranexpression der Siifrezeptoruntereinheiten, des Calcium-
sensing Rezeptors sowie von RAMP3 bei alleiniger und bei Koexpression Hinweise auf
eine Interaktion der Rezeptoren mit RAMP3 geben. Wahrend die RAMP-Proteine
die Membranlokalisation der Rezeptoren beeinflussen, wirken die Rezeptoren auch auf
die Oberflachenexpression der RAMPs (Christopoulos u. a., 2003), da beide gemein-
sam zur Membran transloziert werden (Hilairet u.a., 2001). Es ist bekannt, dass die
RAMP-Proteine mit den interagierenden Rezeptoren stabile Komplexe bilden (Hilairet
u. a., 2001), daher konnte eine Interaktion zwischen RAMP3 und den Siifirezeptorunter-
einheiten bzw. dem CaSR mittels Koimmunopréazipitation nachgewiesen werden. Auf
Grund der zumeist verénderten Rezeptorglykosylierung durch RAMP-Proteine (Fla-
haut u.a., 2002; McLatchie u.a., 1998; Bouschet u. a., 2005), konnte auch die Unter-
suchung des Glykosylierungsmusters des Siifsrezeptors oder des Calcium-sensing Re-

zeptors Aufschluss iiber die molekularen Grundlagen der Wirkung von RAMP3 in
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den Zelllinien geben. Wahrend die TAS1R2-Untereinheit zwei potentielle Asparagin-
Glykosylierungsstellen besitzt, besitzt der TAS1R3 sechs und der CaSR acht potentielle
Glykosylierungsstellen. Folglich kénnte RAMP3 iiber die Verédnderung des Glykosylie-

rungsmusters an diesen Rezeptoren wirken.

4.3 Weitere mogliche Ursachen fiir die Diskrepanz
zwischen Siifigeschmack in vivo und

Siifsrezeptoraktivierung in wvitro

Neben den bereits beschriebenen intrazelluldren Faktoren, die die Funktionalitit des
Stifsrezeptors und somit dessen Aktivierungsmuster beeinflussen koénnten, kann auch
ein Einfluss des Speichels oder der Mundschleimhaut nicht ausgeschlossen werden. Auf
Grund der Reaktion der Kontrollzellen auf die Applikation von Speichel konnte die-
ser Aspekt in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht werden (siehe Abschnitt 3.3).
Dennoch wird im Folgenden diskutiert welche Auswirkungen eine Interaktion der Test-
substanzen mit dem Speichel und der Mundschleimhaut haben kénnten und inwieweit
diese die Diskrepanz zwischen Siifrezeptoraktivierung in wvitro und Siifgeschmack in
vivo verursachen konnte.

Zum einen wére es denkbar, dass Enzyme des Speichels einige der Testsubstanzen
selektiv umwandeln, wodurch diese nicht mehr siifs schmecken und dadurch die Diskre-
panz zwischen Siifsrezeptoraktivierung in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen
und Siifgeschmack in vivo hervorrufen. Ahnlich wie beobachtet fiir den Maus Geruchs-
rezeptor mOR204-34, der in HEK293-Zellen durch Acetyl-isoeugenol aktivierbar ist,
wahrend intakte mOR204-34-Neurone im Riechkolben kaum sensitiv gegeniiber Acetyl-
isoeugenol sind (Oka u. a., 2006). Als Ursache fiir diese Diskrepanz konnte einige Jahre
spater die spezifische Umwandlung von Acetyl-isoeugenol zu Isoeugenol durch Enzy-
me des Nasenschleims nachgewiesen werden, welche schnell genug und ausreichend ist,
um die Geruchswahrnehmung von Mausen zu beeinflussen (Nagashima und Touhara,
2010). Es stellt sich daher die Frage, in welchem Mafe die Testsubstanzen durch Enzy-
me im Speichel umgewandelt werden. Walle u. a. (2005) beschrieben die Spaltung der
glykosidischen Bindung zwischen Zuckerrest und Flavonoid-Aglykon im Mund durch
orale Bakterien und Enzyme in den Epithelzellen. Die in der vorliegenden Arbeit ge-
nutzten Flavonoide liegen jedoch bereits als Aglykon vor. Betrachtet man den Me-

tabolismus von Hesperitin und Eriodictyol anhand der Metabolite im Blut oder im

134



4 Diskussion

Urin, so zeigen sich kaum Unterschiede im Stoffwechsel dieser Substanzen. Von bei-
den Stoffen wurden nach oraler Einnahme Gluko- und Sulfokonjugate im humanen
Blut nachgewiesen (Miyake u.a., 2006). In Ratten wurde nach Gabe von Hesperitin,
als Hauptprodukt 3-Hydroxyphenylpropionsdure im Urin nachgewiesen sowie geringe-
re Mengen an 3-Hydroxyzimtsédure, Hesperitinkonjugaten und nicht metabolisiertem
Hesperitin (Booth u. a., 1958). Nach Gabe von Eriodictyol wurde ebenfalls vorwiegend
3-Hydroxyphenylpropionséure sowie geringere Mengen an Hydroxyzimtsaure, Glukoro-
nidkonjugaten und nicht metabolisiertem Eriodictyol im Urin der Ratten nachgewiesen,
zusétzlich konnte auch Homoeriodictyol nachgewiesen werden. Wahrend beim Hespe-
ritin vermutlich zuerst eine Demethylierung oder Demethoxylierung an der 4’-Position
stattfindet, gefolgt von einer Dehydroxylierung, ist bei Eriodictyol an dieser Position
lediglich die Dehydroxylierung zur 3-Hydroxyphenylpropionsaure nétig (Booth u. a.,
1958). Auch wenn beim Metabolismus von Eriodicytol und Hesperitin teilweise unter-
schiedliche Enzyme beteiligt sind und verschiedene Zwischenprodukte nicht ausgeschlos-
sen werden konnen, weisen die gleichen Endprodukte dennoch auf einen vergleichbaren
Stoffwechsel hin. Daher scheint eine selektive Umwandlung von Eriodictyol durch Spei-
chelenzyme und Mundflora in eine nicht siiffe Substanz eher unwahrscheinlich.

Auch Benzaldehyde wie Vanillin und Isovanillin zeigen weitgehend die gleichen Abbau-
wege. So fanden sich neben Gluko- und Sulfokonjugaten von Vanillin und Isovanillin
auch deren Séuren sowie Catechol im Urin von Ratten (Strand und Scheline, 1975).
Die Autoren fanden zumeist identische Ausscheidungsprodukte nach oraler und intra-
peritonealer Gabe von Vanillin und Isovanillin, jedoch waren einige Metabolite nach
intraperitonealer Gabe nicht oder nur noch in geringen Mengen nachweisbar (Strand
und Scheline, 1975). Auch wenn von Strand und Scheline (1975) nicht weiter diskutiert,
ist dies ein Hinweis auf eine beginnende Metabolisierung im Mund. Dafiir verantwort-
lich kénnte die Aldehyddehydrogense ALDH3A1 sein, welche von Sreerama u. a. (1995)
im Speichel identifiziert wurde. Sie ist in der Lage, Aldehyde wie Benzaldehyd und
Vanillin zu oxidieren, wobei Benzaldehyd, Anisaldehyd (4-Methoxybenzaldehyd) und
Zimtaldehyd sehr gute Substrate darstellen, wihrend Vanillin als moderates Substrat
gewertet wurde (Giebultowicz u.a., 2009). Die Affinitdt und Umwandlungsgeschwin-
digkeit weiterer, in der vorliegenden Arbeit verwendeten Benzaldehyde, ist leider nicht
untersucht. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die nicht siifs schmecken-
den Benzaldehyde: Vanillin, Ethylvanillin und HMB zur nicht oder weniger aktiven
Saure oxidiert werden, wahrend dies fiir das siiff schmeckende 4-Ethoxybenzaldehyd
nicht der Fall ist.

Neben der enzymatischen Umwandlung kénnten die Flavonoide und Benzaldehyde auch

mit Proteinen der Mundschleimhaut aggregieren, wodurch sich deren freie Konzentra-
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tion verringert und dadurch zu gering ist, um einen siifen Geschmack hervor zu rufen.
Eine solche Interaktion beschrieben Intelmann u. a. (2009) fiir Humolone, wodurch die-
se erst bei deutlich héheren Konzentrationen einen bitteren Geschmack in sensorischen
Untersuchungen hervorriefen als notwendig ist, um die entsprechenden Bitterrezeptoren
im heterologen Expressionssystem zu aktivieren. Auch wenn bisher keine Daten zur tat-
séchlichen Bindung der Testsubstanzen dieser Arbeit an Proteine im Speichel vorliegen,
weisen die Untersuchungen mit anderen phenolischen Substanzen auf diese Moglichkeit
hin. Fiir Hesperitin konnte eine Bindung an Proteine wie dem Serumalbumin von Rin-
dern (Hegde u.a., 2011) oder dem Haemoglobin gezeigt werden (Chakraborty u.a.,
2012). Eine Bindung von Polyphenolen an prolinreiche oder histidinreiche Proteine ist
ebenfalls beschrieben und wird als Ursache fiir den adstringierenden Geschmack ver-
schiedener Polyphenole diskutiert (Jobstl u. a., 2004; Wroblewski u. a., 2001), wie auch
die Bindung von Polyphenolen an Epithelzellen (Kamonpatana u. a., 2012; Payne u. a.,
2009). Auch fiir Eriodicytol oder DHMF wurde ein adstringierender bzw. phenolischer
Beigeschmack in den sensorischen Untersuchungen (Symrise AG, Holzminden) berich-
tet, was auf eine Bindung an Proteine im Speichel hindeutet. Vanillin, welches ebenfalls
phenolisch, ist in der Lage an Proteine zu binden, wie gezeigt fiir fLactoglobulin (Li-
bardi u.a., 2011), bovines Serumalbumin oder Ovalbumin (Mikheeva u. a., 1998).

Eine solche Interaktion der Testsubstanzen mit der Mundschleimhaut konnte weiterhin
erklaren, warum die beobachteten sensorischen Schwellwerte der Testsubstanzen héher
sind als deren Schwellwerte im zellbasierten Testsystem (vergleiche Abbildung 3.3). Fiir
bekannte Zucker und Siifistoffe wie Saccharose, Cyclamat, Aspartam und Saccharin war
der Unterschied zwischen der Erkennungsschwelle in sensorischen Untersuchungen und
dem HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Galbi3-basiertem Zellsystem weniger drastisch. Fiir
diese Substanzen wies das zelluldre Testsystem zumeist einen 3-fach bis maximal 10-
fach geringeren Schwellwert auf als in sensorischen Untersuchungen gefunden wurde
(siche Tabelle 4.2). Dies entspricht auch den Abweichungen anderer Testsysteme zu

sensorischen Untersuchungen (siche Abschnitt 1.5).

Auf Grund dieser Schwellenwertunterschiede fiir die Testsubstanzen kann insbesondere
fiir die Benzaldehyde nicht ausgeschlossen werden, dass diese bei hoheren Konzentra-
tionen einen siifsen Geschmack aufweisen. Ein Test bei hoheren Konzentrationen war
jedoch zu meist auf Grund der starken Nebengeschmécker nicht moglich. Des Weiteren
zeigte HMB bei Konzentrationen iiber 1 mM negative Auswirkungen auf die Zellvita-
litdt, sodass auch toxikologische Aspekte beim sensorischen Test berticksichtigt wer-
den miissen. Wahrend eine gezielte enzymatische Umwandlung der einzelnen Testsub-
stanzen in nicht siife Produkte eher unwahrscheinlich erscheint, ist eine Interaktion

aller Testsubstanzen mit der oralen Mukosa vermutlich die Ursache fiir die Unterschie-
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Tab. 4.2: Vergleich der sensorischen Erkennungsschwelle bekannter Siifstoffe mit dem Schwell- und
EC50-Wert in HEK293 TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen

Sensorik HEK?293-basiertes Expressionssystem
Substanz | Erkennungsschwelle | Schwellenwert EC50
Saccharose 10 mM 3mM 11mM
Sucralose 10 pM 3pM 26 tM
Saccharin 27 M 10 pM 60 pM
Aspartam 50 pM 30 M 190 pM
Cyclamat 200 pM 100 pM 650 nM

Sensorische Erkennungsschwelle bestimmt von Symrise AG, Holzminden. Schwellen-
und EC50-Werte im zellbasierten Testsystem mit HEK293 TAS1R2 TAS1R3To
Gal5i3-Zelllinie bestimmt.

de in den Schwellwerten zwischen Sensorik und in wvitro Testsystem. Ob dies auch die
Ursache fiir die Diskrepanz zwischen in wvivo Siifsgeschmack und in vitro Testsystem

verursacht ist nicht klar.

Gegen die orale Mukosa als (alleinige) Ursache fiir die Diskrepanz zwischen Siifige-
schmack in vivo und Siifrezeptoraktivierung in wvitro spricht jedoch das Aktivierungs-
muster der Testsubstanzen in HEK293PEAKrapid Ga15-Zellen, welches dem beobach-
teten Siifsgeschmack der Testsubstanzen entspricht. Dieses stiitzt die Vermutung, dass
intrazelluldre Faktoren die Diskrepanz verursachen. Die molekularen Grundlagen fiir
diesen Unterschied konnten bisher nicht eindeutig identifiziert werden. Daher sollen im
Folgenden weitere mogliche Ursachen diskutiert werden.

Neben den bereits untersuchten akzessorischen Proteinen, welche die Ligandenspezifitat
oder Signalweiterleitung beeinflussen konnen, ist offen inwieweit sich die Signalabschal-
tung in den verwendenten Zelllinien bzw. zwischen den Zelllinien und den Geschmacks-
rezeptorzellen unterscheidet und ob diese fiir die beobachtete Diskrepanz verantwortlich
sein konnte. Es ist vorstellbar, dass eine erhchte Signalabschaltung z.B durch Rezeptor-
kinasen oder GTPasen die Sensitivitéit eines Systems verdndert. So waren bei Koexpres-
sion des muskarinergen Rezeptors (M3) mit den RGS-Proteinen Rgs2,3,5,16 in COS-7
Zellen hohere Konzentrationen des Agonisten Carbachol zur Aktivierung nétig und die
maximale IP3-Menge war geringer (Anger u.a., 2004). Ein Mitglied der Rgs-Familie,
Rgs21, konnte durch von Buchholtz u. a. (2004) immunhistochemisch in Tas1r2/Taslr3-
und Tas2r-positiven Zellen sowie Gagustducin- und PlcS2-positiven Zellen von Ratten

nachgewiesen werden. Die Autoren zeigten weiterhin eine Interaktion des Rgs21 mit ver-
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schiedenen Ga-Untereinheiten, darunter auch Gagustducin im in vitro-Bindungsassay
(von Buchholtz u. a., 2004). Eine Studie mit humanen Bronchienepithel-Zellen (HBE16-
Zellen) gibt Hinweise auf eine Beteiligung des RGS21 an der Signaltransduktion von
Bitterstoffen, indem dessen Koexpression die Signalamplituden in Calcium-Imaging
Untersuchungen vermindert (Cohen u.a., 2012). Somit ist RGS21 ein Kandidat, der
in vivo durch erhohte GTPase-Aktivitdt hohere Agonistenkonzentrationen bewirken
konnte und dadurch vielleicht die beobachtete Diskrepanz zwischen n vivo und n vi-
tro sowie zwischen den Zelllinien verursachen konnte. Neben der reinen Funktion als
GTPase spekulieren Siderovski u. a. (1999) tiber zusétzliche Funktion der RGS-Proteine
als ,Scaffold (Geriist-) Proteine, welche an der Organisation der Signaltransduktions-
komponenten beteiligt sind. Anger u. a. (2004) beobachteten, dass einige RGS-Proteine
in der Lage sind auch unabhéngig von ihrer GTPase-Aktivitdt den Gag-abhéngigen
Anstieg der IPs-Konzentration zu hemmen. Weitere Untersuchungen sind notig, um
den moglichen Einfluss der RGS-Proteine, insbesondere des RGS21, auf die Aktivie-
rung des Siifsrezeptors zu untersuchen.

Weitere Proteine, die mit der Feinabstimmung der Signalweiterleitung von Geschmacks-
rezeptoren im Zusammenhang stehen sind die Proteine Mpdz (multiple PDZ domain
protein), Gopc (Golgi-associated PDZ and coiled-coiled motif containing protein) und
das Tight Junction Protein ZO-1 (Zona occludens 1, auch als Tjpl (engl. tight junc-
tion protein 1) bezeichnet) (Liu u.a., 2012). PDZ ist ein Akronym fiir PSD-95, Dlg
und ZO-1, die drei Proteine bei denen die PDZ-Sequenz urspriinglich entdeckt wurde.
PDZ-Domaénen unterstiitzen die Interaktion zwischen Proteinen und sind somit an der
Bildung von Proteinkomplexen beteiligt (Wang u. a., 2005). Diese Proteine konnten im
Geschmacksgewebe von Méausen immunologisch nachgewiesen werden und zeigten eine
partielle Kolokalisation mit G~vy13. Weiterhin beobachteten die Autoren eine Interakti-
on von Gvy13 mit den PDZ-Doménen von MPDZ, GOPC und ZO-1 im Hefe-2-Hydrid
System (Liu u. a., 2012). Die funktionellen Auswirkungen dieser Interaktion auf die Ge-
schmackswahrnehmung, insbesondere den Siifgeschmack, ist bisher nicht untersucht
und kommt somit ebenfalls als eine mogliche Ursache fiir die beobachtete Diskrepanz,
zwischen Siifirezeptoraktivierung im heterologen Expressionssystem und Siifsgeschmack

in vivo, in Frage.
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4.4 Interaktion von Balansin A mit dem humanen

Siifirezeptor

Seit vielen Jahren sind Siifistoffe in Lebensmitteln zugelassen und ermoglichen somit
den Verzehr kalorienreduzierter siifer Lebensmittel. Dennoch stehen der Akzeptanz
dieser Lebensmittel durch den Verbraucher Vorbehalte gegen kiinstliche Zusatzstof-
fe im Wege sowie geschmackliche Verdnderungen der Lebensmittel durch die Zugabe
von Siifstoffen. Denn auch heute besitzen noch viele Siifsstoffe einen bitteren Beige-
schmack oder eine langanhaltende Siife (Schiffman und Gatlin, 1993), die zumeist als
unangenehm empfunden wird. Als alternativer neuer Siifistoff natiirlichen Ursprungs
wurden daher fraktionierte Wasser/Ethanol-Extrakte der vietnamesischen Pflanze My-
cetia balansae untersucht. Bei drei der zwolf untersuchten Fraktionen konnte mittels
Calcium-Imaging eine spezifische Aktivierung des Siifrezeptors in HEK293 TAS1R2
TAS1R3To Galbid-Zellen beobachtet werden. Fiir diese Analysen mussten die Frak-
tionen verdiinnt werden, da die in der Sensorik genutzten Konzentrationen zu deut-
lichen Signalen in Kontrollzellen, ohne funktionellen Siifsrezeptor fithrten. Es wurde
jeweils die hochst mogliche Konzentration ohne Fluoreszenzsignale in den Kontrollzel-
len genutzt. Die Fraktionen F9 und F10 fiihrten bereits bei einer 1000-fachen bzw.
500-fachen Verdiinnung im Vergleich zu den sensorischen Untersuchungen zur spezifi-
schen Siifsrezeptoraktivierung. Ob diese Konzentrationen noch einen Siiffgeschmack bei
Probanden auslost, wurde nicht untersucht. Die Siifrezeptor-aktivierende Fraktion F2
zeigte in den sensorischen Untersuchungen keinen Siiffgeschmack. Fiir die Untersuchun-
gen des heterolog exprimierten Siifrezeptors wurde diese Fraktion 10-fach verdiinnt im
Vergleich zum sensorischen Geschmackstest eingesetzt. Damit war sie deutlich weniger
stark verdiinnt fiir die Analysen im zellbasierten Testsystem, als die Fraktionen F9 und
F10. Dass in diesem Zellsystem zum Teil geringere Schwellwerte zur Rezeptoraktivie-
rung fithren als in sensorischen Test, ist jedoch bereits bekannt, wobei das Ausmafs der
Unterschiede zwischen den Substanzen variiert (vergleiche Tabelle 4.2, und Abbildung
3.3 A und B). Aus den Fraktionen F9 und F10 wurden die Hauptkomponenten durch
Symrise AG, Holzminden isoliert und Balansin A, B und C genannt. Es konnte gezeigt

werden, dass diese das siiffe Prinzip von Mycetia balansae darstellen.

Zur weiteren Charakterisierung dieser neuen Siifsstoffe, wurde deren Interaktionsstelle
am humanen Siifrezeptor untersucht. Solche Struktur-Funktionsuntersuchungen bilden
die Grundlage um Siifistoffe gegebenenfalls spéter gezielt zu modifizieren und ihre sii-
flen Eigenschaften zu verbessern. Zur Identifizierung der Interaktionsstelle der Balan-

sine am menschlichen Siifirezeptor wurden sowohl ein computergestiitztes Modell der
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amino-terminalen Doméne der TAS1R2-Untereinheit genutzt, sowie Rezeptorchiméren
aus humanem Siifsrezeptor und Calcium-sensing Rezeptor.

Im ersten Schritt der Modellentwicklung (Silke Pienkny, Susanne Aust, IPB, Hal-
le/Saale) wurde sich auf die amino-terminale Doméne der humanen TAS1R2-Unter-
einheit beschrinkt, da diese in ihrer orthosterischen Bindungsstelle Aminosduren ent-
hélt, die fir die Siifsrezeptoraktivierung durch das strukturverwandte Steviosid von
Bedeutung sind (Zhang u.a., 2010). Das Modell der amino-terminalen Domé&ne der
TAS1R2 basiert auf der amino-terminalen Doméne des metabotropen Glutamatrezep-
tors 5 (GRM5) im Glutamat-gebundenen Zustand. Es wurde vom IPB Halle/Saale
(Silke Pienkny, Susanne Aust) unter Einbeziehung bisher beschriebener Interaktions-
stellen anderer Siifstoffe in der amino-terminalen Doméne der TAS1R2-Untereinheit
entwickelt. Da Steviosid als glykosyliertes Diterpen und Balansin A mit einem glyko-
sylierten Sterangrundgeriist eine #hnliche Gréfe und Ahnlichkeiten im Aufbau aufwei-
sen, wurden eine gemeinsame Interaktionsstelle mit dem Siifsrezeptor vermutet. Fiir
andere Siikstoffe konnte bereits gezeigt werden, dass diese bei struktureller Ahnlich-
keit mit den gleichen Regionen des Siifrezeptors interagieren, wie zum Beispiel die
Sulfonamyl-Stifstoffe Saccharin und Acesulfam K (Masuda u.a., 2012), die Dipeptid-
Derivate Aspartam (Aspartyl-phenylalanin-methylester) und Alitam (Aspartyl-alanyl-
tetramethylthiethanyl-amid) (Winnig, 2006; Winnig u. a., 2005; Xu u. a., 2004), sowie
das das Aspartam-Derivat Neotam (Dimethylbutyl-aspartyl-phenylalanin-methylester)
(Assadi-Porter u.a., 2010a; Xu u.a., 2004). Dass strukturell verwandte Substanzen
nicht immer mit der gleichen Region des Siifsrezeptors interagieren, zeigen die Siifs-
stoffe Neohesperidin-Dihydrochalkon (NHDC) und Naringin-Dihydrochalkon (NADC).
Waihrend gezeigt wurde, dass Aminosdureaustausche in der Transmembranregion der
humanen TAS1R3-Untereinheit zum selektiven Verlust der Siifsrezeptorsensitivitit ge-
gentiber NHDC fithren (Winnig u. a., 2007), scheint die Transmembranregion der hu-
manen TASIR2-Untereinheit fiir die Detektion von NADC essentiell zu sein (Winnig,
2006; Klasen, 2011).

Daraus lésst sich ableiten, dass die Erkennung strukturell verwandter Stoffe zwar héu-
fig iiber dhnliche Bereiche des Siifirezeptors erfolgt, dies aber nicht immer der Fall ist.
Wie der Vergleich von NHDC und NADC zeigt, konnen bereits kleine Unterschiede
in der Molekiilstruktur zu Unterschieden in der Interaktionsstelle mit den humanen
Stifsrezeptor fiihren. Die strukturellen Unterschiede zwischen Steviosid und Balansin A
sind deutlich grofer als die zwischen NHDC und NADC, womit eine Interaktion mit

unterschiedlichen Rezeptorbereichen nicht unwahrscheinlich ist.

In dem vom IPB Halle/Saale entwickelten Modell der humanen TAS1R2 amino-termi-

nalen Doméne, wurden polare Taschen im aktiven Zentrum postuliert, welche fiir die
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Rezeptorinteraktion mit Zuckerresten von Bedeutung sind. Sowie unpolare Reste, wel-
che mit dem Steviol- bzw. Sterangeriist in Wechselwirkung treten und so die Bindung
stabilisieren. Aus diesem Modell heraus wurden die Aminosdurepositionen 167, Y282
und V309 vorgeschlagen, deren Austausch zu einer polaren Aminosaure, dem Serin, die
Interaktion mit dem Steran- bzw. Steviolgeriist beeintrachtigen sollte. Dies wiirde zu
einer Verschlechterung der Rezeptorinteraktion und damit -aktivierung durch Steviosid
und Balansin A fithren. Mittels heterologer Expression der punktmutierten humanen
TAS1R2-Untereinheit zusammen mit der humanen Wildtyp TAS1R3-Untereinheit wur-
den die Auswirkungen der Aminosdureaustausche im Calcium-Imaging analysiert. Ne-
ben Steviosid und Balansin A, bei denen eine Beeintrachtigung der Rezeptoraktivierung
vermutet wurde, wurde Cyclamat als Kontrollligand gewéhlt, da dessen Interaktion mit
der Transmembranregion der TAS1R3-Untereinheit beschrieben ist (Jiang u. a., 2005a).
Die Aminosaureaustausche sollten folglich keinen Einfluss auf die Rezeptoraktivierbar-
keit durch Cyclamat haben.

Uberraschender Weise fiihrte der Austausch des Isoleucin an Position 67 zu Serin zu
einer leicht verbesserten Rezeptorreaktion gegeniiber Balansin A (vergleiche Abbildung
3.30). Da Serin kleiner als Isoleucin ist, kénnte dies ein sterischer Effekt sein oder ein
Hinweis auf eine Interaktion von Balansin A mit dieser Aminoséure, jedoch nicht in der
vom Modell postulierten Art und Weise. Diese Aminosaureposition ist Teil der orthoste-
rischen Bindungstasche (Silve u. a., 2005). Liu u.a. (2011) fanden beim Austausch des
Isoleucin an Position 67 zu Serin eine leicht verminderte Reaktion gegeniiber Neotam,
jedoch keinen Einfluss auf die Stifrezeptorantwort durch Aspartam und Sucralose. In
dem computerbasierten Modell von Zhang u.a. (2010) gehort die Aminoséure 167 zu
den so genannten ,pincer residues* (engl. ,Zangen-/ Greiferreste”) der oberen Klappe
des Venusfliegenfallen-Motivs. Diese ,pincer residues® sind demnach sich zugewandte
Aminosduren auf beiden Klappen des Venusfliegenfallen-Motivs, welche miteinander
wechselwirken und dadurch die geschlossene und damit aktive Rezeptorkonformation
stabilisieren (Zhang u. a., 2010). Eigene Ergebnisse stiitzen diese Hypothese nicht, da
die Verdnderung dieser Aminoséure zum polareren Serin die Reaktion des heterolog
exprimierten Siiftrezeptors auf Steviosid nicht signifikant verédndert und gegeniiber Bal-
ansin A sogar leicht verbessert. Dies weist auf einen geringen Einfluss dieser Aminoséu-
re in der Stabilisierung der aktiven Konformation, nach Interaktion mit Steviosid und

Balansin A, hin.

Die Aminosaureaustausche an den Positionen Y282 und V309 zu Serin fiihrten zu ver-
minderten Signalen im Calcium-Imaging gegeniiber allen getesteten Liganden bei Ver-
wendung der Schwellwertkonzentrationen der Agonisten (siehe Abbildung 3.30). Hin-

gegen waren die Effekte bei Gabe von Sattigungskonzentrationen weniger stark. Eine
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verminderte Expression konnte als Ursache fiir die Verdnderung der Signalstiarke aus-
geschlossen werden (siehe Abbildung 3.31 und Tabelle 3.1). Die Aminosdurepositionen
Y282 und V309 gehoren nicht zu der von Silve u.a. (2005) postulierten orthosteri-
schen Bindungsstelle im TAS1R2 und sind daher bisher kaum untersucht. Masuda u. a.
(2012) beobachteten beim Austausch des Tyrosins an Position 282 zu Alanin (Y282A)
eine leicht verminderte Reaktion auf die Applikation der untersuchten Siikstoffe (As-
partam, D-Tryptophan, Saccharin, Acesulfam K, Sucralose, Cyclamat), was in Uberein-
stimmung mit der hier beobachteten generellen Verschlechterung der Siifsrezeptorsigna-
le fiir diese Position ist. Uber die Ursachen dieser verminderten Rezeptorfunktionalitéit
kann hier nur spekuliert werden. Vielleicht spielen die Aminoséduren Y282 und V309
eine bisher unbeachtete Rolle in der Stabilisierung der aktiven Konformation oder sind
wichtig fiir die Ubertragung der Konformationsinderung iiber die cysteinreiche Domié-
ne zur Transmembranregion.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse des Aminosaureaustausches
an Position 167 die Hypothese einer Interaktion von Balansin A in der amino-terminalen
Doméne des TAS1R2 unterstiitzen, wahrend die Aminosdureaustausche an den Positi-
on Y282 und V309 auf eine generelle Verschlechterung der Siiffrezeptoraktivierbarkeit
hinweisen. Das den Mutationen zugrunde liegende Modell wird durch die Experimente

jedoch nicht gestiitzt.

Um die Interaktion von Balansin A mit der amino-terminalen Doméne des humanen
TAS1R2 weiter zu bestétigen und die Existenz alternativer Interaktionsstellen zu un-
tersuchen, wurde die Reaktion heterolog exprimierter chimérer Rezeptoren auf die Ap-
plikation von Balansin A, Steviosid und weiterer Kontrollsubstanzen iiberpriift. Dazu
wurden Chiméren des humanen Calcium-sensing Rezeptors und des Siifsrezeptors gene-
riert.

Chiméren, deren amino-terminale Doméne Siifsrezeptorsequenz tragen (TASIR N/Ca-
SR_CTM und TASIR NC/CaSR_TM), sind nicht aktivierbar durch Siifstoffe wie
Steviosid, Aspartam und Sucralose (siche Abbildung 3.34), deren Interaktion mit der
amino-terminalen Doméne des Stifrezeptors beschrieben ist (Zhang u.a., 2010; Xu
u. a., 2004; Nie u.a., 2005). Eine verminderte Expression konnte als Ursache fiir die
fehlende Reaktion der Rezeptor-exprimierenden Zellen ausgeschlossen werden (siehe
Abbildung 3.37 und Tabelle 3.2). Dies weist darauf hin, dass diese Chiméren nicht
funktionell sind. Daher kann keine Aussage liber die Bindung von Balansin A in diesem
Rezeptorbereich getroffen werden. Es ist zu vermuten, dass die Bildung der Chiméren
weitreichende Veranderungen in der Rezeptorkonformation verursachen, sodass die Bin-
dung der Liganden nicht mehr moglich ist oder die aktive Konformation nicht auf die

Transmembranregion bzw. das G-Protein iibertragen werden kann.
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4 Diskussion

Wahrend der Wildtyp CaSR nicht durch Balansin A, Steviosid oder Cyclamat akti-
vierbar ist, zeigten Chiméren, deren amino-terminale Doméne dem CaSR entspricht,
dass die Anwesenheit der cysteinreichen Doméne und Transmembranregion der Siifs-
rezeptoruntereinheiten fiir die Erkennung von Balansin A und Cyclamat ausreichen,
jedoch nicht fiir die Erkennung von Steviosid. Die Ergebnisse bestétigen, dass die amino-
terminalen Doménen des Siiffrezeptors fiir die Erkennung von Steviosid essentiell sind.
Fiir Balansin A weisen sie jedoch auf eine zusétzliche Interaktionsstelle hin. Auch fiir
einige andere Substanzen wurde bereits gezeigt, dass sie mit mehreren Bereichen des
Siifsrezeptors interagieren. So fanden Nie u.a. (2005) mittels spektroskopischer Metho-
den, dass die natiirlichen Zucker Saccharose und Glukose sowie der Siifistoff Sucralose
mit den amino-terminalen Doméne der murinen Tas1r2- und Taslr3-Untereinheit inter-
agieren, wobei diese unterschiedliche Affinitdten gegeniiber ihren Liganden aufweisen
(Nie u. a., 2005). Auch fiir Saccharin und Acesulfam K wurden zwei Interaktionsstellen
mit unterschiedlichen Affinitdten am Siifirezeptor gefunden. Zum einen eine aktivato-
rische Bindungsstelle in den amino-terminalen Doménen des humanen TAS1R2 (Ma-
suda u. a., 2012), sowie eine inhibitorische Bindungsstelle in der Transmembranregion
der humanen TAS1R3-Untereinheit, welche eine geringere Affinitéat aufweist (Galindo-
Cuspinera u. a., 2006). Folglich ist es moglich, dass auch Balansin A verschiedene Inter-
aktionsstellen am Siifsrezeptor besitzt. Des Weiteren ist nicht ausgeschlossen, dass die
amino-terminale Doméne an der Erkennung von Balansin A {iberhaupt nicht beteiligt
ist, da sowohl Balansin A wie auch Cyclamat bei der Chiméare TASIR _N/CaSR_CTM
Signalamplituden aufweisen, die mit denen des Wildtyp Siifrezeptors vergleichbar sind.
Es ist jedoch zu beachten, dass die Chiméren eine hohere Expressionsrate als der Wild-
typ Siiftrezeptor aufweisen.

Weiterhin weist der Vergleich der Chiméren CaSR,_N/TAS1IR CTM und CaSR_NC/
TAS1R_TM auf eine Bedeutung der cysteinreichen Doméne fiir die Rezeptoraktivie-
rung durch Balansin A hin. Da der zusétzliche Austausch der cysteinreichen Region
gegen die entsprechende Sequenz des CaSR zum Verlust der Aktivierbarkeit durch Ba-
lansin A in der untersuchten Konzentration fithrte, wobei die Fluoreszenzsignale durch
Cyclamatgabe erhalten blieben (siche Abbildung 3.35). Hohere Konzentrationen von
Balansin A fiihren bereits zu unspezifischen Reaktionen in Leervektor-transfizierten
Zellen und kénnen demzufolge nicht evaluiert werden. Muto u. a. (2007) sehen die Be-
deutung der cysteinreichen Doméne bei Glutamatrezeptoren in der Ubertragung der
Konformationsdnderung nach Rezeptoraktivierung von der amino-terminalen Doméne
zur Transmembranregion. Da die cysteinreiche Doméne in den Klasse C GPCRs stark
konserviert ist (mit Ausnahme der GABA-Rezeptoren), kann dieses Modell vermut-

lich auf die anderen Rezeptoren dieser Familie iibertragen werden. Dass der Austausch
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4 Diskussion

verschiedener Aminoséuren in der cysteinreichen Doméne Auswirkung auf die Rezepto-
raktivierung bestimmter Liganden hat, zeigten Jiang u. a. (2004) anhand von Brazzein.
Die Autoren vermuten, dass der Verlust der Sensitivitit gegeniiber Brazzein bei Aus-
tausch einiger Aminoséuren der cysteinreichen Doméne des humanen TAS1R3 gegen
die entsprechende Aminoséaure des Maus Tas1r3 durch einen verminderten Zugang zur
Bindungstasche hervorgerufen wird oder durch Verédnderungen in der Signaliibertra-
gung (Jiang u.a., 2004). Welche Funktion die cysteinreiche Region in der Rezepto-
raktivierung durch Balansin A hat, ist derzeit noch nicht klar. Die Untersuchung von
Rezeptorchiméren, in denen lediglich die cysteinreiche Region ausgetauscht ist, konn-
te weitere Aufschliisse iiber deren Anteil an der Siifrezeptorantwort auf Balansin A

geben.
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5 Zusammenfassung

Zellbasierte heterologe Expressionssysteme bieten ein einfaches und schnelles Verfah-
ren, um neue Siifistoffe oder Siifsverstérker zu finden. Unter Verwendung eines solchen
Testsystems, konnte ich in Zusammenarbeit mit der Symrise AG, Holzminden und
dem Institut fiir Pflanzenbiochemie in Halle/Saale die vietnamesische Pflanze Mycetia
balansae als Quelle eines neuen Siifsstoffs identifizieren. Deren Hauptkomponenten, ge-
nannt Balansine, aktivieren spezifisch den humanen Siifrezeptor. Chiméare Rezeptoren
zeigten, dass die amino-terminalen Doménen der Siifsrezeptoruntereinheiten, welche ein
Grofsteil der Liganden des Siifrezeptors binden, fiir dessen Aktivierung durch Balan-
sin A nicht notwendig sind.

Voraussetzung fiir die Anwendung zellbasierter Testsysteme zum Auffinden neuer Siif-
stoffe ist jedoch, dass siiffe Substanzen gesichert identifiziert werden, wiahrend nicht sii-
e Substanzen zuverlassig keine Rezeptoraktivierung aufweisen. Wéhrend in HEK293
TAS1R2 TAS1R3To Gal5i3-Zellen Siifsrezeptoraktivierung gegentiber nicht siifs schme-
ckenden Substanzen beobachtet wurde, konnte mit den HEK293PEAKrapid Gal5-
Zellen ein zuverlassiges Testsystem identifiziert, welches den Siifigeschmack der unter-
suchten Substanzen widerspiegelte. Es fanden sich keine Hinweise, dass akzessorische
Proteine oder verwandte Rezeptoren des Siifsrezeptors das unterschiedliche Verhalten
der Zellen verursachen. Es konnte gezeigt werden, dass die Verwendung unterschied-
licher G-Proteine die Signalamplituden des Siifsrezeptors beeinflusst, die Unterschiede
zwischen den Zellsystemen jedoch nicht vollstandig erklart. Keine der untersuchten Ga-
Proteinchiméren spiegelte die intrinsische Siifse der Substanzen wider.

Wenn auch nicht urséchlich fiir die Diskrepanz zwischen Siifsrezeptoraktivierung in
vitro und Siifsgeschmack in vivo, so weisen die Ergebnisse dieser Arbeit auf eine Inter-
aktion der Siifsrezeptoruntereinheiten mit dem humanen Calcium-sensing Rezeptor hin.
Vanillin und Ethylvanillin konnten als neue Agonisten des Calcium-sensing Rezeptors
identifiziert werden. Wie die vorliegende Arbeit zeigt, konnen sich kleine Unterschiede
im Zellhintergrund deutlich auf die Funktionsweise heterolog exprimierter Rezeptoren

auswirken. Dies zeigt wie wichtig die Wahl der Zellen fiir solche Screeningsysteme ist.
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