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1 Einleitung
Der Geschmack ist ein komplexer Sinneseindruck, der aus dem Zusammenspiel von Geruchs- 
und Geschmackssinn sowie Tast- und Temperaturinformationen entsteht. Die biologische 
Bedeutung des gustatorischen Eindrucks im engeren Sinne ist die Regulation der 
Nahrungsaufnahme und Beurteilung der Nahrungsmittel (Geo, 2007; Rehner & Daniel, 2002). 
Zum heutigen Zeitpunkt werden fünf Geschmacksqualitäten unterschieden: süß, bitter, sauer, 
salzig und umami (Lindemann, 1996). Zunehmend wird auch der Fettgeschmack als 
eigenständige Geschmacksqualität diskutiert (Cartoni et al., 2010; Mattes, 2009; Gaillard et al., 
2008; Steward et al., 2011). Geschmackseindrücke wie wässrig, metallisch oder alkalisch als 
Geschmacksmodalitäten sind hingegen weiterhin umstritten (Lindemann, 1996). 

Den Geschmacksmodalitäten werden unterschiedliche physiologische Funktionen 
zugeschrieben. Die Wahrnehmung von süß oder umami dient der Detektion von zumeist 
hochkalorischen kohlenhydrat- oder proteinreichen Lebensmitteln. Als süß werden 
verschiedene Zucker, synthetische Süßstoffe oder süßschmeckende Proteine wie Monellin und 
Brazzein wahrgenommen (Nelson et  al., 2001; Jiang et al., 2004; Xu et al., 2004). Umami 
wurde erstmal 1909 von Kikunae Ikeda beschrieben (Nakamura, 2011). Der Begriff bezeichnet 
den Geschmack von Mononatrium-L-Glutamat (MSG). Süß und umami sind mit einer positiven 
Hedonik und der Aktivierung des Belohnungszentrums assoziiert, was einen bevorzugten 
Konsum jener Nahrungsmittel erklärt. Dem Salzgeschmack wird demgegenüber eine 
regulatorische Aufgabe im Mineralstoffhaushalt zugeschrieben, während der Sauergeschmack 
der Wahrnehmung von unreifen und verdorbenen Nahrungsmitteln dient. Die zu Grunde 
liegenden Mechanismen für die Detektion von salzig und sauer sind bis dato nur unzureichend 
geklärt. Lange galt der epitheliale Natriumkanal (ENaC) als wichtigster Vermittler des 
Salzgeschmacks (Stähler et al., 2007). Zwar konnte dessen zentrale Rolle in der Detektion von 
Natrium (Na+) bei Nagetieren bestätigt werden (Chandrashekar et al., 2010), jedoch scheinen 
beim Menschen noch andere Mechanismen relevant zu sein (Schiffman et al., 1983; Ossebaard 
& Smith, 1995). 

Für den Sauergeschmack belegen neuere Daten, dass Zink-sensitive Protonenströme in 
spezifischen Geschmacksknospenzellen für die Empfindung sauer verantwortlich sind. Die 
molekulare Identität des Kanals oder Transporters, der diesen Strom vermittelt, ist derzeitig 
noch ungeklärt (Chang et al., 2010). Darüber hinaus wird vermutet, dass intrazelluläre 
Versauerung zum aversiven Geschmackseindruck beiträgt (DeSimone et al., 2001; Lyall et al., 
2001; Huang et al., 2008; Sturz et al., 2011).

Der Geschmacksmodalität bitter wird die Wahrnehmung von Toxinen zugeschrieben. Eine 
Vielzahl an chemischen Verbindungen unterschiedlichster Struktur, unter anderem 
Aminosäuren, Peptide, Amine, Amide, N-heterozyklische Verbindungen, Ester, Lactone, 
Harnstoffverbindungen, Phenole, Polyphenole, Terpene, Glycoside, Alkaloide, Fettsäuren und 
Metallsalze (Barratt-Fornell et al., 2002; Meyerhof, 2005), vereint die Eigenschaft des 
Bittergeschmacks. Die meisten sind pflanzlichen Ursprungs, wo sie der Abwehr von Herbivoren 
und Pathogenen dienen (Biere et al., 2004). Andere Bitterstoffe werden im Zuge der 
Prozessierung wie Erhitzen oder Fermentierung gebildet oder entstehen beim Altern von 
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Lebensmitteln wie dem Ranzigwerden von Fett durch Oxidation (Belitz & Wieser, 1985). 
Während ein milder Bittergeschmack in Lebensmitteln und Getränken (bspw. Schokolade, 
Kaffee, Tee, Bier; Stein et al., 2003) auch als genussvoll empfunden werden kann, wird ein 
intensiver Bittergeschmack zumeist abgelehnt. Bei Konsum von stark bitteren Substanzen 
kommt es zu aversivem Verhalten und Abwehrreaktionen wie Würgreflexen bis hin zu 
Erbrechen. Die Fähigkeit der Wahrnehmung und Diskriminierung süßer und bitterer 
Nahrungsquellen ist bereits von Geburt an entwickelt (Steiner et al., 2001). Neugeborene 
zeigen daher die gleichen mimischen Lust- und Unlustreaktionen auf Geschmacksstoffe wie 
Erwachsene (gustofazialer Reflex). Erfahrungen und soziale Prägungen führen jedoch im Laufe 
des Lebens zu individuellen Präferenzen und Aversionen gegenüber bestimmten 
Nahrungsmitteln (Stroebele & De Castro, 2004). Weiterhin ist die Sensibilität für die 
Wahrnehmung von Substanzen genetisch beeinflusst und unterliegt individuellen Unterschieden 
(Reed et al., 2006; Kim et al., 2003; Garcia-Bailo et al., 2009). 

1.1 Anatomie des Geschmackssinns
Die Wahrnehmung von Geschmackseindrücken erfolgt über Geschmacksknospen, die in Mund- 
und Rachenraum angeordnet sind. Diese sind primär im Zungenepithel lokalisiert und in drei 
Geschmackspapillenarten – den Wall-, Blätter-, und Pilzpapillen – angesiedelt. Die Wallpapillen 
(Papillae vallatae) sind im hinteren Zungenabschnitt an der Grenze zum Zungengrund 
angeordnet und variieren in ihrer Anzahl beim Menschen zwischen vier und 18 Papillen (Witt 
et  al., 2003). Die Maus hingegen weist nur eine einzelne, zentral gelegene Wallpapille auf. 
Folglich variieren die Geschmacksknospen der Wallpapille(n) je nach Spezies zwischen 
mehreren hundert bis tausend (Jung et al., 2004; Hoon et al., 1999). Die Blätterpapillen 
(Papillae foliatae), die in den hinteren zwei Dritteln der Zunge zu beiden Seiten angeordnet 
sind, setzen sich aus zwei bis neun Papillen zusammen. Diese können beim Menschen 
mehrere hundert und bei der Maus mehrere Dutzend Geschmacksknopsen beherbergen (Hoon 
et al., 1999). Pilzpapillen (Papillae fungiformes) stellen die zahlenmäßig größte Papillengruppe 
dar und erstrecken sich hinsichtlich ihrer Lokalisation vorrangig über die vorderen zwei Drittel 
der Zunge. In Abhängigkeit der Lokalisation wurden für den Mensch durchschnittlich 2,6 bis 3,4 
Geschmacksknospen pro Pilzpapille beobachtet (Miller, 1995). In Nagetieren besteht die 
Pilzpapille zumeist nur aus einer, in sehr seltenen Fällen aus zwei Geschmacksknospen (Krimm 
& Hill, 1998; Beidler & Smallman, 1965; Hoon et al., 1999). Darüber hinaus befinden sich 
unzählige Fadenpapillen (Papillae filiformes) auf dem Zungenrücken. Sie enthalten jedoch keine 
Geschmacksknospen, sondern sind wahrscheinlich an der Beurteilung mechanischer und 
taktiler Eigenschaften von Lebensmitteln beteiligt (Jung et al., 2004). Abb. 1.1 zeigt schematisch 
die Lokalisation der Papillenarten in der Mundhöhle.
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Abb. 1.1. Schematische Darstellung der 
G e s c h m a c k s p a p i l l e n d e r M a u s . I m 
Zungenepithel der Maus befinden sich vier Arten 
von Pap i l l en (A -D) , un te r i hnen d re i 
Geschmackspapillen (B-D). (A) Fadenpapillen, 
( B ) B l ä t t e r p a p i l l e n , ( C ) P i l z p a p i l l e n ,                  
(D) Wallpapille. (Bild: Jonas Töle)

Weiterhin konnten Geschmacksknospen im weichen Gaumen (Palatum) , im 
Geschmacksstreifen, in den Schleimhäuten des Kehlkopfes (Larynx), des Rachen-Bereiches 
(Pharynx) und im cranialen Abschnitt der Speiseröhre (Ösophagus) nachgewiesen werden 
(Kaplick, 1953; Lalonde & Eglitis, 1961; Miller & Smith, 1984; Miller & Spangler, 1982). In 
Nagetieren wurde zusätzlich im sogenannten Ductus incisivus (engl. naso-incisior duct; NID) 
über die Existenz von Geschmacksknospen berichtet. Der NID wird aus bilateral gelegenen 
Gängen gebildet, die die Mundhöhle mit der Nasenhöhle verbinden und sich topographisch 
zwischen den Schneidezähnen und dem harten Gaumen in der Mundhöhle befinden (Ohta-
Yamakita et al., 1982; Miller & Smith, 1984; Miller & Spangler, 1982). Die Gänge münden auf 
Seite des Gaumens in die Papilla incisiva. 

Die Auszählung von Geschmacksknospen in Nagern zeigte, dass etwa 25 % der Geschmacks-
knospen in der Zungenspitze, zirka 50 % im posterioren Abschnitt der Zunge sowie etwa 12 % 
der Geschmacksknospen im weichen Gaumen lokalisiert sind (Miller & Smith, 1984).

Geschmacksknospen setzen sich je nach Spezies aus 50 bis 150 Epithelzellen zusammen 
(Lindemann, 1996). Basierend auf morphologischen Kriterien wie Elektronendichte, Form des 
Zellkerns, der Gesamtzelle und der apikalen Strukturen (Mikrovilli) wurden in den 80er Jahren 
vier verschiedene Zelltypen (Typ I bis IV) in den Geschmacksknopsen identifiziert. Den 
elektronenmikroskopischen Beobachtungen konnten im vergangenen Jahrzehnt im Zuge der 
Zelltyp-Charakterisierung histochemische und funktionelle Eigenschaften zugeordnet werden.

Typ-I-Zellen sind der am häufigsten in der Geschmacksknospe vorliegende Zelltyp (50 % bis 
60  %; Kinnamon et al., 1985, 1988; Delay  et al., 1986). Sie zeichnen sich durch ein 
elektronenmikroskopisch dunkles Cytoplasma aus, auf Grund dessen sie auch als „dunkle 
Zellen“ bezeichnet werden (Kinnamon et al., 1985; Delay  et al., 1986; Nelson & Finger, 1993). 
Mit ihren verlängerten cytoplasmatischen Lamellen sind sie in der Lage, sich um benachbarte 
Zellen zu legen (Pumplin et al., 1997), weshalb ihn eine Glia-ähnliche Funktion zugeschrieben 
wird. Typ-I-Zellen exprimieren unter anderem den Glutamat-Aspartat-Transporter (GLAST), was 
Lawton und Kollegen/innen eine Involvierung der Typ-I-Zellen in die Aufnahme von Glutamat 
mutmaßen ließ (Lawton et al., 2000). Weiterhin exprimieren die Zellen NTPDase 2 (nucleoside 
triphosphate diphosphohydrolase 2), eine Plasmamembran-gebundene Nukleotidase, welche 
extrazelluläres ATP hydrolysiert (Bartel et al., 2006). Die Expression von GLAST und 
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NTPDase  2 lässt vermuten, dass Typ-I-Zellen die Ausbreitung von Neurotransmittern durch 
Aufnahme und Abbau dieser unterbinden bzw. zumindest reduzieren. Kürzlich konnte 
Dvoryanchikov  zeigen, dass Typ-I-Zellen den Kaliumkanal ROMK (renal outer medullary 
potassium), welcher möglicherweise in der Kalium-(K+)-Homöostase der Geschmacksknospe 
involviert ist, exprimieren (Dvoryanchikov  et al., 2009). Immunhistochemische Untersuchungen 
legen weiterhin nahe, dass Typ-I-Zellen an der Wahrnehmung von Fettsäuren beteiligt sein 
könnten. 2010 gelang es der Arbeitsgruppe um Ninomiya und Damak eine Kolokalisation des 
G-Protein-Rezeptors 40 (GPR40), für den in vitro und in vivo eine Aktivierung durch mittel- und 
langkettige Fettsäuren gezeigt werden konnte (Briscoe et al., 2003; Cartoni et al., 2010), mit 
einem Typ-I-Zellmarker aufzuzeigen (Cartoni et al., 2010). Ferner weisen Typ-I-Zellen eine 
Amilorid-Sensitivität auf, was eine Beteiligung dieses Zelltyps an der Wahrnehmung des 
Salzgeschmack vermuten lässt (Vandenbeuch et al., 2008).

Die Typ-II-Zellen stellen etwa 25 % der Zellen in der Geschmacksknospe (Delay  et al., 1986). 
Sie sind durch ein weniger elektronendichtes Erscheinungsbild („helle Zellen“) sowie 
morphologisch durch eine längliche Zellform mit großem, rundem Zellkern gekennzeichnet 
(Kinnamon et al., 1985; Delay  et al., 1986). An ihrer apikalen Seite weisen die Zellen zahlreiche, 
gleichlange Mikrovilli auf. In der Zellmembran dieser Mikrovilli befinden sich Rezeptoren, die für 
die Bindung von Geschmacksstoffen der Qualitäten umami, süß oder bitter verantwortlich sind 

(Hoon et al., 1999; Adler et al., 2000; Chandrashekar et al., 2000; Matsunami et al., 2000; 
Miyoshi et al., 2001; Nelson et  al., 2001, 2002; Li et al., 2002). Daher werden sie auch als 
Geschmacksrezeptorzellen bezeichnet. Weiterhin exprimieren die Typ-II-Zellen GPR40 und 
GPR120, die an der Wahrnehmung von Fettsäuren beteiligt sind (Matsumura et al., 2007, 2009; 
Cartoni et al., 2010). Ferner konnte die Expression von Proteinen, die in der Vermittlung der 
Geschmackssignalkaskaden von umami, süß und bitter involviert sind, wie die                         
G-Proteinuntereinheit !-Gustducin (Boughter Jr. et al., 1997), die Phospholipase C"2 (PLC"2; 
Miyoshi et al., 2001; Clapp et al., 2004), den Inositoltrisphosphat-Rezeptor 3 (IP3R3; Clapp 
et al., 2001; Miyoshi et al., 2001) und den Kationenkanal TrpM5 (transient receptor potential 
cation channel subfamily M member 5; Perez et al., 2002; Zhang et al., 2003) gezeigt werden. 
Eine Aktivierung der Typ-II-Zellen durch saure oder salzige Stimuli scheint jedoch nicht zu 
erfolgen (Tomchik et al., 2007; Yoshida et al., 2009). Typ-II-Zellen besitzen dabei weder 
Synapsen noch die entsprechende präsynaptische Maschinerie, die mit Synapsen assoziiert 
sind (Romanov et al., 2007; DeFazio et al., 2006; Clapp et al., 2006). Stattdessen exprimieren 
Typ-II-Zellen zur Generierung und Weiterleitung von Aktionspotentialen spannungsabhängige 
Na+- und K+-Kanäle (Medler et al., 2003) bzw. Pannexin-Hemikanäle, über die die Freisetzung 
des Neurotransmitters ATP erfolgt (Huang et al., 2007; Romanov et al., 2007, Dando & Roper, 
2009; Murata et al., 2010).

Die Typ-III-Zellen, die einen Anteil von 15 % an allen Geschmacksknospenzellen ausmachen 
(Delay et al., 1986), zeichnen sich durch eine langgestreckte, schmale Zellform, einen ovalen 
Zellkern und einen einzelnen, dicken Mikrovillus aus. Die elektronenmikroskopische 
Erscheinung ist weniger elektronendicht als die von Typ-I-Zellen, daher werden sie auch als 
„intermediäre Zellen“ bezeichnet. Typ-III-Zellen exprimieren Proteine, die mit der Bildung von 
Synapsen assoziiert sind, wie das Synaptosom assoziierte Protein 25 (SNAP 25; Yang et al., 
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2000) und Synaptobrevin sowie die aromatische L-Aminosäure-Decarboxylase (L-aromatic acid 
decarboxylase; AADC; DeFazio et  al., 2006), das Zelladhäsionsmolekül NCAM (neural cell 
adhesion molecule; Nelson & Finger, 1993; Takeda et al., 1992) und spannungsabhängige 
Ca2+- (Calcium-), Na+- und K+-Kanäle zur Generierung von Aktionspotentialen (Medler et al., 
2003; Gao et al., 2009; Clapp et al., 2006). Typ-III-Zellen, auch präsynaptische Zellen genannt, 
sind an der Vermittlung der Geschmacksqualität sauer beteiligt (Huang et al., 2006, 2008). Auch 
werden sie in intakten Geschmacksknospen (im Zellverband) zeitlich geringfügig verzögert 
durch Signalmoleküle der Typ-II-Zellen (ATP) stimuliert (Tomchik et al., 2007; Roper, 2009). 
Eine isolierte Typ-III-Zelle unterliegt jedoch keiner Aktivierung durch Stoffe der 
Geschmacksqualitäten umami, süß und bitter.

Typ-IV-Zellen – zumeist kugelige bis eiförmige Zellen – werden als Basalzellen verstanden, die 
sich an der Basis von Geschmacksknospen befinden. Einer der wenigen bekannten Zellmarker 
für diesen, etwa 10 % an der Geschmacksknospe ausmachenden Zelltyp (Delay  et al., 1986), 
ist Sonic hedgehog (Shh; Miura et al., 2001). Lange war nicht hinreichend geklärt, ob Typ-IV-
Zellen undifferenzierte Geschmacksknospenzellen darstellen, aus denen die Zelltypen I bis III 
hervorgehen oder nicht (Delay  et al., 1986; Pumplin et al., 1997). Neueste Untersuchungen 
lassen jedoch vermuten, dass ausgehend von Typ-IV-Zellen eine binäre Differenzierung in 
umami-, Süß- oder Bittergeschmacksrezeptorzellen bzw. Sauer-Zellen (Typ-III-Zellen) erfolgt 
(Matsumoto et al., 2011)

Die Geschmacksknospenzellen formen am apikalen Ende eine Geschmackspore, durch die 
Speichel und gelöste Geschmacksstoffe an die Sinneszellen gelangen. In diese 
Geschmackspore ragen die Mikrovilli der Typ-II-Zellen, welche für die Reizaufnahme 
verantwortliche Geschmacksrezeptoren enthalten. Das Eindringen von Wasser und gelösten 
Geschmacksstoffen in den intrazellulären Raum der Geschmacksknopse wird über sogenannte 
tight junctions verhindert, die die apikalen Regionen der Geschmacksknospenzellen 
miteinander verbinden (Murray, 1993). Der schematische Aufbau einer Geschmacksknospe 
kann der Abb. 1.2 entnommen werden.

Abb. 1.2. Schematische Darstellung einer 
Geschmacksknospe. Eine Geschmacksknospe 
setzt sich aus 50 bis 150 Epithelzellen zusammen, 
die vier verschiedenen Zelltypen zugeordnet 
werden können (Zelltyp I bis IV). Die Epithelzellen 
f o r m e n a u f d e r a p i k a l e n S e i t e d e r 
Geschmacksknospe eine Geschmackspore, in 
denen Rezeptorproteine, die in die Mikrovilli von 
Geschmackssinneszellen eingelassen sind, direkt 
in Verbindung mit Geschmacksstimuli treten 
können. Afferente Nervenfasern, d ie d ie 
Geschmacksknospe innervieren, tragen diese 
Geschmacksinformat ionen zum zentra len 
Nervensystem. (Bild: Jonas Töle)
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In den letzten Jahren wurden zunehmend Geschmacksrezeptoren auch in nicht-gustatorischen 
Geweben wie dem Nasenepithel (Finger et al., 2003; Tizzano et al., 2011; Thomas et al., 1996), 
der glatten Muskulatur der Atemwege (Deshpane et al., 2010), im Gastrointestinaltrakt 
(Bezencon et al., 2007; Wu et al., 2002, 2005; Rozengurt, 2006; Cumming & Overduin, 2007; 
Rozengurt & Sternini, 2007; Dyer et al., 2005), im Pankreas (Nakagawa et al., 2009; Taniguchi, 
2004), in Leber (Taniguchi, 2004), in Niere (Kiuchi et al., 2006), im Thymus (Max et al., 2001), in 
Lymphozyten (Kiuchi et al., 2006) und Hoden (Iwatsuki et al., 2010, Thomas et al., 1996; 
Kitagawa et al., 2001; Kiuchi et al., 2006; Max et al., 2001; Matsunami et al., 2000) 
nachgewiesen. Neueste Publikationen zeigen weiterhin eine Expression von 
Geschmacksrezeptoren im Gehirn (Shin et al., 2010, Singh et al., 2011; Ren et al., 2009).

1.2 Neuronale Kodierung der Geschmacksinformationen
1.2.1 Projektionsgebiete von Geschmacksinformationen
Geschmackssinneszellen sind sekundäre Sinneszellen, dass heißt, sie selber haben keine 
Nervenfortsätze. Sie werden in Abhängigkeit von ihrer Lage auf der Zunge und im Mund-
Rachen-Raum von drei afferenten Hirnnervenfasern (VII, IX, X) innerviert. Der Chorda-tympani-
Zweig des Nervus facialis (VII. Hirnnerv) versorgt die Pilzpapillen und die anterior gelegenen 
Blätterpapillen (Whiteside, 1927). Die Geschmacksknospen des Gaumens inklusive des NIDs 
werden ebenfalls durch einen Ast des VII. Hirnnervs innerviert, dem Nervus petrosus major 
(Miller & Spangler, 1982). Die Zellkörper der Ausläufer des VII. Hirnnervs sind im Ganglion 
geniculatum lokalisiert. Der Nervus glossopharyngeus (IX. Hirnnerv) innerviert die Wall- und den 
größeren Anteil der Blätterpapillen (Whiteside, 1927; Guth, 1957). Die Zellkörper dieses Nervs 
befinden sich im Ganglion petrosum. Die Geschmacksknospen der Epiglottis und des Larynx- 
und Pharynxbereiches werden durch Fasern des Nervus vagus (Nervus laryngeus superior; 
Zweig des X. Hirnnervs; Belecky  & Smith, 1990) innerviert, dessen Zellkörper im Ganglion 
nodosum liegen. Die Verarbeitung der Geschmacksinformation von der Mundhöhle zum Gehirn 
ist in Abb. 1.3 skizziert.
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Abb. 1.3. Schematische Darstellung der 
P r o j e k t i o n s g e b i e t e v o n 
Geschmacksinformationen in der Maus. Die 
Geschmacksknospen der Maus werden durch 
die Äste dreier Nerven (VII, IX, X) innerviert. Der 
VII. Hirnnerv (Nervus facialis) innerviert über 
den Ast der Chorda tympani (CT) und des 
Nervus petrosus major (NPM) die Pilzpapillen 
bzw. die Papilla incisiva und den Gaumen. Die 
Zellkörper dieser Nerven sind im Ganglion 
geniculi (GG) lokalisiert. Die Blätterpapillen und 
die Wallpapille werden von Fasern des IX. 
Hirnnervs (Nervus glossopharyngeus) versorgt, 
dessen Zellkörper im Ganglion petrosum (GP) 
g e l e g e n s i n d . D i e I n n e r v a t i o n d e r 
Geschmacksknospen im Rachen- und 
Kehlkopfbereich erfolgt über den Nervus vagus (X. Hirnnerv). Die Zellkörper dieses Nervs befinden sich 
im Ganglion nodosum (GN). Ausgehend von der Zunge erfolgt die Projektion der Geschmacks-
informationen über die drei Hirnnerven zum Nucleus tractus solitarius (NTS). Von hier werden die 
gustatorischen Informationen im Wesentlichen über den Nucleus parabrachialis (PbN) zum Thalamus 
(Th) und weiter zum gustatorischen Cortex (GC) projiziert. (Bild: Jonas Töle)

Die Hirnnerven leiten die Informationen weiter zum rostralen Bereich des Nucleus tractus 
solitarius (NTS) der Medulla oblongata (Hamilton & Norgren, 1984). Dabei werden die Fasern 
des Nervus facialis am weitesten rostral verschaltet, weiter caudal gefolgt von Fasern des 
Nervus glossopharyngeus. Am weitesten caudal befindet sich das Projektionsgebiet des Nervus 
vagus. Die einzelnen Projektionsgebiete im rostralen NTS zeigen dabei starke Überlappungen 
(Hamilton & Norgren, 1984). Vom NTS wird die Geschmacksinformation beim Menschen auf 
Neurone gustatorischer Kerngebiete höherer Ordnung übertragen und zusammen mit 
Informationen von Schmerz, Temperatur und Berührung in den Relais-Kernen (Nucleus 
ventralis posteromedialis) des ventralen Thalamus eingespeist (Pritchard, 1991). Von hier 
erfolgt die Projektion in den primären gustatorischen Cortex, der im Operculum frontale liegt. 
Ein anderer Teil der Fasern projiziert über absteigende Projektionsbahnen die Information unter 
Umgehung des Thalamus zu Hypothalamus, Amygdala und Stria terminalis. Jene 
Projektionsgebiete sind für emotionale Komponenten der Geschmacksempfindung sowie dem 
Belohnungs- und Suchtverhalten von Bedeutung (Smith & Boughter, 2007). Bei Nagetieren 
erfolgt die Projektion der gustatorischen Information vom NTS über den Nucleus parabrachialis 
(PbN; Norgren, 1978; Travers, 1988) im Pons des Metencephalon. Vom PbN projizieren die 
Neurone hier über den Thalamus in den granulären Inselcortex (Cortex insularis), dem primären 
gustatorischen Cortex bei Nagern (Sewards & Sewards, 2001, Rolls, 1995). Weiterhin erfolgt 
eine aufsteigende Projektion zum Hypothalamus, zur Amygdala und zu Neuronen des Nucleus 
interstitialis striae terminalis (Norgren, 1974, 1976, 1978), ebenso wie eine Weiterleitung zum 
sekundären gustatorischen Cortex (caudo-lateraler orbitofrontaler Cortex; Rolls, 1995, 2004). 
Feedbackmechanismen von Arealen des Tel- und Diencephalon zu gustatorischen Neuronen 
der Medulla oblongata wiederum ermöglichen eine gezielte Steuerung der Nahrungsaufnahme 
(van der Kooy et al., 1984; Allen et al., 1991).
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Ungeachtet der Aufklärung wesentlicher gustatorischer Projektionsgebiete im Gehirn und 
einzelner Kerngebiete bleibt die Frage, wie diese Geschmacksinformationen im Detail 
verarbeitet und vermittelt werden, bisher unbeantwortet.

1.2.2 Kodierung von Geschmacksinformationen
Viele zentrale Neuronen reagieren neben Reizen wie Temperatur und taktilen Stimuli zumeist 
auf mehrere Geschmacksstimuli unterschiedlicher Qualität (broadly tuned) als periphere 
Neuronen (Travers, 1993; Smith & Scott, 2003). Dies ist zum einen der Konvergenz von 
Informationen geschuldet. So erreichen den NTS Aktionspotentiale, die ihren Ursprung in 
verschiedenen gustatorischen Arealen genommen haben und teilweise für unterschiedliche 
Qualitäten kodieren. Folglich ist das Aktivierungsspektrum im NTS größer als das von 
Neuronen, die der Geschmacksrezeptorzelle nachgeschaltet (Ganglienzellen) sind (Travers 
et  al., 1986; Travers & Norgren, 1991). Dennoch vermittelt jedes Neuron vorrangig eine 
Geschmacksqualität am besten (Frank, 1973; Smith & John, 1999). Dabei ist ungeklärt, ob die 
Gesamtheit des Erregungsmusters die Geschmacksinformation kodiert oder ob nur die stärkste 
Antwort eines jeden Nervs für die Vermittlung einer Qualität relevant ist und schwächere 
Nervenantworten als Hintergrundrauschen einzustufen sind (Smith et al., 2000). Dies führte zur 
Formulierung zweier unterschiedlicher Theorien wie Geschmacksinformationen kodiert werden. 
Die across-fiber-pattern-Theorie (oder Neuronenmustertheorie) von Carl Pfaffmann basiert auf 
der Annahme, dass alle Neurone und deren Erregungsmuster zur Kodierung der 
Geschmacksinformationen beitragen, unabhängig davon, ob Neurone aktiviert werden oder 
nicht (Pfaffmann, 1941). Die labeled-line-Theorie (oder Einzelneuronentheorie) geht hingegen 
von der Grundannahme aus, dass Neurone durch nur eine Geschmacksqualität aktiviert werden 
und daher spezifische Neuronenpopulationen für diese bestimmte Qualität zuständig sind. 
Folglich agieren die geschmacksspezifischen Neuronenbahnen entsprechend diesem Modell 
unabhängig voneinander und vermitteln die Geschmacksinformationen über Nervenbahnen an 
die gustatorischen Hirnareale, die nicht durch andere Geschmacksmodalitäten erregt werden 
können (Pfaffmann, 1974). In den letzten Jahrzehnten wurden Belege für beide Theorie 
gefunden.

1.2.2.1 Kodierung von Geschmacksinformationen in der Peripherie
Die Geschmackswahrnehmung beginnt in der Peripherie durch das Wechselspiel von einem 
Geschmacksstoff mit seinem spezifischen Rezeptor. Expressionsstudien in den letzten zehn 
Jahren haben gezeigt, dass separate Zellpopulationen in der Geschmacksknospe für die 
Wahrnehmung von verschiedenen Geschmacksqualitäten verantwortlich sind (Nelson et al., 
2001; Zhang et al., 2003; Zhao et al., 2003; Chandrashekar et al., 2006; Huang et al., 2006; 
Chandrashekar et al., 2010). So gilt es als sicher, dass TAS1- und TAS2-Rezeptoren in 
Geschmacksrezeptorzellen nicht koexprimiert werden. Weiterhin konnte nur in 10 % der Fälle 
eine Expression der Rezeptoren, die an der Vermittlung der Geschmacksmodalitäten umami 
und süß verantwortlich sind, gezeigt werden (Stone et al., 2007). Diese Ergebnisse bestärkten 
die Hypothese, dass jede Geschmackszelle eine Geschmacksqualität vermittelt. Analysen mit 
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gentechnisch veränderten Mäusen unterstützen diese Annahme. So führte die Expression eines 
modifizierten %-Opioid-Rezeptors (RASSL; receptor activated solely by a synthetic ligand) in 
Geschmacksrezeptorzellen, die natürlicherweise Tas1r2-Rezeptoren exprimieren, zu Mäusen, 
die eine konzentrationsabhängige Attraktivität für den synthetischen, geschmacksneutralen      
%-Opioid-Rezeptoragonisten Spiralodin aufzeigten (Zhao et  al., 2003). Umgekehrt führte die 
Gabe von Spiralodin in Mäusen, die den %-Opioid-Rezeptor in einer Bitterrezeptorzelle 
(Tas2r119) exprimierten, zu einem konzentrationsabhängigen, aversiven Verhalten der Maus 
(Mueller et al., 2005). Ein ähnliches Resultat konnte beobachtet werden, als ein humaner 
Bitterrezeptor (TAS2R16) in Tas1r2-Rezeptor exprimierende Zellen der Maus eingebracht 
wurde. Die Mäuse zeigten eine Vorliebe für den Bitterstoff Phenyl-"-D-glucopyranosid, den sie 
von Natur aus nicht schmecken und der Ligand des eingebrachten Bitterrezeptors ist (Mueller 
et al., 2005). Die Tatsache, dass Mäuse eine Präferenz für Opiate oder Bitterstoffe aufzeigen, 
wenn die an der Vermittlung beteiligten Rezeptoren in einer ursprünglich Tas1r2-exprimierenden 
Zellen zu finden sind, spricht für festprogrammierte (hardwired) Geschmacksrezeptorzellen. 
Folglich muss die Stimulation einer Süßrezeptorzelle immer – unabhängig vom auslösenden 
Stimulus – zur Generierung eines Aktivierungsmusters im zentralen Nervensystem führen, 
welches bei einem Süßstimulus erzeugt wird. Diese Experimente wurden zumeist als Indiz für 
die Kodierung von Geschmacksinformationen nach der labeled-line-Theorie verstanden, 
allerdings sagen jene Analysen bei genauerer Betrachtung nichts über die Art der Fortleitung 
der gustatorischen Information aus.

Im Vergleich zu Geschmacksrezeptorzellen, deren Aktivierung auf ein kleines 
Ligandenspektrum beschränkt zu sein scheint, werden präsynaptische Zellen im Zellverband 
einerseits direkt durch saure, als auch durch akt iv ierte, ATP-sekret ierende 
Geschmacksrezeptorzellen stimuliert (Huang et al., 2008, 2009). Folglich besitzen 
präsynaptische Zellen ein wesentlich umfangreicheres Erregungsspektrum als 
Geschmacksrezeptorzellen. Inwieweit dieses für die Kodierung von Geschmacksqualität und     
-intensität von Belang ist, ist jedoch unklar. 

1.2.2.2 Kodierung von Geschmacksinformationen im zentralen Nervensystem 
Ähnlich den präsynaptischen Zellen weisen alle nachgeschalteten Neurone in den 
verschiedenen gustatorischen Arealen des zentralen Nervensystems (NTS, PbN) ein breites 
Aktivierungsspektrum auf. Um das Erregungsmuster verschiedener Neurone vergleichen zu 
können, führten Smith und Travers den breadth of tuning (H-Wert) ein (Smith & Travers, 1979). 
Dieser beschreibt das Erregungsspektrum von Neuronen und kann einen Wert zwischen Null 
und eins annehmen. Ein H-Wert von 0,0 heißt, dass Neurone ausschließlich auf eine 
Geschmacksqualität reagieren. Ein H-Wert von eins würde eine gleichmäßige Aktivierbarkeit 
des Neurons durch fünf Geschmacksqualitäten anzeigen. Grundvoraussetzung für die 
Vergleichbarkeit sind konstante Stimuluskonzentrationen. Erste Vergleiche dieser Art wurden in 
den 70er- und 80er-Jahren am Chorda-tympani-Nerv  sowie Neuronen des NTS und PbN des 
Hamsters durchgeführt (Frank, 1973; Travers & Smith, 1979; Van Buskirk & Smith, 1981). 
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Ein Vergleich der H-Werte zeigte, dass im Mittel der H-Wert von der Peripherie (Chorda-
tympani-Nerv, H = 0,56) zum Hirnstamm (NST, H = 0,66; PbN, H = 0,65) zunahm. So zeigten 
Neurone, die am besten auf Süßstimuli ansprachen (S-Best), eine Zunahme des H-Wertes vom 
Chorda-tympani-Nervs (0,39), über den NTS (0,59) bis hin zum PbN (0,74). Für Neurone, die 
am besten durch Bitterstimuli reagierten (B-Best), konnte hingegen in mehreren Studien kein 
signifikanter Anstieg des H-Wertes vom NTS zum PbN beobachtet werden (Smith et al., 1983; 
Frank et al., 1988; Smith & Scott, 2003; Geran & Travers, 2006, 2009). Auch konnte kein 
weiterer Anstieg des H-Wertes zwischen Medulla oblongata und Cortex festgestellt werden. 
Vielmehr wurde für Neuronen ein engeres Aktivierungsspektrum im Thalamus und Cortex im 
Vergleich zum NTS erfasst (Rolls, 1995; Scott & Giza, 2000). 

Ein weiteres Untersuchungsobjekt im Zuge neurologischer Experimente in den vergangenen 
Jahren war Amilorid – ein Wirkstoff, der den Einstrom von Na+-Ionen über ENaC in die Zelle 
blockiert und den Na+-spezifischen Salzgeschmack bei Nagern und Hamstern inhibiert (Frank 
et al., 1983; Kretz et al., 1999). Nervenableitungen bei Hamstern zeigten, dass Amilorid nicht 
nur die Antworten von Neuronen, die am besten auf Salzstimuli reagierten (N-Best), reduzierte, 
sondern auch die Salzantwort von Neuronen, die am besten auf Süßstimuli reagierten (S-Best), 
stark beeinträchtigte (Boughter Jr. & Smith, 1998; Smith et al., 1996). Im Zuge jener 
Experimente konnte ebenfalls verdeutlicht werden, dass die Salze Kaliumchlorid (KCl) und 
Natriumchlorid (NaCl), die von Hamstern unterschieden werden können (Boughter Jr. et al., 
1999), mit ansteigender Konzentration in immer ähnlichere Aktivierungsmuster der N-Best-
Neuronen münden. Eine Unterscheidung der Salze entsprechend der alleinigen Aktivität der   
N-Best-Neurone scheint folglich nicht möglich. Werden jedoch Neurone, die nicht am besten auf 
Salzstimuli reagieren, in die Betrachtung mit eingeschlossen (insbesondere Neurone, die am 
besten auf Säuren reagieren – H-Best), ist eine Diskriminierung zwischen den Salzen – wie sie 
für Hamster nachgewiesen werden konnte – auf Neuronenebene möglich.

Neben der Kodierung der Geschmacksinformation über spezifische Nervenbahnen und ihrer 
unterschiedlichen Aktivierbarkeit scheint auch das zeitliche Arrangement der Aktivierung zur 
Verschlüsselung der Informationen beizutragen (Di Lorenzo et al., 2009; Hallock & Di Lorenzo, 
2006). So konnten zeitliche Unterschiede in Bezug auf die maximale Feuerrate und variierende 
Konzentrationseffekte auf die Anstiegszeit bei der Stimulation von Ratten mit NaCl, Salzsäure 
(HCl), Chinin oder Saccharose festgemacht werden (Harada et al., 1983). Eine eindeutige, 
präzise Ableitung der Geschmacksqualität ausgehend vom temporalen Muster konnte jedoch 
nicht belegt werden (Nagai & Ueda, 1981). 

Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass ähnliche Geschmacksstoffe in Bezug auf ihre 
Amplitude zu deutlich vergleichbareren, neuronalen Aktivitäten führen als Stoffe 
unterschiedlicher Geschmacksqualität. Dies lässt vermuten, dass die zeitliche Kodierung für die 
Chiffrierung ähnlicher Geschmacksstoffe relevant sein könnte (Roussin et al., 2008). 

Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass gustatorische Informationen über topographische 
Aktivierungsmuster kodiert werden. Einzelne Studien zeigten, dass Stimulationen mit 
Saccharose überwiegend Neurone im mediolateralen NTS aktivierten, während der 
Bitterstimulus Chinin fast ausschließlich Neuronen im medialen NTS stimulierte (DiNardo & 
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Tr a v e r s , 1 9 9 7 ; Tr a v e r s , 2 0 0 2 ; Tr a v e r s e t a l . , 2 0 0 7 ) . D e r E i n s a t z d e r 
Magnetresonanztomographie (MRT) beim Menschen zeigte die Aktivierung unterschiedlicher 
Hirnareale mit teilweisen Überlappungen im primären gustatorischen Cortex für alle 
Geschmacksqualitäten (Schoenfeld et al., 2004). Bitterstimuli schienen dabei in mehr lateral 
gelegene Bereiche des gustatorischen Cortex – mit größerer Distanz von Hirnregionen, die 
durch attraktive Stimuli angesprochen werden – gelegen zu sein. Von einem eindeutigen 
Nachweis für eine chemo-topographische Organisation des primären gustatorischen Cortex 
sprechen Schoenfeld und Mitarbeiter/innen aber nicht, da die extreme Faltung des Cortex, eine 
hohe individuelle Variabilität und die Bewegung der Probanden (Schluckbewegungen) die 
Messgenauigkeit limitierten.

1.2.2.3 Kodierung von geschmacksstoffbegleitenden Informationen
Erschwert werden präzise Aussagen über die Weiterleitung gustatorischer Informationen auch 
durch sogenannte geschmacksstoffassoziierte Stimuli. So beruhen neuronale Aktivierungen 
gustatorischer Neurone nicht ausschließlich auf Geschmacksstimuli (Qualität und Intensität), 
sondern auch auf mechanischen Stimuli, Lösungsmittel (Wasser), Temperatur, Viskosität und 
Osmolarität (Todrank & Bartoshuk, 1991; Accolla et al., 2007; de Araujo et al., 2003; Cruz & 
Green, 2000; Verhagen et al., 2004; Rolls, 2010). Beispielsweise vermittelt ein großer Teil 
gustatorischer Neurone im NTS neben Geschmacksinformationen auch Antworten taktiler 
Rezeptoren (Travers & Norgreen, 1995; Travers, 1993; Breza et al., 2006). Im PbN und 
Thalamus konnte durchschnittlich eine Konvergenz von gustatorischen und mechanischen 
Stimuli von 77 % bzw. 88 % erfasst werden (Travers, 1993). Neben der mechanischen 
Sensitivität zeigen zahlreiche gustatorischen Neurone eine Sensitivität gegenüber Temperatur 
(Ogawa et al., 1988; Lundy  & Contreras, 1999; Yamashita & Sato, 1965; Sato, 1967). Ogawa 
und Mitarbeiter/innen beschrieben bereits 1968 in Ratten und Hamstern eine thermale 
Stimulation des Chorda-tympani-Nervs (Ogawa et al., 1968). Diese Sensitivität für Wärme und 
Kälte konnte weiterhin auch für zentrale gustatorische Neurone im NTS (Ogawa et al., 1988), 
PbN (Travers & Smith, 1984), im Thalamus (Verhagen et al., 2003) und im Cortex (Yamamoto 
et al., 1981) belegt werden. Weiterhin wurde schon früh berichtet, dass die Erwärmung und 
Kühlung kleiner, anteriorer Zungenareale mit Geschmackseindrücken wie süß bzw. salzig oder 
sauer einhergeht (Cruz & Green, 2000). Auch bedingt die Temperatur einer Geschmackslösung 
unterschiedliche Geschmacksintensitäten bei gleich konzentrierten Geschmackslösungen. 
Während 25°C warme Na+- und Ammoniumsalzlösungen signifikant geringe Nervenantworten 
herbeiführen als 35°C warme Salzlösungen (Lundy  & Contreras, 1997), wurden für 
verschiedene Bitterstoffe sowohl Steigerungen als auch Minderungen für Schwellenwerte mit 
zunehmender Temperatur festgestellt (Talavera et al., 2007). Demgegenüber wird die 
Geschmacksmodalität süß stets weniger intensiv  wahrgenommen, wenn die Temperatur 
reduziert wird (Bartoshuk et al., 1982). An TrpM5-Knockout-Tieren konnte demonstriert werden, 
dass die beobachtete Temperatursensitivität für Süßstimuli auf die Wärmeaktivierung des 
Ionenkanals zurückzuführen ist (Talavera et al., 2005). Die Temperatur der Zunge scheint dabei 
im Vergleich zur Temperatur der Geschmackslösung den größeren Einfluss zu haben (Green & 
Frankmann, 1987, 1988). Das Lösungsmittel von Geschmacksstoffen ist zumeist Wasser. 
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Wasser selbst jedoch bewirkt bereits eine Aktivierung von Neuronen im NTS, PbN und Cortex 
(Gilbertson et al., 2006; Rosen et al., 2010; Guest et al., 2007; de Araujo et al., 2003; Stapleton 
et al., 2006), auf Grund dessen einige Wissenschafter Wasser als eigenständige 
Geschmacksmodalität postulieren (Rosen et al., 2010). Für Ratten konnte eine 
Temperaturdiskriminierung zwischen 3°C  und 6°C  gezeigt werden, wobei kaltes Wasser 
gegenüber warmem Wasser bevorzugt wird (Smith et al., 2009). Aber auch Speichel, der selbst 
als geschmacklos eingestuft wird, moduliert den Geschmackseindruck (Spielman, 1990; Frank 
et al., 2008). Wie Frank und Kollegen/innen zeigen konnten, erhöht Speichel die Sensitivität des 
Chorda-tympani-Nervs für Zucker, während die Erregbarkeit durch Bitterstimuli unterdrückt 
wurde (Frank et al., 2008). Die Vielzahl an Daten, die neben den gustatorischen Informationen 
durch Geschmacksstimuli im Mundraum kodiert werden, schafft ein komplexes Gefüge, das die 
Aufklärung der Geschmackskodierung erschwert. 

Ob die Weiterleitung der Geschmacksinformationen über Erregungsmuster aller Neuronen 
(across-fiber-pattern-Theorie) oder über qualitätsspezifische Nervenbahnen (labeled-line-
Theorie) erfolgt und inwieweit eine temporale und/oder chemo-topographische Kodierungen 
eine Rolle spielen, konnte bis heute – trotz intensiver Bemühungen – nicht abschließend 
beantwortet werden. Auch ist eine Mischform der Modelle denkbar.

1.3 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und G-Proteine in visuellen und 
gustatorischen Signalkaskaden
Die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) ist die größte Familie der 
membranständigen Rezeptoren und umfasst beim Menschen mehr als 800 Proteine (Venter 
et al., 2001; Fredriksson et al., 2003; Lefkowitz, 2004, 2007). Zu dieser Rezeptorfamilie gehören 
lichtaktivierbare Rezeptoren im Auge, Geruchsrezeptoren, Geschmacksrezeptoren sowie 
Rezeptoren für verschiedene Hormone und Neurotransmitter (bspw. Strader et al., 1994; 
Sakmar, 1994; Nelson et al., 2001, 2002; Li et al., 2002; Adler et al., 2000; Chandrashekar 
et  al., 2000; Matsunami et al., 2000; Mombaerts, 1999; Buck, 2000). Sie zeichnen sich 
strukturell durch sieben Transmembranhelices mit jeweils drei extra- und intrazellulären 
Schleifen, einen extrazellulären N-Terminus und einen auf der cytosolischen Seite der 
Plasmamembran gelegenen C-Terminus aus (Bockaert & Pin, 1999; Pierce et al., 2002). Allen 
gemein ist weiterhin die direkte Kopplung aktivierter GPCR mit einem G-Protein, welches die 
Aktivierung von Effektorenzymen bewirkt, die an der Biosynthese von intrazellulären second 
messenger-Molekülen beteiligt sind.

1.3.1 Gustatorische Signalkaskade
Die Wahrnehmung von umami, süßen oder bitteren Geschmacksstimuli erfolgt über 
membranständige GPCRs der Klassen I und III (Langerström & Schiöth, 2008), die sich in den 
Mikrovilli der Epithelzellen in der Geschmacksknospe befinden. Auf gustatorischer Ebene gibt 
es im Wesentlichen zwei Familien an GPCRs, die für die Detektion von Geschmacksstoffen 
unterschieden werden: Tas1- und Tas2-Rezeptoren. 
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Drei Gene kodieren für die Membranproteine der Tas1-Rezeptoren, die funktionell als 
Heteromere agieren. Das Dimer aus den Rezeptoruntereinheiten Tas1r1 und Tas1r3 bildet 
einen Rezeptor zur Detektion von L-Aminosäuren, während das Dimer aus Tas1r2 und Tas1r3 
als Sensor für Mono- und Disaccharide sowie künstliche Süßstoffe dient. Tas1-Rezeptoren 
zeichnen sich durch eine lange N-terminale, extrazelluläre Domäne – typisch für GPCR der 
Klasse III – aus, die die sogenannte Venus Flytrap-Struktur formt und für die Bindung 
zahlreicher Geschmacksstoffe verantwortlich ist (Max et al., 2001). Demgegenüber stehen die 
zur Klasse I gehörigen Tas2-Rezeptoren (Floriano et al., 2006), die den Tas1-Rezeptoren 
zumeist zahlenmäßig überlegen sind (Shi & Zhang, 2006). Ihre Anzahl schwankt je nach 
Spezies zwischen drei Rezeptoren beim Huhn und 66 beim Frosch (Dong et al., 2009; Go et al., 
2005; Go, 2006; Shi & Zhang, 2006). Mensch und Maus nehmen mit 36 bzw. 41 Tas2-
Rezeptoren, von denen ~ 25 bzw. ~ 35 Rezeptoren funktional sind, eine Zwischenstellung ein 
(Shi et al., 2003; Behrens & Meyerhof, 2006). Die Verwandtschaft der Bitterrezeptorproteine von 
Mensch und Maus ist der Abb. 1.4 zu entnehmen.

Charakteristisch für die kodierende Region der TAS2R-Gene ist, dass sie nicht durch Introns 
unterbrochen wird und im Durchschnitt bei Säugetieren ~  933 bp umfasst (Go, 2006). Sie 
zeichnen sich durch eine große Strukturdivergenz aus, mit Schwankungen der Aminosäure-
identität zwischen 19,2 % und 89,1 % (Go, 2006). Untersuchungen der Lokalisation der TAS2R-
Gene bei Mensch und Maus zeigten, dass die Verteilung der Rezeptoren in Clustern sehr 
ähnlich zwischen den Spezies ist. 

Die TAS2R-Gene sind hierbei nicht zufällig im Genom verstreut, sondern sind überwiegend in 
Clustern in wenigen Regionen des Genoms angeordnet. Die Tas2R-Gene der Maus sind auf 
Chromosom sechs, zwei und fünfzehn lokalisiert. Während letztere jeweils nur für einen 
Bitterrezeptor kodieren (Tas2r134 bzw. Tas2r119), liegen auf Chromosom sechs die 
verbliebenen Gene und Pseudogene in zwei Subclustern – getrennt durch 700 kb – vor. Beim 
Menschen hingegen verteilen sich die Bitterrezeptorgene auf Chromosom fünf, sieben und 
zwölf. Bei Betrachtung der Lokalisation von TAS2R in beiden Spezies lässt sich erkennen, dass 
das Hauptcluster der Tas2rs der Maus auf Chromosom sechs eine Synthenie zur TAS2R-
reichen Regionen der humanen Chromosomen sieben und zwölf aufweist, während Tas2r119 
auf Chromosom 15 homolog zu TAS2R1 auf Chromosom fünf ist (Shi et al., 2003). Einige 
dieser Rezeptoren stellen die Orthologen dar. Dies lässt den Schluss zu, dass die TAS2R-
Cluster bereits vor ~ 75 Millionen Jahren präsent waren, bevor sich die gemeinsamen Vorfahren 
in Primaten und Nagetiere entwickelten (Conte et al., 2003). Die Tas2rs der Maus unterlagen in 
dieser Zeit drei und die humanen TAS2Rs zwei Erweiterungen in ihrem Genrepertoire 
(Abb. 1.4).
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Abb. 1.4. Strukturverwandtschaft und 
Topologie der TAS2R-Familie des 
Menschen im Vergleich zur Maus. Die 
Aminosäuresequenzen der 25 funktionalen 
menschlichen (schwarz) und 35 murinen 
Bitterrezeptoren (blau) wurden mit Hilfe der 
Software AlignX (Vector NTI) verglichen 
und ihre Verwandtschaft graphisch als 
Dendrogramm dargestellt. Länge und 
Ent fernung der Äste spiegeln d ie 
Sequenzvariabilität der Rezeptoren wieder. 
Rezep to ren , d ie Gegens tand de r 
Untersuchung dieser Arbeit waren, sind 
unterstrichen.

Diese speziesspezifische Variationen 
des Bitterrezeptorrepertoires sind 
möglicherweise aus Duplikationen oder 
C o n v e r s i o n ( U m w a n d l u n g ) 
hervorgegangen, sowie dem Verlust 
von Bitterrezeptorgenen geschuldet 
(birth-and-death evolution; Go et al., 
2006). Die Unterschiede in der 
Rezeptorausstattung werden als 
Anpassung beider Spezies an ihre 
Umwelt, verstanden und spiegeln 
wahrscheinlich evolutionäre Prozesse 
und divergente Selektionsdrücke wider 
(Go, 2006; Wang et al., 2004). Hierbei 
spielen für den Menschen nach 
heutigen Einschätzungen vor allem die 
Nutzung des Feuers und der damit 
einhergehende erhöhte Fleisch- und 
nachlassende Pflanzenverzehr eine 
entscheidende Rolle (Go, 2006; Wang 
et al., 2004).

Von In-vitro-Studien an humanen 
Rezeptoren ist bekannt, dass TAS2Rs individuell durch einzelne oder eine Vielzahl an 
Bitterstoffen aktiviert werden können. Umgekehrt ist ein Bitterstoff in der Lage, mehrere 
Rezeptoren zu aktivieren (Meyerhof et al., 2010). Hinzu kommen genetische Variabilitäten. Die 
variierende Genausstattung sowohl bei den Menschen als auch bei unterschiedlichen 
Mausstämmen bedingt ein unterschiedliches Schmecken. Bekanntestes Beispiel ist der 
TAS2R38, der vorrangig in zwei Sequenzvarianten auftritt, die in drei Aminosäurepositionen 
variieren: Pro49Ala, Ala262Val und Val296Ile. Während die PAV-Rezeptorvariante sehr 
empfindlich auf Bitterstoffe wie Phenylthiocarbamid (PTC) und 6-Propyl-2-thiouracil (PROP) 
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reagiert, zeigt die AVI-Variante des Rezeptors keine Aktivierung (Kim et al., 2003; Bufe et al., 
2005). Ein sogenannter Schmecker weist dabei eine 1000-mal höhere Empfindlichkeit auf als 
ein Nicht-Schmecker. Die Rezeptorvarianten auf unserer Zunge sind für unsere 
Wahrnehmungsempfindlichkeit folglich mit ausschlaggebend.

Auch wenn die Rezeptoren für umami, süß und bitter verschieden sind, so gleichen sich ihre 
intrazellulären Signalkaskaden (Cumming et al., 1996; Herness & Gilbertson, 1999). Die         
G-Protein-gekoppelten Geschmacksrezeptoren interagieren vorrangig mit dem heterotrimeren 
G-Protein Gustducin, dessen !-Untereinheit im Ruhezustand ein Guanosindiphosphat (GDP) 
gebunden hat (Ruiz-Avila et al., 1995). Die Aktivierung des Rezeptors durch Bindung eines 
Geschmacksstoffes führt zu einem Austausch des GDP durch Guanosintriphosphat (GTP) an 
der Gustducin-!-Untereinheit, sowie zur Dissoziation des G-Proteins in !- und                  
"3#13-Untereinheit. Die !-Untereinheit initiiert einen cAMP-abhängigen Signalweg durch die 
Interaktion mit einer Phosphodiesterase (PDE; Li et al., 2002; Ozeck et al., 2004). Diese 
hydrolysiert cAMP zu 5´-AMP. Der Abfall des cAMP-Spiegels wirkt sich vermutlich auf die 
Aktivität von cAMP-abhängigen Ionenkanälen der Zelle aus. Clapp und Kollegen/innen fanden 
weiterhin Anhaltspunkte, dass der Abfall der cAMP-Konzentration stimulierend auf die Aktivität 
von PLC und von Inositoltrisphosphat-abhängigen Ca2+-Kanälen (IP3R) wirkt (Clapp et al., 
2008). Demgegenüber führt das "3#13-Dimer des Gustducins zur Aktivierung der 
geschmacksspezifischen PLC-Isoform "2 (PLC"2; Huang et al., 1999; Rossler et al., 1998; Yan 
et al., 2001). Das Enzym PLC"2 bedingt die Spaltung des in der Membran befindlichen 
Phosphatidylinositolbisphosphats (PIP2) in Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). 
Der Anstieg der intrazellulären IP3-Konzentration führt zur Öffnung von IP3-abhängigen       
Ca2+-Kanälen (IP3R3; Simon et al., 2006; Roper, 2007), die in der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums (ER) lokalisiert sind. Die Erhöhung der intrazellulären         
Ca2+-Konzentration führt zur Aktivierung des nichtselektiven Kationenkanals TrpM5, der einen 
Einstrom von Na+-Ionen bewirkt (Perez  et al., 2003). Die Zunahme positiver Ionen in der 
Geschmackszelle mündet in einer Depolarisation der Membran, welche die Freisetzung des 
Neurotransmitters Adenosin-5´-triphosphat (ATP) über Pannexin-Hemikanäle bewirkt (Huang 
et al., 2007; Romanov et al., 2007; Dando & Roper, 2009; Murata et al., 2010). Dies erlaubt eine 
Übertragung von Geschmacksinformationen von der Sinneszelle zum Nerv. Ein schematisches 
Modell der Geschmackskaskade zeigt Abb. 1.5.
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Abb. 1.5. Schematische Darstellung der 
m o l e k u l a r e n P r o z e s s e b e i d e r 
W a h r n e h m u n g v o n G e s c h m a c k s -
eindrücken. Geschmacksmoleküle der 
Geschmacksmodalitäten umami, süß und bitter 
binden an einen G-Protein-gekoppelten 
Rezeptor in den Mikrovilli der Geschmacks-
rezeptorzellen. Die Rezeptorinteraktion bewirkt 
d i e K a t a l y s i e r u n g e i n e s G D P - G T P -
Austausches am G-Protein Gustducin, was die 
Spaltung des G-Proteins in seine !- und "#-
Untereinheit bedingt. Infolgedessen aktiviert die 
G u s t d u c i n - ! - U n t e r e i n h e i t d i e 
Phosphodiesterase 1A (PDE1A), die zyklisches 
A d e n o s i n m o n o p h o s p h a t z u 
Adenosinmonophosphat (AMP) spaltet, 
während die "#-Untereinheit die Phospholipase 
C"2 (PLC"2) aktiviert. PLC katalysiert die 
Umsetzung von Phosphatidylinositol-4,5-
b isphosphat (PIP2) zu Inos i to l -1 ,4 ,5-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 
bedingt durch die Bindung an IP3-Rezeptoren (IP3R) des endoplasmatischen Retikulums (ER) die 
Freisetzung von Ca2+-Ionen. Die steigende intrazelluläre Ca2+-Konzentration aktiviert den Kationenkanal 
TrpM5 (transient receptor potential cation channel subfamily M member 5), der einen Einstrom von Na+ in 
die Zelle vermittelt. Die Geschmacksrezeptorzelle depolarisiert. Infolgedessen werden weitere 
spannungsabhängige Na+-Kanäle aktiviert. Es entsteht ein Rezeptorpotential, das die Freisetzung von 
ATP über den Hemikanal Pannexin 1 (Panx1) bedingt. Freigesetztes ATP aktiviert seinerseits ATP-
gesteuerte Kationenkanäle (P2X-Rezeptoren), die auf Nervenfasern, die die Geschmacksknospe 
innervieren, lokalisiert sind. (Bild: modifiziert nach Romanov et al., 2007)

Für die Vermittlung von Geschmackseindrücken bindet das von den Geschmacksrezeptorzellen 
freigesetzte ATP an P2X2- und P2X3-Rezeptoren der die Geschmacksknospen innervierenden 
Nervenfasern. Die zentrale Rolle von ATP und dessen Rezeptoren wurden 2005 von der 
Arbeitsgruppe um Thomas Finger bewiesen. Sie zeigten, dass P2X2/3-Knockout-Mäuse einen 
vollständigen Aktivierungsverlust der afferenten Nervenfasern Chorda tympani und Nervus 
glossopharyngeus aufweisen, wenn sie mit Substanzen der fünf Geschmacksqualitäten 
stimuliert wurden (Finger et al., 2005). Ferner hatten die Knockout-Tiere keine Fähigkeiten zur 
Wahrnehmung von attraktiven und aversiven Substanzen in Präferenztests (Finger et al., 2005; 
Eddy  et al., 2009). Nervenfasern sind nicht der einzige Wirkungsort für ATP. Die freigesetzten 
Signalmoleküle binden ferner an P2Y-Rezeptoren der präsynaptischen (Typ-III-) Zellen, was 
vermutlich als Feedforward-Signal fungiert. Infolgedessen sekretieren Typ-III-Zellen Serotonin 
(5-HT; Huang et al., 2005, 2007; Kaya et al., 2004). Die 5-HT-Ausschüttung in Folge einer 
indirekten Stimulation über Typ-II-Zellen unterscheidet sich nicht von der einer direkten 
Stimulation durch Säuren (Chen et al., 2011). 5-HT seinerseits reduziert die Ca2+-Mobilisation 
und ATP-Sekretion von Geschmacksrezeptorzellen über die Bindung an 5-HT1A-Rezeptoren an 
Typ-II-Zellen (Huang et al., 2009) und bewirkt über diese Rückkopplungsmechanismen die 
Inaktivierung von Geschmacksrezeptorzellen. Das durch die Hydrolyse von ATP entstehende 
Adenosindiphosphat (ADP) hingegen agiert seinerseits mit den P2Y1-Rezeptoren der ATP-

Here, we studied ATP release from individual taste cells
that were classified electrophysiologically into types A, B,
and C (Romanov and Kolesnikov, 2006). We found that only
type A cells were capable of secreting ATP (Figure 1C). Data
from physiological and pharmacological experiments argued
against an exocytotic mechanism, favoring instead a hemi-
channel-mediated mechanism for ATP efflux from taste
cells. Type A cells were found to express TRPM5, PLCb2
(both markers for type II cells), multiple connexins, and Px1.

A number of signaling molecules crucial for taste transduc-
tion have been identified in taste cells morphologically
defined as type II cells, suggesting that this cell type serves
as primary sensory receptor cells (Scott, 2004). As demon-
strated by recent studies with transgenic mice, wherein taste
cells expressing a particular protein were genetically tagged
with GFP (Medler et al, 2003; Clapp et al, 2006), type II
cells that express gustducin, TRPM5, and the T1R3 taste
receptor exhibit VG Naþ currents but no VG Ca2þ currents.
Consistent with this observation, De Fazio et al (2006) found
no RNA messages for VG Ca2þ channels in PLCb2-positive
cells. Such functional and molecular features are also
characteristic of type A cells: (i) VG Naþ channels and no
VG Ca2þ channels operate in these cells (Romanov
and Kolesnikov (2006); (ii) type A cells express gustducin,
PLCb2, and TRPM5 signaling proteins (Figures 1E and 6); and
(iii) type A cells are responsive to tastants (Figure 1D) and
release ATP (Figure 1C), the most likely afferent neurotrans-
mitter (Finger et al, 2005). In addition, the secretion of ATP
via hemichannels is completely consistent with the fact that
type II cells do not form morphologically identifiable
synapses (Clapp et al, 2004) and do not express the pre-
synaptic protein SNAP-25 (Clapp et al, 2006; De Fazio et al,
2006). It therefore appears that the cellular subgroups, one
defined electrophysiologically (type A) and another morpho-
logically (type II), overlap greatly or even completely.

Extracellular recordings have demonstrated that mamma-
lian taste cells, which do not send axonal projections directly
to the brain or to intermediate neuronal cells, may generate
an AP in response to taste stimuli (Avenet and Lindemann,
1991; Cummings et al, 1993). Although the conventional
point of view is that the AP is necessary to drive the release
of neurotransmitter onto the afferent nerve (e.g. Herness and
Gilbertson, 1999), there is no experimental evidence in favor
of this idea. Moreover, in retinal rods and cones and in
auditory hair cells, which all have no axons, light and
sounds, respectively, elicit generator potentials that govern
the tonic release of glutamate without presynaptic APs
(Sterling and Matthews, 2005). Our findings may explain
why sensory cells in the taste bud generate APs.

In our experiments, the resting potential in type A cells
ranged from "53 to "36mV ("4373mV, n¼ 41) with
140mM KCl in the recording pipette and 140mM NaCl in
the bath (not shown). A similar value (B"45mV) was
obtained by Medler et al (2003) for mouse taste cells that
showed VG Naþ currents and no VG Ca2þ currents, that is,
type A cells. These estimates suggest that the fraction of non-
inactivated VG Naþ channels in resting type A cells is high
enough to generate APs in response to tastants (Figure 1D).
Characteristic of the ATP secretion are the steep dependence
on membrane voltage and the high apparent threshold of
about "10mV (Figure 3C). If taste stimuli evoked gradual
depolarization without AP as their intensity increased, then

small and moderate responses of up to 30mV would fail
to stimulate ATP release. The likely voltage range, where
ATP secretion might occur, would be between "10 and 0mV,
provided that a generator current is mediated by transduction
channels such as the TRPM5 cation channel (Figure 2C).
Thus, with the secretory mechanism described graded taste
responses seem inappropriate for taste information encoding.
In contrast, every AP that might be triggered by moderate
depolarization above the threshold of about –40 to "35mV
(Figure 1D, right panel) would stimulate the release of a more
or less universal ATP quantum (Figure 3C). With this all-or-
nothing strategy, encoding of taste information is reduced to
the generation of APs in series with frequency being propor-
tional to stimulus intensity. Thus, based on our findings and
given the current concept on taste transduction (Scott, 2004;
Roper, 2006), we hypothesize that the binding of sapid
molecules may trigger the sequence of intracellular events
depicted in Figure 7.

Materials and methods

Electrophysiology
Taste cells were isolated from mouse (NMRI, 6–8-week old) CV and
foliate papilla as described previously (Baryshnikov et al, 2003). Ion
currents were recorded, filtered, and analyzed using an Axopatch
200A amplifier, a DigiData 1200 interface, and the pClamp8
software (Axon Instruments). External solutions were delivered
by a gravity-driven perfusion system at a rate of 0.1ml/s. VG
currents were elicited by 100ms step polarizations from the holding
potential of "70mV. For whole-cell recordings, patch pipettes were
filled with (mM) 140 KCl or CsCl, 2 MgATP, 0.5 EGTA or 10mM
BAPTA, and 10 HEPES–KOH (pH 7.2). For perforated patch

Figure 7 Schematic model showing the hypothetical sequence
of intracellular events that are triggered by the binding of sapid
molecules to taste receptors and culminate in ATP release through
hemichannels.
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produzierenden Zellen (autokrine Wirkung), was als positiver Feedback-Mechanismus gedeutet 
wird (Huang et al., 2009). Die Präsenz von Feedforward- und Feedback-Mechanismen zeigt die 
Existenz einer Zell-Zell-Kommunikation innerhalb der Geschmacksknospe (Roper, 2006, 2009), 
schematisch dargestellt in Abb. 1.6. Neben ATP und 5-HT werden eine Reihe weiterer 
Neurotransmitter und -peptide wie Noradrenalin (Huang et al., 2008), #-Aminobuttersäure 
(GABA; Cao et al., 2009; Starostik et al., 2010, Dvoryanchikov  et al., 2011), Glutamat 
(Vandenbeuch et al., 2010), Cholecystokinin (Herness et al., 2002, 2005), Acetylcholin (Ogura, 
2002), vasoaktives intestinales Peptid (VIP; Shen et al., 2005) und Neuropeptid Y (Zhao et al., 
2005) von Geschmacksknospenzellen ausgeschüttet. Diese Neurotransmitter könnten an der 
Weiterleitung von Geschmacksinformationen beteiligt sein, ihre Funktionen sind jedoch bis 
heute nicht eindeutig geklärt (Suzuki, 2007; Niki et al., 2011).

Abb. 1.6. Zel l -Zel l -Kommunikation in der 
G e s c h m a c k s k n o s p e . D i e B i n d u n g v o n 
Geschmacksstoffen der Geschmacksmodalitäten 
umami, süß und bitter an ihre entsprechenden 
Rezeptoren bedingt die Freisetzung von ATP über 
Pannexin 1 aus Typ-II-Zellen der Geschmacksknospe. 
Extrazelluläres ATP stimuliert einerseits die ATP-
Rezeptoren (P2X) auf den sensorischen Nervenfasern, 
die die Geschmacksknospe innervieren, und 
andererseits ATP-Rezeptoren (P2Y4) angrenzender 
Typ-III-Zellen (parakrine Wirkung). ATP wird durch die 
N T P D a s e 2 ( n u c l e o s i d e t r i p h o s p h a t e 
diphosphohydrolase 2), eine Plasmamembran-
gebundene Nukleotidase der Typ-I-Zellen, hydrolysiert. 
Das aus der Hydrolyse hervorgehende ADP kann 
seinerseits über ADP-Rezeptoren (P2Y1) ein Feedback 
an die Rezeptorzellen vermitteln (autokrine Wirkung). 
Die Stimulation von präsynaptischen Zellen (Typ III) mit 
extrazellulärem ATP oder Säuren führt zur Freisetzung 
von Serotonin (5-HT) und Noradrenalin (NE). 5-HT 
wirkt über den Serotoninrezeptor 1A (5-HT1A) negativ 
auf die Typ-II-Zellen zurück. Noradrenalin scheint nicht an der Feedback-Regulation in der 
Geschmackskommunikation beteiligt zu sein. (Bild: modifiziert nach Huang et al., 2009)

Darüber hinaus zeigen ein Vielzahl neuerer Studien, dass Peptidhormone, die ursprünglich 
vorrangig im Gastrointestinaltrakt identifiziert wurden, in der Lage sind, die Transduktion von 
Geschmacksstoffen in der Geschmacksknospe zu modulieren. Zu ihnen zählen Leptin 
(Ninomiya et al., 2002; Horio et al., 2010), Ghrelin (Shin et al., 2010), Glucagon-like peptide 1 
(GLP1; Martin et al., 2009; Shin et al., 2008), Orexin (Matsuo et al., 2010), Oxytocin (Sinclair 
et al., 2010) und Endocannabinoide (Yoshida et al., 2010; Matias et al., 2008). Die Freisetzung 
dieser Peptidhormone könnte entscheidend die Wahl und die Menge der zu konsumierenden 
Nahrungsmittel verändern.

5-HT1A

Figure 8. Schematic diagram of cell-to-cell communication in mouse taste buds
ATP and 5-HT mediate autocrine and paracrine interactions, respectively. Taste stimulation
with bitter, sweet or umami compounds excites Receptor (Type II) cells to secrete ATP as a
transmitter (shown at bottom of Receptor cell). ATP is believed to excite sensory afferent fibers
(left) (Finger et al., 2005) and adjacent Presynaptic (Type III) taste cells (right) (Tomchik et
al., 2007; Huang et al., 2007). ATP is catabolized by ecto-ATPase and the resultant ADP feeds
back onto P2Y1 receptors on Receptor cells to mediate autocrine excitation. Diffusion and
further catabolism presumably limits purinergic positive feedback. Presynaptic taste cells
release 5-HT and NE when stimulated by ATP or directly by acid taste stimulation (Huang et
al., 2008). 5-HT released by Presynaptic cells provides negative feedback onto Receptor cells
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ATP and 5-HT mediate autocrine and paracrine interactions, respectively. Taste stimulation
with bitter, sweet or umami compounds excites Receptor (Type II) cells to secrete ATP as a
transmitter (shown at bottom of Receptor cell). ATP is believed to excite sensory afferent fibers
(left) (Finger et al., 2005) and adjacent Presynaptic (Type III) taste cells (right) (Tomchik et
al., 2007; Huang et al., 2007). ATP is catabolized by ecto-ATPase and the resultant ADP feeds
back onto P2Y1 receptors on Receptor cells to mediate autocrine excitation. Diffusion and
further catabolism presumably limits purinergic positive feedback. Presynaptic taste cells
release 5-HT and NE when stimulated by ATP or directly by acid taste stimulation (Huang et
al., 2008). 5-HT released by Presynaptic cells provides negative feedback onto Receptor cells
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1.3.2 Visuelle Signalkaskade

Im Zuge dieses Projektes sollten Geschmacksrezeptorzellen durch Photorezeptoren ersetzt 
werden. Der Photorezeptor Rhodopsin (Rho), der bereits 1878 als „Sehpurpur“ beschrieben 
wurde, war der erste strukturell beschriebene GPCR (Marmor & Martin, 1978; Menon et al., 
2001). Rho ist eines der Sehpigmente in der Retina – ein Nervengewebe auf dem 
Augenhintergrund – von Wirbeltieren und gehört zur GPCR-Klasse I (Rho-ähnliche GPCRs), die 
90 % der GCPRs umfasst. Das Sehpigment ist in den Stäbchenzellen des Auges exprimiert und 
vermittelt das Sehen bei geringer Helligkeit, das skotopische Sehen. Stäbchenzellen sind mit 
einem Anteil von 97 %  die dominierenden Sinneszellen der Retina (Carter-Dawson & Lavail, 
1979). Einzig in der Fovea (gelber Fleck) der Netzhaut sind keine Stäbchenzellen lokalisiert. 
Neben den Stäbchen besitzen Säuger spezialisierte Sinneszellen, die an der Realisierung des 
Farbsehens, dem photopischen Sehen, beteiligt sind. Jene Sinneszellen werden als Zapfen 
bezeichnet und können in verschiedene Subtypen untergliedert werden. Bis bis zu sechs 
solcher Zapfentypen konnten in einer Spezies (Huhn) beschrieben werden, jedoch sind diese 
nur bei wenigen Organismen angelegt (Nathans, 1999; Yokoyama, 2000). Beim Menschen 
werden drei Zapfenarten unterschieden, der S-Typ (short wavelength sensitive, sws), der M-Typ 
(medium wavelength sensitive, mws) und der L-Typ (long wavelength sensitive, lws), die sich in 
ihrer spektralen Empfindlichkeit unterscheiden. Die Maus besitzt demgegenüber nur zwei 
Zapfensehpigmente, den S-Typ (Sensitivitätsmaxima bei 359 nm; Chiu et al., 1993; Jacobs 
et al., 1991; Yokoyama et al., 1998) und den M-Typ (Sensitivitätsmaxima bei 508 nm; Sun et al., 
1997). Während die meisten Säuger inklusive Primaten die einzelnen Zapfenpigmente in 
individuellen Zapfen exprimieren (one cone-one visual pigment-rule), liegt bei Nagern zumeist 
eine Koexpression der Zapfenopsine in denselben Sehzellen vor (Röhlich et al., 1994). Das 
Verhältnis variiert hierbei abhängig von der Lage in der Retina (Szel, 1992). Ferner weisen 
Mäuse im Gegensatz zu den meisten Säugetieren keine Opsin-mws-dominierte Retina mit 
einem mws:sws-Verhältnis von ~ 10:1 auf. Vielmehr überwiegt das Opsin sws im Verhältnis von 
3:1 zum Mws-Opsin (Applebury et al., 2000). 

Die Zapfen und Stäbchen bauen sich aus einer Synapse, einem Innen- und einem 
Außensegment auf. Während das Innensegment die Ausstattung zellulärer Organellen für 
Energiestoffwechsel und Proteinsynthese wie Mitochondrien, Nucleus und endoplasmatisches 
Retikulum beherbergt, stellt das Außensegment ein dicht gepacktes Membransystem (gebildet 
aus isolierten Membransäckchen – den Disks – in den Stäbchen und Ausstülpungen der 
Plasmamembran der Zapfen) dar, in welchem Sehpigmente in sehr hoher Dichte eingelagert 
sind. Das Außensegment agiert folglich als Lichtdetektor, der alle molekularen Komponenten 
enthält, die für die Absorption von Licht und die Umwandlung des Reizes in ein biologisches 
Signal erforderlich sind. Die funktionellen Photorezeptoren der Außensegmente setzen sich 
dabei aus einem Proteinanteil, dem Opsin, und einem Chromophor, dem Retinal, zusammen. 
Das Retinal – bei Säugetieren 11-cis-Retinal – ist ein Vitamin-A-Derivat, welches unter Bildung 
einer Schiffschen Base kovalent an die ε-Aminogruppe eines Lysinrestes im Opsin bindet und 
als lichtabsorbierendes Molekül fungiert (Dartnall & Lythgoe, 1965). Pures Retinal besitzt ein 
Absorptionsspektrum von 380 nm. Die Wechselwirkungen mit dem Opsin verändern die 
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elektronische Struktur des Retinals und bedingen eine Verschiebung des Absorptionsspektrums 
in den sichtbaren Bereich des Lichts (Kropf & Hubbard, 1959; Mathies & Stryer, 1976). 

Abb. 1.7. Schematischer 
Aufbau des Wirbeltierauges. 
(A) Der Sehprozess beruht auf 
der Absorption von Licht durch 
Photorezeptoren im Auge. Um 
diese in der Retina gelegenen 
und dem Licht abgewandten 
Photorezeptoren zu aktivieren, 
muss das auf das Auge fallende 
Licht brechende Flächen und 
Medien des Auges (Hornhaut, 
vordere Augenkammer, Linse 
und Glaskörper) durchdringen 
(links) und wird dabei auf der 
Retina abgebildet. In der Retina 
werden die physikalischen Reize 
(elektromagnetische Wellen) in 
Erregungen umgewandelt, die 
ihrerseits über den Sehnerv in 
das Sehzentrum zum Großhirn 
g e l e i t e t w e r d e n . D i e 
schematische Darstellung der 
Netzhaut (rechts) zeigt die Lage 
der Nervenzellen, als auch ihre 
synaptischen Kontakte. (Bild: 
m o d i fi z i e r t n a c h 
www.webvision.med.utha.edu) 
(B) Histologisches Bild eines 
Querschnitts durch die Retina 
der Maus. 

Die Übertragung visueller 
Signale, die sogenannte pho-
toelektronische Transduktion, 

beginnt mit Licht, welches auf das Auge fällt, wo es die Hornhaut, die vordere Augenkammer, 
die Linse und den Glaskörper durchdringt, bevor es die Photorezeptoren der Retina aktiviert 
(siehe Abb. 1.7). 

Die Absorption eines Photons führt zur cis-trans-Isomerisation des gewinkelten 11-cis-Retinals 
in die gestreckte all-trans-Form (Gether et al., 1998). Jene Isomerisierung löst die visuelle 
Signalkaskade aus, die schematisch der Abb. 1.8 entnommen werden kann. 
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Abb. 1.8. Schematische Darstellung der molekularen Prozesse bei der Wahrnehmung von Licht. 
Die Sehkaskade beruht auf dem Ineinandergreifen von Retinoidzyklus (pink) zur Generierung des 
lichtsensitiven Retinals, Rhodopsinzyklus (grün) zur Bildung eines funktionellen Rhodopsins (Rho) und 
der Initiation der Signalkaskade über die Kopplung eines G-Proteins (orange) nach der Exposition der 
Sehzellen mit Licht. 
Durch die Absorption von Licht isomerisiert das Chromophor 11-cis-Retinal, welches kovalent an das 
Sehpigment Rho gebunden ist, in all-trans-Retinal und aktiviert auf diese Weise das Sehpigment. Das 
aktivierte Rho (Metarhodopsin II) katalysiert den Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) durch 
Guanosintriphoshat (GTP) am G-Protein Transducin (Hargrave et al., 1993; Arshavsky et al., 2002), 
welches daraufhin in die !-GTP-Untereinheit und die "#-Untereinheit zerfällt. Die !-GTP-Untereinheit 
aktiviert die membranständige cGMP-Phosphodiesterase (PDE), indem es an dessen inhibitorische 
Untereinheit (I) bindet und diese entfernt. Die aktivierte PDE spaltet zyklisches Guanosinmonophosphat 
(cGMP) zu Guanosinmonophosphat (GMP). Der rasche Abfall der cGMP-Spiegel bedingt die Schließung 
cGMP-abhängiger Kationenkanäle, was den weiteren Einstrom von Na+ und Ca2+ in das 
Stäbchensegment unterbindet. Die Spannungsänderung wird passiv über das Innensegment zur 
Synapse weitergeleitet. Infolge der Hyperpolarisation wird die Ausschüttung von Glutamat am 
synapt ischen Ende der Photorezeptorzel le e ingeste l l t und d iese Veränderung der 
Neurotransmittersituation über nachgeschaltete Interneurone (Horizontal-, Bipolar- und Amakrinzellen) 
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retinoid cycle has been investigated employing
stereospecifically labeled dinucleotides (pro-R- and
pro-S-[4-3H]-NAD(P)H), retinols (pro-R- and pro-
S-[15-3H]-all-trans-retinol; pro-R- and pro-S-
[15-3H]-11-cis-retinol), isomers of retinoids (all-
trans-retinol(al), 9-cis-retinol(al), 11-cis-retinol(al),
13-cis-retinol(al)), RPE and ROS membranes, and
expressed RDHs. ROS contains predominantly
all-trans-RDH activity, with much lower 9-cis-
RDH activity, and the enzymes were absolutely
specific for NADP(H) without any utilization of
NAD(H). An unusual feature of this reaction was
that the NADPH is pro-S-specific in terms of the
hydride ion, but is pro-R for all-trans-retinol.
These data were identical to the properties of
prRDH (Rattner et al., 2000) and suggest that this
enzyme constitutes the primary all-trans-RDH
activity of ROS.

Multiple studies on the specificity of 11-cis-
RDH have produced conflicting evidence depend-
ing on the type of assay used (Driessen et al., 1998;
Gamble et al., 1999, 2000; Saari et al., 2000; Wang
et al., 1999a,b), but it is now believed that 11-cis-
RDH reduces 9-cis-retinal, 11-cis-retinal, and

13-cis-retinal. Among these, 11-cis-retinal and
13-cis-retinal are better substrates for purified
11-cis-RDH than 9-cis-retinal (Jang et al., 2000).
Several SCADs have dual steroid/retinol activities
including 11-cis-RDH, which has 3a-hydroxyster-
oid but not 17b-hydroxysteroid activity (Wang
et al., 1999a,b); thus, 11-cis-RDH could also serve
as an androgen dehydrogenase. In contrast,
prRDH does not have steroid activity (Jang
et al., 2000).

11-cis-RDH does not appear to be the only RPE
enzyme capable of 11-cis-retinol oxidation. This is
based on normal regeneration of rhodopsin in the
11-cis-rdh(!/!) mice (Driessen et al., 2000) and
only slightly retarded regeneration in humans
carrying a null mutation of the enzyme (Cideciyan
et al., 2000; Yamamoto et al., 1999). These other
enzymes that are capable of 11-cis-retinol oxida-
tion has not yet been identified in RPE. The idea of
an alternative oxidation system is supported by
observations that pro-R-specific (unknown en-
zyme) and pro-S-specific (11-cis-RDH) production
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und Ganglienzellen, die den Nervus opticus bilden, an das Gehirn weitergeleitet (Saari, 2000; Fu & Yau, 
2007; McBee et al., 2001). Das kontinuierliche Ausströmen von Ca2+ durch den Na+-Ca2+-Austauscher in 
der Membran der Sehzelle reduziert weiter die Konzentration von Ca2+ im Cytosol. Der herabgesetzte 
Ca2+-Spiegel bedingt die Aktivierung der Guanylylcyclase (GC), die die Synthese von cGMP aus GTP 
katalysiert und hemmt die PDE. Die Aktivität der GC wird von dem Ca2+-bindenen Protein guanylyl 
cyclase-activating protein (GCAP) reguliert (Cuenca et al., 1988). Das inhibitorisch agierende Protein 
verliert auf Grund der Ca2+-Knappheit sein gebundenes Ca2+, was die Abkopplung von der GC zur Folge 
hat. Die neuerliche Produktion von cGMP initiiert die erneute Öffnung cGMP-abhängiger Ca2+- und Na+-
Kanäle im Außensegment und die Ausschüttung von Glutamat an der Synapse. Für die weitere 
Regeneration des optischen Apparates wird GTP durch die GTPase-Aktivität der !-Transducin-
Untereinheit zu GDP hydrolysiert. Infolgedessen liegt Transducin inaktiv vor, was die Freisetzung der 
PDE bedingt, die nun ebenfalls in ihren inaktiven Zustand zurückkehrt. Rho wird seinerseits durch die 
Rho-Kinase GRK1 im Rho-Zyklus phosphoryliert, was einer weiteren Aktivierung von Transducin 
entgegenwirkt. Die Phosphorylierung des Rho, die verstärkt bei niedrigem Ca2+-Spiegel auftritt, bedingt 
die Bindung des Proteins an Arrestin (Kuhn & Wilden, 1987). Rho wird inaktiviert und das all-trans-Retinal 
freigesetzt. All-trans-Retinal wird seinerseits im Retinoidzyklus des äußeren Augensegmentes (OS) und 
Pigmentepithel (RPE) in vier katalytischen Prozessen in 11-cis-Retinal umgewandelt (Lamb & Pugh, 
2004), welches erneut an Opsin binden kann. ATP, Adenosintriphosphat; RDH, Retinol-Dehydrogenase; 
LRAT, Lecithin:Retinol-Acetyltransferase; RPE65, retinales Pigmentepithel-spezifisches Protein 65;       
hν, Energie; *, aktiviert. (Bild basierend auf McBee et al., 2001)

Prinzipiell unterscheiden sich die Signalwege in den Stäbchen und Zapfen kaum (Yau, 1994; 
Luo et al., 2008), jedoch existieren verschiedene Isoformen für die Signalproteine !-Transducin, 
"#-Transducin, die PDE und die cGMP-abhängigen Ionenkanäle in den zwei 
Photorezeptorzellen (Kawamura & Tachibanaki, 2008; Yau & Hardie, 2009). Hierdurch ergeben 
sich kinetische Unterschiede in den Signalkaskaden von Stäbchen und Zapfen. Zapfen sind im 
Vergleich zu Stäbchen 20- (Mensch) bis 10000-mal (Maus) weniger lichtempfindlich (Nathan 
et al., 2006). Auch fällt die Antwort auf die Absorption eines Lichtquants bei den Zapfen deutlich 
geringer aus (Baylor, 1987), sodass es mehr als eines einzelnen Lichtquants bedarf, um das 
Signal zu detektieren. Zapfen vermitteln ihre Lichteindrücke jedoch deutlich schneller 
(Kawamura & Tachibanaki, 2008). So verläuft die Lichtantwort in den Zapfen innerhalb weniger 
Millisekunden, während in den Stäbchen dieser Prozess bis zu 100 ms umfasst (Kuwayama 
et  al., 2002; Imai et al., 1997). Diese Variationen der Zapfenopsine im Vergleich zu Rho 
gewährleisten eine optimale Anpassung und eine hohe zeitliche Auflösung bei ausreichender 
Beleuchtung.

1.3.3 G-Proteine in visuellen und gustatorischen Signalkaskaden
So unterschiedlich das Ligandenspektrum und die Funktionen von G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren auch sind, ist ihnen neben ihrer heptahelikalen Struktur stets die Aktivierung von  
G-Proteinen gemein. Die Ähnlichkeiten zwischen dem G-Protein der Geschmackskaskade, 
Gustducin, und der Sehkaskade, Transducin, wurden bereits zum Zeitpunkt der Entdeckung 
von Gustducin im Jahr 1992 erkannt (McLaughlin et al., 1992). Die Sequenzidentität der beiden 
Proteine von 80 %  führte bereits damals zu Spekulationen über Ähnlichkeiten der Seh- und 
Geschmackskaskade (McLaughlin et al., 1992; Spielman, 1998). 
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Erste In-vitro-Analysen umfassten Bindungsstudien von bovinem !-Transducin bzw.                 
!-Gustducin der Ratte mit bovinem Rho, mit der "#-Untereinheit des retinaspezifischen            
G-Proteins und der bovinen cGMP-PDE der Retina (PDE6; Hoon et al., 1995). Weiterhin wurde 
die intrinsische GTPase-Aktivität beider G-Proteine analysiert (Hoon et al., 1995). Allen 
Untersuchungen gemein war die analoge biochemische Wirkungsweise beider Proteine, was 
die Hypothese aufwarf, dass sich beide G-Proteine funktionell ersetzen könnten. Diese 
Annahme wurde durch Experimente Mitte der 90er Jahre erhärtet. So konnte mittels GTP#S-
Bindungsstudien gezeigt werden, dass Transducin in Anwesenheit von Zellmembranen bovinen 
Geschmacksgewebes in vitro durch Bitterstoffe aktiviert werden kann (Ruiz-Avila et al., 1995; 
Ming et al., 1998). 

Der Nachweis von zahlreichen G-Proteinen – einschließlich !-Transducin, wenn auch nur in 
einem Verhältnis von 1:25 im Vergleich zu Gustducin – in Geschmacksrezeptorzellen 
untermauerte weiter das Bild der funktionellen Gleichartigkeit (Ruiz-Avila et al., 1995). 
Zunehmende Gewissheit erwuchs durch Studien an transgenen Mausmodellen. So führte der 
Knockout von !-Gustducin in elektrophysiologischen Untersuchungen und Verhaltenstests zu 
einer reduzierten Geschmackswahrnehmung von bitter und süß (Wong et al., 1996). Das 
Ausbleiben eines vollständigen Geschmacksverlustes ließ die Autoren argumentieren, dass 
andere G-Proteine den Verlust von Gustducin partiell ausgleichen. Dies wurde durch die 
Generierung einer !-Gustducin-Knockout-Maus, die unter dem !-Gustducin-Promotor             
!-Transducin exprimiert, bestätigt. Im Two-bottle preference-Verhaltenstest konnte für jene 
Tiere gezeigt werden, dass die Expression von !-Transducin das Ausmaß des  !-Gustducin-
Knockout-bedingten Geschmacksverlustes abmildern kann (He et al., 2002). Analysen wie 
diese veranschaulichten klar, dass !-Transducin !-Gustducin zumindest eingeschränkt 
funktionell in Geschmacksrezeptorzellen ersetzen kann. 

Im Auge hingegen, wo Transducin ursprünglich identifiziert wurde, konnte bis vor kurzem         
!-Gustducin in der Retina, weder per RT-PCR, RNase-protection-Assay noch mit 
immunhistochemischen Analysen nachgewiesen werden (McLaughlin et al., 1992; Huang et al., 
2003; Su et al., 2006). Neueste Untersuchungen auf Basis von Western Blot und mittels 
Immunhistochemie jedoch belegen eine Expression von !-Gustducin in den terminalen Enden 
der bipolaren Zellen der Stäbchen (Son et al., 2011). 
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1.4 Zielstellung
Die Geschmackswahrnehmung ist ein komplexes Zusammenspiel verschiedener 
Sinneseindrücke, die im letzten Jahrzehnt intensiven Forschungen unterlag. Zwar gelang es 
bisher nicht, die gustatorischen Kommunikationsbahnen auf zellulärer Ebene aufzuzeigen, 
dennoch konnten wesentliche gustatorische Areale im zentralen Nervensystem und 
Geschmacksrezeptoren (Tas1- und Tas2-Rezeptoren), die verschiedene Geschmacksstoffe 
(v. a. bitter) vermitteln, identifiziert werden. Während bei der Identifizierung von Liganden der 
Geschmacksrezeptoren der Fokus vorrangig auf dem Menschen lag (Chandrashekar et al., 
2000; Bufe et al., 2002, 2005; Kim et al., 2003; Behrens et al., 2004, 2009; Kuhn et al., 2004; 
Pronin et al., 2004, 2007; Brockhoff et al., 2007; Sainz et al., 2007), wurden die Analysen zur 
Weiterleitung von Geschmacksinformationen primär am Mausmodell realisiert. 

Eine detaillierte Aufklärung der Geschmacksverarbeitung und -kodierung wird v. a. dahin 
gehend erschwert, da die neuronale Aktivierung von Geschmacksstoffen durch verschiedene 
assoziierte Stimuli (siehe Kapitel 1.2) beeinflusst wird.

Um solche geschmacksstoffassoziierten Stimuli in der Analyse von gustatorischen 
Kommunikationsbahnen auszuschließen, wäre die Induktion der Geschmackskaskade durch 
einen rein biophysikalischen Stimulus wie z. B. Licht nötig. 

Basierend auf diesem Gedanken sollte im Zuge dieser Arbeit die kodierende Sequenz von 
Geschmacksrezeptoren durch Opsine, deren Proteine durch Licht spezifischer Wellenlänge 
angeregt werden können, ersetzt werden.

Die Arbeit hatte zum Ziel:

1. Liganden von murinen Bitterrezeptoren unter Zuhilfenahme eines heterologen 
Expressionssystems zu identifizieren, um eine Übertragbarkeit von Ligandenspektren 
humaner Bitterrezeptoren auf die orthologen Rezeptoren der Maus zu prüfen.

2. die Funktionalität von Photorezeptoren anstelle von Geschmacksrezeptoren in der 
Geschmackskaskade in vitro zu evaluieren und wenn diese gegeben ist 

3. drei genetisch veränderte Mäuse mit einem modifizierten Tas1r1-, Tas1r2- bzw. Tas2r114-
Locus zu generieren. 

Die Exposition der Zunge dieser Tiere mit Licht definierter Wellenlänge sollte die 
Geschmackskaskade – unabhängig vom Einfluss geschmacksstoffassoziierter Stimuli – in 
diesen Mausmodellen aktivieren. Damit wäre ein System geschaffen, dass es erlauben würde, 
geschmacks- und qualitätsspezifische, neuronale Netzwerke und Hirnareale zu identifizieren. 
Zusätzlich könnten diese Mausmodelle zur Aufklärung der neuronalen Kodierung innerhalb des 
gustatorischen Systems beitragen.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Verbrauchsmittel
Die für die Laborarbeit eingesetzten Materialien stammen, sofern nicht anders erwähnt, von den 
Firmen Eppendorf (Hamburg), Roth (Karlsruhe), Sarstedt (Nümbrecht) oder VWR (Darmstadt). 
Die für die Herstellung der verschiedenen Reagenzien benötigten Chemikalien und 
Lösungsmittel besaßen Analysequalität. Letztere wurden, soweit nicht anders angegeben, von 
den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Taufkirchen) oder VWR 
(Darmstadt) bezogen.

2.2 Geschmacksstoffe
Die im Zuge dieser Arbeit verwendeten Geschmacksstoffe wurden käuflich erworben oder von 
Kooperationspartnern zur Verfügung gestellt (Tab. 2.1). Die Lösung dieser Stoffe erfolgte für die 
Zellkulturexperimente in C1-Puffer und für die Charakterisierung der Mausmodelle in Wasser 
(vgl. Tab. 8.1). Die Geschmacksstoffe wurden jeweils bei Raumtemperatur (RT) eingesetzt. 

Tab. 2.1. Bezugsquellen der verwendeten Geschmacksstoffe.

Bezugsquelle Geschmacksstoff

ABCR (Karlsruhe) Solanidin

Aldrich (Taufkirchen) Acetylpyrazin, Denatoniumbenzoat, Dimethylsulfon, Ethylpyrazin, Helicin, 
Phenylethylisothiocyanat, Phenylthiocarbamid, Sucroseoctaacetat

Apin Chemicals     
(Abingdon; UK)

Cucurbitacin B, D, E und I, Quassin

BioChemica      
(Darmstadt)

Bacitracin, Taurocholsäure

Chromadex (LGC 
Standard, Wesel)

Amarogentin, Costunolid

Daniel Intelmann  
(München)

Humulon

Fluka (Oberhaching)
Acesulfam K, Allylisothiocyanat, Ascorbinsäure, Betain, Biotin, Campher,    
Chininsulfat, Chlorhexidin, Crotalin, Emetin, Genistein, Genistin, Ginkgolid A, 
Natriumbenzoat, Ouabain, Pilocarpin, Salicin, Salicylsäure, Taurin, !-Thujon, 
Xanthotoxin

Giovanni Appendino 
(Novara, I)

Absinthin, Arborescin, Arglabin, Cascarellin, Falcarindiol, Parthenolid, Tatridin 
A & B

ICN Biochemicals  
(Aurora, USA)

Pantothensäure

Roth (Karlsruhe) Cnicin, Eriodyctiol, Natriumchlorid, Zitronensäure
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Bezugsquelle Geschmacksstoff

Sigma (Taufkirchen)

Aloin, D-Amygdalin, Andrographolid, Androsteron, Arbutin, Aristolochiasäure, 
Atropin, Azathioprin, Berberin, Brucin, "-Carotin, Chloramphenicol, 
Chlorogensäure, Chloroquin, Chlorpheniramin, Cobalamin, Coffein, Colchicin, 
C o r t i s o n , C o u m a r i n , C r e a t i n i n , C u c u r m i n , C y c l o h e x i m i d , 
Denatoniumsaccharid, Dicumarol, Digitonin, Diphenidol, Docosahexaensäure, 
Epicatechin, Epigallocatechingallat, Erythromycin, Folsäure, L-Glutamat, 
Indol-3-essigsäure, Indol-3-carbinol, Lidocain, Limonin, Naringin, 
Neohesperidin, Nicotin, Noscapin, Papaverin, Phenanthrolin, Phenyl-"-D-
Glucose, Picrotin, Picrotoxinin, Progesteron, 5-Propyl-2-thiouracil, 6-Propyl-2-
thiouracil, Pyridoxin, Pyrocatechol, Resveratrol, Riboflavin, Saccharose,        
!-Santonin, Sinigrin, Solanin, Spartein, Strychnin, L-Sulforaphan, Tanninsäure, 
Theobromin, Theophyllin, Thiamin, Trigonellin, Yohimbin

2.3 Enzyme und Antikörper
2.3.1 Enzyme
Tab. 2.2. Bezugsquellen der zum Einsatz gekommenen Enzyme.

Enzym Hersteller

Advantage 2 Polymerase Mix Clontech, Heidelberg

DNase I (RNase-frei) (1 U/µl) Invitrogen, Karlsruhe

Dispase II (2,4 U/mg) Roche Diagnostics, Mannheim

Klenow-Fragment (10 U/µl) Fermentas, St. Leon-Rot

Kollagenase A (10 U/mg) Roche Diagnostics, Mannheim

Kollagenase NB (0,27 U/mg) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Kollagenase IA (693 U/mg) Sigma, Taufkirchen

Kollagenase NB 4G (0,27 U/mg) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

PfuTurbo-Polymerase (2,5 U/µl) Stratagene, Amsterdam (NL)

Proteinase K, rekombinant (50 U/ml) Roche Diagnostics, Mannheim

Proteinase K, rekombinant (30 U/mg) Roth, Karlsruhe

Restriktionsnukleasen Fermentas, St. Leon-Rot;                                   
New England Biolabs, Frankfurt/M.

Reverse Transkriptase Superscript II (200 U/µl) Invitrogen, Karlsruhe

RiboLock Ribonuklease-Inhibitor Fermentas, St. Leon-Rot

Ribonuklease A (RNase A, 40 U/mg) Roche Diagnostics, Mannheim

RNase-Inhibitor (RNAsin, 40 U/µl) Invitrogen, Karlsruhe

Shrimp Alkalische Phosphatase (1 U/µl) Roche Diagnostics, Mannheim

T3-Polymerase (20 U/µl) Roche Diagnostics, Mannheim

T4-DNA-Ligase (5 U/µl) Roche Diagnostics, Mannheim

T4-DNA-Ligase (400 U/µl) New England Biolabs, Frankfurt/M.
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Enzym Hersteller

T4-Polynucleotide Kinase (10 U/µl) New England Biolabs, Frankfurt/M.

T7-Polymerase (20 U/µl) Roche Diagnostics, Mannheim

Taq-Polymerase (5 U/µl) Invitek, Berlin

Trypsin Biochrom AG, Berlin

Trypsin mit EDTA-4Na Invitrogen, Karlsruhe

Turbo DNase (2 U/µl) Ambion (Applied Biosystems, Darmstadt)

2.3.2 Antikörper
Tab. 2.3. Bezugsquellen und Verdünnungen der zum Einsatz gekommenen Antikörper.

Epitop Wirts-   
spezifität

Art konjugierte  
Gruppe

Hersteller Verdün-
nung

Anwen-
dung

AADC Kaninchen polyklonal Gene Tex 
(GTX30448)

1:500 ICC

Biotin polyklonal
Streptavidin-Alexa 

Fluor 633

Molecular 
Probes        
(S-21375)

1:1000 ICC
Biotin polyklonal

Streptavidin-Alexa 
Fluor 633

Molecular 
Probes        
(S-21375) 1:300 IHC

Biotin polyklonal Streptavidin-Alka-
line Phosphatase

Sigma    
(S2890)

1:200 TSA-ISH

Biotin polyklonal Streptavidin-Alexa 
Fluor 488

Invitrogen 
(S32354)

1:500 TSA-IHC

Digoxi-
genin

Schaf Fab Alkaline 
Phosphatase

Roche 
(1093274)

1:750 ISH

Digoxi-
genin

Schaf Fab Meerrettich-
Peroxidase

Roche 
(1207733)

1:500 TSA-ISH

Galpha 
Gustducin

Kaninchen polyklonal Santa Cruz    
(sc-395)

1:300 IHC

HSV Maus mono-  
klonal

Novagen  
(69171)

1:15000 ICC

Kaninchen 
IgG

Ziege polyklonal Alexa Fluor 488
Molecular 

Probes 
(A11034)

1:500 IHC

Kaninchen 
IgG

Ziege polyklonal Alexa Fluor 546
Molecular 

Probes 
(A11010)

1:500 IHC

Kaninchen 
IgG

Ziege polyklonal Alexa Fluor 633
Molecular 

Probes 
(A21071)

1:300 IHC
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Epitop Wirts-   
spezifität

Art konjugierte  
Gruppe

Hersteller Verdün-
nung

Anwen-
dung

Kaninchen 
IgG

Esel polyklonal Alexa Fluor 647
Molecular 

Probes 
(A31573)

1:300 IHC

Rho Maus
mono-  
klonal

von Dietmar 
Krautwurst, 
München

1:5000 IHC

Maus IgG Ziege polyklonal Alexa Fluor 488
Molecular 

Probes        
(A-11029)

1:2000 ICC

Maus IgG Pferd polyklonal Biotin
Vector La-
boratories       
(BA-2001)

1:500 ICC

NTPDase 
2

Kaninchen polyklonal
von Jean 

Sévigny, CAN
1:1000 IHC

Opsin 
mws/lws

Ziege polyklonal Santa Cruz 
(sc-14363)

1:200 & 
1:50

IHC

Opsin mws Kaninchen polyklonal
Novus       

Biological     
(NB110-74730)

1:200 & 
1:50

IHC

Opsin sws Ziege polyklonal Santa Cruz 
(sc-22117)

1:500 IHC

Ziege IgG Esel polyklonal Alexa Fluor 488
Molecular 

Probes 
(A11055)

1:500 IHC

Ziege IgG Esel polyklonal DSB X Biotin
Molecular 

Probes 
(D206989)

1:500 TSA-IHC
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2.4 Kits
Tab. 2.4. Bezugsquellen der verwendeten Kits.

Kit Hersteller

ABC Vectastain Elite Kit Vector Laboratories, Burlingame (USA)

GFX PCR DNA and Gelband Purification Kit GE Healthcare, Freiburg

Megaprime DNA Labeling System, dCTP GE Healthcare, Freiburg

MicroPoly(A)Purist™ Kit Ambion (Applied Biosystems, Darmstadt)

MEGAclear™ Kit Ambion (Applied Biosystems, Darmstadt)

mMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra Ambion (Applied Biosystems, Darmstadt)

NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel, Düren

NucleoBond PC 100 Macherey-Nagel, Düren

NucleoBond PC 500 Macherey-Nagel, Düren

rAPid DNA Dephos and Ligation Kit Roche Diagnostics, Mannheim

Poly(A) Tailing Kit Ambion (Applied Biosystems, Darmstadt)

TOPO-TA Cloning® Kit Invitrogen, Karlsruhe

TSA™ INDIREKT Biotin-Tyramid-System Perkin-Elmer, Boston (USA)

TSA™ Plus Biotin-Tyramid-System Perkin-Elmer, Boston (USA)

Vector M.O.M. Immundetection Kit Vector Laboratories, Burlingame (USA)

Zero Blunt Topo PCR Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe

2.5 Plasmide
Tab. 2.5. Bezugsquellen der verwendeten Plasmide.

Plasmid Hersteller

pACN Dr. Ulrich Böhm (ZMNH), Hamburg

pBluescript II KS+ Stratagene, Amsterdam (NL)

pcDNA5 FRT Invitrogen, Karlsruhe

pCR-Blunt II-TOPO Invitrogen, Karlsruhe

pCR-2.1-TOPO Invitrogen, Karlsruhe

pEAK 10 Edge Biosystem, Gaithersburg (USA)

pGEMHE5 Liman et al., 1992

pIRES-hrGFPII Stratagene, Amsterdam (NL)

pKO Scrambler V901-DTA Lexicon Genetics Incorporated, The Woodlands 
(USA)
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Für die heterologe Expression von Bitterrezeptoren wurde neben dem Plasmidvektor pEAK 10 
der Expressionvektor pcDNA5/FRT von Invitrogen herangezogen. Dieser wurde von Dr. Bernd 
Bufe durch Einbringung einer Klonierungskassette und einer Punktmutation bei 1831 bp 
modifiziert. Die Punktmutation bedingt den Verlust der EcoRI-Schnittstelle an dieser Position 
und ermöglicht die Nutzung der EcoRI-Schnittstelle in der multiple cloning site als singuläre 
Schnittstelle. Zwischen dieser und HindIII wurde ein SST-Tag eingefügt, das für die 45             
N-terminalen Aminosäuren des Somatostatinrezeptors Subtyp 3 der Ratte kodiert. Die Sequenz 
enthielt ein Zielsteuerungsmotiv, das die Plasmamembranlokalisierung heterolog exprimierter 
Bitterrezeptoren verbessert (Ammon et al., 2002; Bufe et al., 2002). Jener Sequenz folgte 
stromabwärts die kodierende Region der Bitterrezeptorgene ohne endogenes Stoppcodon. Die 
analysierten Bitterrezeptoren basierten vorrangig auf den Rezeptorsequenzen des C57BL/6-
Mausstammes (siehe Anhang, 8.4.1). Abweichend hiervon wurden für Tas2r103 (Plasmid von 
Jean-Pierre Montmayeur, Dijon, F) bzw. Tas2r102 und Tas2r115 die Rezeptorsequenzen des 
SWR-Stammes bzw. des DBA-Mausstammes verwendet. Unter Erhaltung des Leserahmens 
schloss sich an die Rezeptorsequenz eine NotI-Restriktionsschnittstelle und ein HSV-Tag für die 
immunhistologische Detektion der heterolog exprimierten Rezeptoren an. Die 30  bp 
umfassende Sequenz des HSV-Tags kodierte für das Glycoprotein-D-Epitop des Herpes 
simplex-Virus (HSV).

Im Zuge der Targeting-Vektor-Generierung kam der Vektor pKO Scrambler V901-DTA, der von 
Dr. Ulrich Boehm zur Verfügung gestellt wurde, zum Einsatz. Dieser enthielt ein Resistenzgen 
für das Antibiotikum Ampicillin (Amp R) und ein Diphtheriatoxin A-(DTA)-Fragment-Gen. DTA ist 
ein Exotoxin des Corynebacterium diphtheriae, welches den eukaryotischen Elongationsfaktor 2 
inaktiviert, dadurch die Translation in eukaryotischen Zellen inhibiert und so zum Tod dieser 
Zellen führt (Pappenheimer, 1977; Boquet et al., 1977). DTA wurde in der ES-Zellkultur zur 
Negativselektion eingesetzt (Yagi et al., 1990).

2.6 Oligonukleotide (Primer)
Die für die Durchführung von PCRs benötigten Oligonukleotide wurden anhand von 
Genominformationen aus den Datenbanken des National Center for Biotechnology Information 
(www.ncbi.nlm.nih.gov) und des Ensembl-Projektes (www.ensembl.org) ermittelt. Die Sequenz 
für die Generierung der In-situ-Hybridisierungssonde Tas1r1 wurde dem Allen Brain Altas 
(www.brain-map.org) entnommen. Mit Hilfe der Vector NTI-Software wurden die 
Primersequenzen auf ihre Eignung hinsichtlich Schmelztemperatur (50°C bis 67°C, ohne 
Berücksichtigung zusätzlich eingefügter Restriktionsschnittstellen) und GC-Gehalt (45 % bis 
55 %) sowie der Ausbildung von Sekundärstrukturen geprüft und von der Firma Eurofins MWG 
Operon (Martinsried) lyophilisiert bezogen. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind der 
Tab. 8.2 im Anhang zu entnehmen. 

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !           Material

29



2.7 Größenstandards
Tab. 2.6. Bezugsquellen der verwendeten Größenstandards.

Standard Hersteller Verwendung

1 kb DNA-Leiter (1 µg/µl) Invitrogen, Karlsruhe Southern Blot

GeneRuler DNA-Leiter-Mix (0,5 µg/µl) Fermentas, St. Leon-Rot DNA-Gelelektrophorese

RiboRuler RNA-Leiter-Mix                 
(4 µl/Tasche), high range

Fermentas, St. Leon-Rot RNA-Gelelektrophorese

Die DNA-Leiter wurden stets in einem Verhältnis von DNA-Leiter zu 6x-Ladepuffer und Wasser 
von 1:1:4 angefertigt. Für den Einsatz der RNA-Leiter wurde diese zu gleichen Teilen aus RNA-
Leiter und 2x-Ladepuffer gefertigt.

2.8 Lösungen und Puffer
Thermostabile, wässrige Lösungen wurden in einem Dampfdruckautoklaven vor Benutzung 
autoklaviert (121°C, 1  bar, 20 min) und anschließend bei RT gelagert. Die Anfertigung von 
Pufferlösungen erfolgte ausschließlich mit doppelt entionisiertem, filtriertem Wasser. Für RNA-
Arbeiten wurde autoklaviertes, entionisiertes und mit DEPC behandeltes Wasser verwendet.

Lösungen für Agarosegelelektrophorese

Ladepuffer für Agarosegelelektrophorese, 
6×
! 30 % Glycerol
! 0,2 % Bromphenolblau
! Lagerung bei -20°C

Tris-Acetat-EDTA-Puffer, TAE-Puffer, 50×
! 2 M Tris-Base
! 1 M Essigsäure
! 50 mM EDTA, pH 8,0 

MOPS-Puffer, 10× (pH 7,0)
! 0,2 M MOPS 
! 50 mM Natriumacetat 
! 10 mM EDTA, pH 7,0

Laufpuffer für denaturierendes Agarose-
gel
! 1/10 Vol. 10× MOPS-Puffer
! 0,67 % Formaldehyd

Puffer für FLIPR-Experimente

C1-Puffer (pH 7,4)
! 130 mM NaCl
! 5 mM KCl
! 10 mM HEPES, pH 7,4
! 2 mM CaCl2
! 10 mM Glucose

Lösungen für Stammzellkultur 

2x Einfriermedium
! 80 % (v/v) fötales Kälberserum
! 20 % (v/v) DMSO
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Lysispuffer für Stammzellen
! 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
! 10 mM EDTA
! 10 mM NaCl
! 0,5 % SDS
! 0,125 U/ml Proteinase K (Roche)
! 0,1 mg/ml RNase A

Lösungen für Arbeiten mit murinem       
Gewebe

Lysispuffer für Schwanzspitzen
! 50 mM Tris-HCl, pH 8,0
! 100 mM EDTA
! 100 mM NaCl
! 1 % SDS

Normal Tyrodes (pH 7,2)
! 135 mM NaCl
! 5 mM KCl
! 1 mM MgCl2
! 10 mM HEPES
! 10 mM Glucose
! 10 mM Natriumpyruvat

Ca2+/Mg2+-freier Tyrodes (pH 7,2)
! 140 mM NaCl
! 5 mM KCl
! 10 mM HEPES
! 10 mM Glucose
! 10 mM Natriumpyruvat
! 2 mM EGTA

Lösungen für Southern Blot

Denaturierungspuffer 
! 500 mM KOH 
! 1,5 M NaCl

Neutralisationspuffer 
! 500 mM Tris-HCl, pH 7,5
! 1,5 M NaCl

Prähybridisierungspuffer
! 1 % (v/v) Heringssperma-DNA, 10 g/l 
!                     (5 min, 95°C denaturiert)
! 10 % (w/v) Polyethylenglycol 6000
! 7 % (w/v) SDS
! 1,5x SSPE-Puffer 

Saline-sodium phosphate EDTA, SSPE-
Puffer, 20x (pH 7,4)
! 3 M NaCl
! 200 mM NaH2PO4⋅H2O
! 20 mM EDTA

Saline-sodium citrate, SSC-Puffer, 20x 
(pH 7,0)
! 3 M NaCl
! 0,3 M Trinatriumcitrat-Dihydrat

Waschpuffer A 
! 2x SSC-Puffer
! 0,5 % SDS

Waschpuffer B 
! 0,2x SSC-Puffer
! 0,1 % SDS

Lösungen für In-situ-Hybridisierung

Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser
! 0,1 % DEPC in H2O
! 3 x autoklavieren

4 %ige (w/v) Paraformaldehyd (PFA)-      
Lösung (pH 7,4)
! 40 g/l Paraformaldehyd
! 2 mM NaOH
! 1 mM MgCl2
! in 1x PBS
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Phosphate-buffered saline, PBS-Puffer, 
10x (pH 7,4)
! 0,8 M Na2HPO4

! 0,65 M NaCl
! 0,2 M NaH2PO4

Tris-buffered saline, TBS-Puffer, 10× 
(pH 7,4)
! 0,2 M Tris
! 1,5 M NaCl

Prähybridisierungspuffer
! 50 % (v/v) Formamid
! 5x Hybridisierungssalzlösung
! 5x Denhardts-Reagenz
! 0,2 % (w/v) SDS
! 250 µg/ml Hefe-tRNA
! 250 µg/ml Heringssperma-DNA
! Lagerung bei -20°C

Hybridisierungspuffer
! 10 % (w/w) Dextransulfat
! in Prähybridisierungslösung

50x Denhardts-Reagenz
! 1 % (w/v) Ficoll
! 1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
! 1 % (w/v) Rinderserumalbumin
! Lagerung bei -20°C

20x Hybridisierungssalzlösung (pH 6,8)
! 3 M NaCl
! 0,1 M PIPES
! 0,1 M EDTA

Saline-sodium citrate, SSC-Puffer, 20x 
(pH 7,0)
! siehe Lösungen für Southern Blot

RNase-Puffer
! 0,5 M NaCl
! 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
! 1 mM EDTA, pH 7,5
! 1 µg/ml oder 2 µg/ml RNase A

Puffer 1 (pH 7, 5)
! 150 mM NaCl
! 100 mM Maleinsäure

Puffer 2
! 1 % (w/v) Blockierungsreagenz 
            (Roche Diagnostics, Mannheim) 
! in Puffer 1
! Lagerung bei -20°C

Puffer 3 (pH 9,5) 
! 100 mM Tris-HCl
! 100 mM NaCl
! 50 mM MgCl2

Farbsubstrat
! 0,25 mg/ml NBT-Lösung 
! (in Dimethylformamid)
! 0,175 mg/ml BCIP-Lösung 
! (in Dimethylformamid)
! verdünnt in Puffer 3

Tris-EDTA-Puffer, TE-Puffer (pH 8,0)
! 10 mM Tris-HCl, pH 8,0
! 1 mM EDTA, pH 8,0

Lösungen für Immunhistochemie

Phosphate-buffered saline, PBS-Puffer, 
10x (pH 7,4)
! 0,2 M Na2HPO4

! 1,4 M NaCl
! 30 mM KCl
! 20 mM KH2PO4
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Tris-NaCl-Tween-Puffer, TNT-Puffer
! 0,1 M Tris-HCl, pH 7,5
! 0,15 M NaCl
! 0,05 % Tween 20

Tris-NaCl-Blocking-Puffer, TNB-Puffer
! 0,1 M Tris-HCl
! 0,15 M NaCl
! 0,5 % Blocking Reagenz (TSA-Kit)

Puffer für Oozytenexperimente

Ca2+-freier KulORi
! 90 mM NaCl
! 1 mM KCl
! 5 mM HEPES

Kultivierungspuffer, modifizierte Barth- 
Lösung nach Knox et al., 1993 (pH 7,4)
! 87 mM NaCl
! 2,4 mM NaHCO3 
! 2 mM KCl
! 1 mM MgCl2
! 0,7 mM Ca(NO3)2

! 0,82 mM CaCl2
! 5 mM Tris-HCl

Messpuffer, Ca2+-haltige Barth-Lösung nach 
Knox et al., 1993 (pH 7,2)
! 87 mM NaCl
! 2,4 mM NaHCO3 
! 2 mM KCl
! 1 mM MgCl2
! 28 mM CaCl2
! 5 mM Tris-HCl

2.9 Kulturmedien für Bakterien

LB-Agar (pH 7,0) mit Antibiotikumzusatz 
! 1,5 % (w/v) Agar 
 1 % (w/v) Casein-Hydrolysat
! 1 % (w/v) NaCl
! 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt
! autoklavieren

Nach dem Abkühlen auf etwa 50°C wurde dem Agar je nach Bedarf 100 µg/ml Ampicillin 
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 100 µg/ml Kanamycin (Gibco, Invitrogen, Karlsruhe) oder     
20  µg/ml Chloramphenicol (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) zugesetzt. Nach Überführung des 
Mediums in 10 cm-Petrischalen und Abkühlung bei RT, erfolgte die weitere Lagerung bei 4°C. 

LB-Medium (pH 7,0)
! 1 % (w/v) Casein-Hydrolysat
! 1 % (w/v) NaCl
! 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt
! autoklavieren, Lagerung bei RT
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SOC-Medium (pH 7,0)
! 2 % (w/v) g Casein-Hydrolysat
! 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt
! 0,05 % (w/v) NaCl
! 2,5 mM KCl
! autoklavieren

Das SOC-Medium wurde abschließend 10 mM MgCl2 (sterilfiltriert) und 20 mM Glucoselösung 
(sterilfiltriert) versetzt, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

2.10 Bakterienstämme 
Tab. 2.7. Bezugsquellen der verwendeten Bakterienstämme.

Bakterienstamm Hersteller

E.coli TOP10 Invitrogen, Karlsruhe

E.coli DH5! 107 Bioline, Luckenwalde

E.coli DH5! 109 Bioline, Luckenwalde

2.11 Eukaryotische Zelllinien und Materialien für deren Kultivierung
Im Zuge von Zellkulturexperimenten mit eukaryotischen Zelllinien wurden HEK293T-Zellen, die 
stabil die G-Protein-Chimäre G!16gust44 exprimierten, verwendet. Die HEK293T-Zellen 
wurden ursprünglich durch Jay  Slack (Givaudan Flavors Corp., Cincinnati; OH, USA) modifiziert 
und zur Verfügung gestellt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Dulbeccoʼs Modified Eagle 
Medium (DMEM). Diesem Medium wurde zusätzlich 10  % (v/v) hitzeinaktiviertes fötales 
Rinderserum, 2  mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 mg/ml Streptomycin (siehe 
Auflistung) zugesetzt. Die stabile Expression der G-Protein-Chimäre G!16gust44 wurde durch 
die Zugabe von 400 µg/ml G418 sichergestellt.

Tab. 2.8. Bezugsquellen der verwendeten Kulturmaterialien für eukaryontische Zelllinien.

Kulturmaterial Hersteller

Dulbeccoʼs Modified Eagle Medium mit 4,5 g/l 
Glucose

Invitrogen, Karlsruhe

fötales Rinderserum Biochrom AG, Berlin

Geneticin (G418) Invitrogen, Karlsruhe

Glutamin Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Poly-D-Lysin Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Streptomycin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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2.12 Embryonale Stammzellen und Materialien für deren Kultivierung
In der ES-Zellkultur wurden embryonale Zellen der murinen Linie R1 129/Sv vom Nagy Lab 
(Toronto, CAN; Nagy  et al., 1993) genutzt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 1x DMEM (mit 
Glucose, 25 mM Hepes, pyruvatfrei), zuzüglich 15 % fötales Kälberserum, 1x L-Glutamin 
(200 mM, 100x), 1x MEM NEAA (non essential amino acids, 100x), 1x Penicillin/Streptomycin 
(5000 IU Penicillin, 5000 µg Streptomycin/ml, 100x), 1x Nukleosidmix (100x), 
1x  Natriumpyruvat, 2x 2-Mercaptoethanol (1000x) und 1000 U/ml LIF (Leukemia Inhibitory 
Factor). 

Zur Anzucht der MEF-Zellen wurde DMEM (mit Glucose, 25 mM Hepes, pyruvatfrei) verwendet, 
welches mit 9 % fötalem Kälberserum, 1x MEM NEAA (100x) und 1x Penicillin/Streptomycin 
(5000 IU Penicillin, 5000 µg Streptomycin/ml, 100x) angereichert war. 

Tab. 2.9. Bezugsquellen der verwendeten Kulturmaterialien für embryonale Stammzellen.

Kulturmaterial Hersteller

DMEM (Glucose, pyruvatfrei, 25 mM Hepes) Invitrogen, Karlsruhe

Fötales Kälberserum (ES-qualified) PAA Laboratories, Cölbe

L-Glutamin (200 mM, 100x) Invitrogen, Karlsruhe

MEM NEAA (100x) Invitrogen, Karlsruhe

Penicillin/Streptomycin (5000 IU Penicillin,       
5000 µg Streptomycin/ml, 100x)

Invitrogen, Karlsruhe

Nucleosidmix (100x) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Natriumpyruvat Invitrogen, Karlsruhe

2-Mercaptoethanol (1000x) Invitrogen, Karlsruhe

LIF (107 U/ml, Esgro) Millipore, Schwalbach/Ts.

2.13 Versuchstiere
2.13.1 Xenopus laevis
Zur Prüfung der Eigenschaften von Opsinen wurden Oozyten des afrikanischen Krallenfrosches 
Xenopus laevis von Nasco (Nasco Biology  Dept. Fort Atkinson; WI, USA) bezogen. Hierbei 
handelte es sich ausschließlich um Weibchen, die in Becken mit 300 l Fassungsvolumen in 
Gruppen von 10 bis 20 Tieren gehalten wurden oder in der Anlage „XenopLus“ (Tecniplast, 
Hohenpleißenberg) mit permanentem Wasserzu- und Ablauf untergebracht waren. Die Haltung 
der Tiere erfolgte bei einer Wassertemperatur von 18°C mit regelmäßigen Überprüfungen der 
Wasserqualität (pH 7,2). Die Fütterung erfolgte mit einer speziell für den Krallenfrosch 
ausgerichteten Diät der Firma KLIBA NAFAG (Kaiseraugust, CH).
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2.13.2 Mus musculus

In Zuge dieser Arbeit wurden Hausmäuse (Mus musculus) des Inzuchtstammes C57BL/6, die 
von Elevage Janvier (Le Genest-Saint-Isle, F) bezogen wurden, verwendet. Die Tiere erhielten 
ad libitum Standardfutter für Nagetiere der Firma Ssniff (V1534-0, Ssniff, Soest). 

2.14 Geräte
Tab. 2.10. Verwendete Geräte und ihre Bezugsquellen.

Gerät Hersteller

Analysenwaage Acculab Atilon Sartorius AG, Göttingen

Binokular SZ-STU1 Olympus, Hamburg

Crosslinker Bio-Link BLX Biometra, Göttingen

Dampfsterilisator (Dampfdruckautoklav) Thermo Scientific, Karlsruhe

Denley Cellwash Labsystems, Frankfurt am Main

Economy-Heiz-Thermomixer MHR 11 HA04.1 Roth, Karlsruhe

Elektroporator Gene-Pulser BIO-RAD Laboratories, München

Flockeneisbereiter AF-10 Scotsman, Mailand (I)

Fluorometric imaging plate reader I Molecular Devices, München

Freezer minus86°C Forma Scientific, San Bruno (USA)

Gelelektrophoreseapparatur Horizon 20.25 Biometra, Göttingen

Gelstand Horizon 58 Whatman Biometra GmbH

GeneGenius Bio Imaging System                  
(Geldokumentation)

Syngene, Cambridge (UK)

Hybridisierungsofen PerfectBlot (ISH) PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Image Eraser Molecular Dynamics GmbH, Krefeld

Inkubator (für Zellkultur) Heraeus, Hanau

Integrator F607-8184 Medical Agent, Kyoto (J)

Kapillarziehgerät; Model P-97 Sutter Instrument Co., Novato (USA)

Kühlschrank Liebherr, Bulle (CH)

Konfokales Mikroskop, Leica TCS SP2 Leica Microsystems, Wetzlar

Kryostat HM 505 E, HM 560 Microm, Walldorf

Kühlzentrifuge 5810R Eppendorf GmbH, Hamburg

Mikroinjektor Sutter Instrument Co., Novato (USA)

Mikroskop Axioplan Carl Zeiss Mikroskopie, Göttingen

Mikrowelle Siemens, München

Mikrozentrifuge mit butterfly-Rotor Roth, Karlsruhe

Mirax Scansystem Carl Zeiss Mikroskopie, Göttingen
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Gerät Hersteller

OpusXpress Molecular Devices, München

pH-Meter Lab 850 Set Schott Instruments, Mainz

Power Pac 300                                              
(Spannungsquelle für Elektrophorese)

BIO-RAD Laboratories, München

Rotationsofen/Hybridisierungsofen OV3 Biometra, Göttingen

Rotlichtquelle, Infraphil HP1511 Philips Lighting, Eidhoven (NL)

Rundschüttler TR-250 Infors HT, Einbach

Scanner Storm 820 GE Healthcare, Freiburg

Schüttler HS250 IKA Labortechnik, Staufen

Spectrophotometer Nanodrop ND-1000 PEQLAB Biotechnologie, Erlangen

Sterilisator Memmert, Schwabach

Szintillationszähler LS 6000 LL Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Thermocycler T3000 Biometra, Göttingen

Thermocycler TGradient Biometra, Göttingen

Thermomixer Eppendorf GmbH, Hamburg

Tissue lyser II QIAGEN, Hilden

Transilluminator 4000 Stratagene, Amsterdam (NL)

UV-Lichtquelle, LED-UV-Auflicht Volpi AG, Schlieren (CH)

UV-Lichtquelle, filtered lamp for fluorescence 
VL-6.MC

Vilber Lourmat, Eberhardzell

Vakuumzentrifuge 5301 Eppendorf GmbH, Hamburg

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York (USA)

Waage AC 211S Sartorius AG, Göttingen

Wasserbad 1003 Gesellschaft für Labortechnik mbH, Burgwedel

Wasserreinigungssystem ultra clear basic SG Wasseraufbearbeitung und Regenerierung 
GmbH, Barsbüttel

Weißlichtquelle, Intralux 4000-1 Volpi AG, Schlieren (CH)

Zentrifuge 5424 Eppendorf GmbH, Hamburg
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2.15 Software
Tab. 2.11. Eingesetzte Software und ihre Bezugsquellen.

Software Hersteller

AxioVision 4.7.2 Carl Zeiss, Göttingen

ChemWindow 3 CompuChem, Niederhall

Corel Draw Corel Corporation, Ottawa (CAN)

Clamp fit 9.0 Molecular Devices, München

FLIPR384 Molecular Devices, München

Geldokumentationssoftware GeneSnap Syngene, Cambridge (UK)

Graph Pad Prism 4 Graph Pad Software, San Diego (USA)

LCS Leica Confocal Software Leica Microsystems, Wetzlar

Meta Morph 7.1.3.0 Molecular Devices, München

Mirax Viewer Carl Zeiss, Göttingen

Nanodropsoftware ND-1000 V3.3.0 peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen

OpusXpress 1.0 Molecular Devices, München

Scannersoftware Storm GE Healthcare, Freiburg

SigmaPlot 11.0 SPSS Inc., (IBM, New York, USA)

SPSS 12.0 SPSS Inc., (IBM, New York, USA)

Vector NTI 9 Invitrogen, Karlsruhe
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden
3.1.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction; PCR) ist ein molekularbiologisches 
In-vitro-Verfahren zur exponentiellen Amplifikation von DNA-Abschnitten, basierend auf der 
Matrizen-gesteuerten und Primer-abhängigen Replikation doppelsträngiger DNA. In der 
vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der PCR Fragmente für verschiedene Expressionsvektoren 
und Abschnitte der Zielvektoren zur Generierung der genetisch veränderten Mäuse gefertigt, 
sowie die Genotypisierung und Gewebecharakterisierung der Mäuse realisiert. 

Die Amplifikation von spezifischen Nukleotidsequenzen erfolgte über den Einsatz von 
Desoxynukleotiden (dNTPs; 0,05 mM bis 1 mM), Vorwärts- (forward; for) und Rückwärtsprimern 
(reverse; rev; je 200 pM bis 300 pM), polymerasespezifischen Puffern, DNA-Polymerase, 
Amplifikationsmaterial (10 ng bis 100 ng) und Wasser (Ultra pure water, Biochrom AG, Berlin) in 
einem 0,2 ml-PCR-Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg). Die Reaktionsansätze mit einem 
finalen Volumen von 25 µl (bei Nutzung von Advantage Taq- und Invitek-Polymerase) oder 50 µl 
(bei Einsatz von PfuTurbo-Polymerase) durchliefen spezifische Temperaturabfolgen und 
Synthesebedingungen in einem Thermocycler. Standardmäßig wurde in der vorliegenden Arbeit 
die Advantage Taq-Polymerase eingesetzt. Für die Generierung von Fragmenten, die für die 
Zielvektoren bestimmt waren, wurde hingegen die PfuTurbo genutzt. Deren 3ʼ-5ʼ-Exonuklease-
Aktivität erlaubt die Korrektur falscher Basenpaarungen, wodurch unerwünschte Mutationen 
etwa 10-fach seltener auftreten. Die angereicherten DNA-Fragmente wurden mittels 
Agarosegelelektrophorese (siehe 3.1.2.1) überprüft.

Reaktionsansatz für Advantage TaqReaktionsansatz für Advantage Taq AmplifikationsschritteAmplifikationsschritte

Puffer 1x 5 - 10 min 95°C

dNTPs 0,05 - 300 mM 1 min 95°C

for Primer 200 - 300 pmol 1 min 55°C - 67°C

rev Primer 200 - 300 pmol 1 min/1000 bp 68°C

Polymerase-Mix 0,3 - 0,5 µl 10 min 68°C

Wasser ad 25 µl 4°C

}
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Reaktionsansatz für Invitek TaqReaktionsansatz für Invitek Taq AmplifikationsschritteAmplifikationsschritte

Puffer 1x 10 min 95°C

dNTPs 0,25 mM 1 min 95°C

for Primer 200 pmol 1 min 61°C - 65°C

rev Primer 200 pmol 1 min/1000 bp 71°C

MgCl2 1,5 mM 10 min 71°C

Polymerase 5 U 4°C

Wasser ad 25 µl

} 

Reaktionsansatz für Pfu-PolymeraseReaktionsansatz für Pfu-Polymerase AmplifikationsschritteAmplifikationsschritte

Puffer 1x 2 min 95°C

dNTPs 1 mM 0,5 min 95°C

for Primer 300 pmol 0,5 min 55°C - 67°C

rev Primer 300 pmol 1 min/1000 bp 72°C

Polymerase 2,5 U 10 min 72°C

Wasser ad 50 µl 4°C

} 

3.1.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine Methode, um DNA- und RNA-Fragmente (Nuklein-
säuren) verschiedener Größen voneinander zu trennen, sowie DNA-Fragmente aufzureinigen.

3.1.2.1 Gele zur Trennung von DNA-Fragmenten

In Abhängigkeit von der Größe der zu trennenden DNA-Fragmente wurden 0,8 % bis 2 % (w/v) 
Agarose (Ultra pure, Invitrogen, Karlsruhe) in 1x-TAE-Puffer durch Erhitzen gelöst und     
0,3  µg/ml Ethidiumbromid hinzugefügt. Die zu separierenden Proben wurden mit Ladepuffer 
versetzt und zur elektrophoretischen Auftrennung in die Taschen des Geles pipettiert. Der 
Auftrennungsprozess erfolgte je nach zu erwartender Fragmentgröße und Gelformat für 25 min 
bis 90 min in 1x-TAE-Puffer mit 0,3 µg/ml Ethidiumbromid. Für Southern-Blot-Analysen wurden 
hingegen 0,8 %ige Agarosegele mit 0,4 µg/ml Ethidiumbromid in 2x-TAE-Puffer verwendet. Die 
Elektrophorese erfolgte hier innerhalb von 3 h bis 5 h, bei 80 bis 110 V in 2x-TAE-Puffer ohne 
zusätzliches Ethidiumbromid. 

3.1.2.2 Gele zur Trennung von RNA-Fragmenten
Für die Auftrennung von RNA-Fragmenten wurden denaturierende Agarosegele angefertigt. 
Hierfür wurden 1,2 % Agarose (w/v) in 1x-MOPS-Puffer gelöst und anschließend 0,67  % 
Formaldehyd hinzugefügt. Die zu analysierenden Proben wurden mit 2x-RNA-Ladepuffer 

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !        Methoden

40

  48 Zyklen

  35 bis 
  40 Zyklen



(Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und für 10 min auf 65°C  erhitzt. Nach kurzer Abkühlung auf 
Eis wurde den Proben 1 µg Ethidiumbromid beigefügt. Die RNA-Proben wurden anschließend 
in 1x-MOPS-Puffer mit 0,74 % Formaldehyd für 30 min bis 60 min bei 70 V elektrophoretisch 
aufgetrennt.

3.1.3 Isolation von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Für die Isolation von DNA-Fragmenten wurden diese nach elektrophoretischer Auftrennung mit 
Hilfe eines Skalpells aus dem Agarosegel isoliert und gemäß der Herstelleranleitung des GFX 
PCR DNA and Gelband Purification-Kits aufgereinigt. Abweichend hiervon erfolgte die Eluation 
der DNA-Fragmente in 50°C warmem, deionisiertem Wasser.

3.1.4 Reinigung von DNA-Fragmenten mittels Glasfasersäule
In Anwesenheit hoher Konzentrationen chaotroper Salze binden DNA-Fragmente an Silikat-
Material, die nach Entfernung unerwünschter Begleitkomponenten wie Pufferrückständen, 
Enzymen oder Nukleotiden mit Lösungen geringer Salzkonzentration (in diesem Fall Wasser) 
eluiert werden können. Die Aufreinigung von PCR-Ansätzen und Restriktionsverdaus erfolgte 
unter Zuhilfenahme des GFX PCR DNA and Gelband Purification-Kits. Die Umsetzung erfolgte 
nach Herstellerangaben. Abweichend von dessen Empfehlungen wurden zur Eluation 35 µl bis 
50 µl 50°C warmes Wasser herangezogen.

3.1.5 Mikrodialyse
Zur Entsalzung von Plasmidlösungen (u. a. nach Dephosphoryl ierungs- und 
Restriktionsreaktionen) wurde eine Petrischale mit entionisiertem Wasser gefüllt, ein 
Membranfilter (Porengröße 0,025  µm; Millipore, Schwalbach/Ts.) auf die Wasseroberfläche 
gelegt und die Plasmidlösung auf den Filter pipettiert. Nach 20 min wurde die nun salzärmere 
Plasmidlösung in ein Reaktionsgefäß überführt und nachfolgenden Reaktionsschritten 
zugeführt.

3.1.6 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Für die Charakterisierung (analytischer Restriktionsverdau) und Klonierung (präparativer 
Restriktionsverdau) von DNA-Fragmenten und genomischer DNA wurden Enzyme von 
Fermentas und New England Biolabs in dem vom Hersteller mitgelieferten Puffersystem 
verwendet. Im analytischen Restriktionsverdau wurden 100 ng bis 300 ng DNA bei 37°C für 1 h 
bis 2 h inkubiert. Der präparative Restriktionsverdau mit 1 µg bis 10 µg Plasmid-DNA oder ES-
Zell-DNA/genomischer DNA erfolgte über Nacht bei 37°C  unter Einsatz von 10 U bis 50 U des 
Restriktionsenzyms.
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3.1.7 Dephosphorylierung von linearisierter Plasmid-DNA

Um Religationen von Vektoren zu unterbinden, wurden unter Nutzung der alkalischen 
Phosphatase (shrimp alkaline phosphatase, SAP) 5´-terminale Phosphatgruppen von den 
Plasmid-Enden abgespalten. Hierfür wurden 100 ng bis 1 µg Plasmid-DNA und 1  U rAPid 
Alkaline Phosphatase aus dem Rapid DNA Dephos and Ligation Kit im entsprechenden 
Reaktionspuffer 1  h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das Enzym bei 72°C  für 2 min 
hitzeinaktiviert und direkt zur Ligation eingesetzt. Im Zuge der Zielvektorgenerierung wurde die 
SAP von Roche verwendet. Die Inkubation des Enzyms mit der Plasmid-DNA erfolgte ebenfalls 
für 1 h, gefolgt von einer Hitzeinaktivierung bei 65°C für 20 min und einer Entsalzung mittels 
Dialyse (siehe 3.1.5).

3.1.8 Auffüllen von 5ʼ-Überhängen nach Restriktionsspaltung

Bei der Restriktionsspaltung von DNA werden in Abhängigkeit der Restriktionsendonukleasen 
zum Teil einzelsträngige Überhänge erzeugt, die bei der Ligation mit einem blunt (glatt) verdau-
ten Vektor eine schlechte Ligationseffizienz bedingen. In einem solchen Falle wurde daher das 
überstehende Ende mit Hilfe des Klenow-Fragments zu glatten Enden modifiziert. Beim 
Klenow-Fragment handelt es sich um eine größere Untereinheit der DNA-Polymerase I des 
Bakteriums E.coli, die 5´-3´-Polymeraseaktivität und 3´-5´-Exonukleaseaktivität besitzt. Zum 
Auffüllen der 5´-Überhänge wurden etwa 150 ng DNA, 5 U Klenow-Fragment und 62,5 µmol 
dNTPs in 1x-Klenow-Fragment-Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 µl gemischt. Nach einer 
Inkubation bei 37°C  für 10 min wurde das Enzym hitzeinaktiviert (10 min bei 75°C) und konnte 
nach erfolgter Mikrodialyse (siehe 3.1.5) zur Ligation eingesetzt werden.

3.1.9 Phosphorylierung und Hybridisierung von DNA-Fragmenten

Um eine Steigerung der Ligationseffizienz zwischen dephosphorylierten Vektoren und 
Oligonukleotid-Fragmenten von Eurofins MWG Operon (Martinsried) zu erzielen, war vorab die 
Phosphorylierung und Hybridisierung dieser Fragmente notwendig. Zur Phosphorylierung wurde 
die T4-Polynukleotidkinase eingesetzt. Sie katalysiert die Übertragung des #-Phosphats von 
ATP auf das 5ʼ-Hydroxy-Ende eines Oligonukleotids. Hierfür wurden 300 pmol der 
einzelsträngigen Oligonukleotide mit 10 U T4-Polynukleotidkinase in 1x-Ligasepuffer mit ATP in 
einem 50 µl Reaktionsansatz für 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde mittels 
Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65°C über 20 min abgestoppt. Anschließend erfolgte die 
Hybridisierung zweier komplementärer Oligonukleotide. Zu diesem Zweck wurden 10 µl jedes 
Phosphorylierungsansatzes (60 pmol jedes Oligonukleotids) miteinander vermischt und auf 
65°C erhitzt. Nach der initialen Denaturierung der intramolekularen Strukturen wurde die 
Temperatur alle 20 s um 1°C gesenkt, bis zum Erreichen von 25°C. Die so gewonnenen 
doppelsträngigen DNA-Fragmente konnten nachfolgend zur Ligation eingesetzt werden.
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3.1.10 Ligation linearisierter Plasmid-DNA mit DNA-Fragmenten

3.1.10.1 Ligation mit T4-Ligase

Die Ligation von dephosphorylierten Vektoren (siehe 3.1.7) und linearisierten, über 
Agarosegelelektophorese (siehe 3.1.3) oder Glasfasersäulen (siehe 3.1.4) aufgereinigten DNA-
Fragmenten wurde mit Hilfe des rAPid DNA Dephos and Ligation Kit umgesetzt. Die Inkubation 
erfolgte für 30 min bei RT. Bei der Reaktion lagen Vektor und Fragment in einem molaren 
Verhältnis von 1:3 vor. Die Generierung von Plasmiden, mit einer Größe von mehr als 10 kb 
(Zielvektorgenerierung), erfolgte mit der T4-DNA-Ligase von New England Biolabs. Diese 
wurde über Nacht bei 16°C oder 4°C mit den Plasmidfragmenten inkubiert.

3.1.10.2 TOPO-TA/blunt-Klonierung

Die Klonierung von DNA-Fragmenten in die pCR-2.1-TOPO- und pCR-Blunt II-TOPO-Vektoren 
wurde entsprechend der Informationen des Herstellers mit dem TOPO-TA-Cloning Kit bzw. dem 
Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit umgesetzt. Die Einbringung der generierten Konstrukte in 
kompetente E.coli-Zellen des Typs TOP10 erfolgte mittels Transformation (siehe 3.1.13).

3.1.11 Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion

DNA-Lösungen zur Isolation von genomischer DNA aus Schwanzspitzenbiopsien und 
Zielvektorplasmide wurden zur Extraktion mit 1 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 
(PCI, 25:24:1; Roth, Karlsruhe) versetzt und durch Zentrifugation bei 13000 rpm für 10 min 
einer Phasentrennung unterzogen. Die DNA enthaltende, obere, wässrige Phase wurde in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt und im Falle der Zielvektorgenerierung erneut mit 1 Volumen 
Chloroform/Isoamylalkohol (CI, 24:1; Roth, Karlsruhe) extrahiert und anschließend gefällt. Bei 
der Isolation von genomischer DNA aus Mausschwanzspitzen schloss sich an die PCI-
Extraktion direkt die Fällung der DNA an.

3.1.12 Nukleinsäure-Fällung mit Ethanol
Nukleinsäurelösungen wurden unter Zugabe von 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat und dem 
2,5‑fachen Volumen an 100 %  Ethanol (-20°C) für 30 min bei -80°C gefällt. Anschließend 
wurden die Proben zentrifugiert (13000 rpm, 30 min, 4°C) und das Pellet nach Entfernen des 
Überstandes mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen, getrocknet und in Wasser aufgenommen.

3.1.13 Transformation chemisch kompetenter E.coli-Zellen

Für die Transformation ligierter DNA-Plasmide wurden kompetente E.coli-Bakterien (2.10) mit 
dem Ligationsansatz gemischt und nach 30 min auf Eis, einem Hitzeschock für 30 s (TOP10-
Zellen) bzw. 45 s (Zellen von Bioline) bei 42°C  unterzogen. Nach einer kurzen 
Abkühlungsphase auf Eis wurde den Zellen SOC-Medium zusetzt und für 45 min bis 60 min bei 
37°C auf einem Schüttler (200  rpm) inkubiert. Anschließend wurde der Transformationsansatz 
auf LB-Agarplatten mit Antibiotikum (Ampicillin, 100 µg/ml; Kanamycin, 30  µg/ml; 
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Chloramphenicol, 30 µg/ml), entsprechend dem Selektionsmarker des Plasmids ausgestrichen 
und bei 37°C über Nacht inkubiert.

3.1.14 Präparation von Plasmid-DNA aus E.coli
Die auf den LB-Agarplatten angewachsenen E.coli-Kolonien wurden nachfolgend in 2 ml (für 
analytischen Maßstab) bis 200 ml (für präparativen Maßstab) LB-Medium mit entsprechendem 
Antibiotikazusatz über einen Zeitraum von 12 h bis 18 h bei 37°C und 200 rpm angezüchtet. 

Die Gewinnung analytischer Mengen an Plasmid-DNA (1 µg bis 10 µg) erfolgte unter Einsatz 
des NucleoSpin Plasmid Kits, nach der Anleitung des Herstellers, mit Hilfe von Silikat-Säulen. 
Größere Mengen reiner Plasmid-DNA (50 µg bis 400 µg) wurden mit dem NucleoBond PC 
Plasmid DNA Purification Kit isoliert. Dabei wurde Plasmid-DNA mit Hilfe von Anionen-
Austauscher-Harz auf Silikatbasis nach Herstellerangaben aufgereinigt.

3.1.15 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren
Die Konzentrat ion und der Reinhei tsgrad von Nukleinsäurelösungen wurde 
spektrophotometrisch durch Messung der Absorption bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Die 
Angabe von Konzentrationen ergab sich wie folgt:

Konzentration c [µg/ml] = Absorption260nm * Verdünnungsfaktor * Absorptionskoeffizient.

Der Absorptionskoeffizient doppelsträngiger DNA beträgt 50 ng/µl, der einzelsträngiger RNA 
40 ng/µl. Die Bestimmung der Absorption bei 280 nm – dem Absorptionsmaximum aromatischer 
Aminosäuren – gab Aufschluss über Verunreinigungen mit Proteinen. Nahezu proteinfreie 
Nukleinsäurelösungen weisen idealerweise einen Quotienten Absorption260nm/Absorption280nm 
von 1,8 bis bis 2,1 auf. Ein Quotient von < 1,7 kann als grobe Proteinverunreinigung gedeutet 
werden (Mülhardt, 2003).

3.1.16 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA-Proben erfolgte durch Eurofins MWG Operon (Martinsried). 
Entsprechend den Weisungen des Unternehmens wurden 1 µg DNA und 30 pmol Primer in 
einem Volumen von 15 µl der Firma zugesandt. Jedes Konstrukt wurde jeweils mit einem 
vorwärts- und einem rückwärtsgerichteten Primer sequenziert. Die Auswertung der Sequenzen 
erfolgte mit der Software ContigExpress des Vector NTI-Softwarepaketes.
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3.2 Zellbiologische Arbeiten mit humanen Nierenzelllinien
3.2.1 Kultivierung von HEK293T-Zellen
Für die zellbiologischen Arbeiten mit humanen Nierenzellen wurden HEK293T-Zellen, die stabil 
die G-Protein-Chimäre G!16gust44 (2.11) exprimierten, verwendet. Die Zellen wurden auf Poly-
D-Lysin-beschichten (1  µg/ml Poly-D-Lysin in Wasser, 30 min Inkubation) 10  cm-Schalen in 
s e r u m h a l t i g e m D M E M b e i 3 7 ° C , 5 %  C O 2 - P a r t i a l d r u c k u n d g e s ä t t i g t e r 
Wasserdampfatmosphäre kultiviert. Zum Passagieren der Zellen wurde das umgebende 
Medium vollständig abgenommen und die Zellen mit Trypsin (0,05 %  (w/v) Trypsin; 0,5 mM 
EDTA in PBS) vom Boden gelöst. Die Reaktion wurde durch Zugabe von serumhaltigem DMEM 
abgestoppt. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen pelletiert (900 rpm, 5 min) und in frischem 
serumhaltigem DMEM resuspendiert. Abschließend wurde die Zellsuspension in einer 
geeigneten Verdünnung in neue Kulturschalen ausgesät. Die Kultivierung der Zellen erfolgte 
über einen Zeitraum von etwa 30 Passagen. Um neue Zellen in Kultur zu nehmen, wurden in 
flüssigem Stickstoff gelagerte Zellaliquots im Wasserbad aufgetaut und in eine mit DMEM 
gefüllte Kulturschale überführt. Um tote Zellen und das in der Kryokonservierung notwendige 
DMSO (10 % DMSO in DMEM) aus dem Kulturmedium zu entfernen, wurde dieses nach 2 h bis 
4 h nach Aussaat durch frisches, serumhaltiges Medium ausgetauscht. 24 h nach Auftauen der 
Zellen erfolgte die Kultivierung unter Antibiotikadruck. Neu aufgetaute HEK293T-Zellen wurden 
nicht vor der vierten Passage für Experimente herangezogen. Für Calcium-Imaging-
Experimente erfolgte die Aussaat der Zellen in 96-Loch-Platten (µClear, Greiner, Solingen; 
beschichtet mit 10 µg/ml Poly-D-Lysin). Für immuncytochemische Experimente wurden die 
HEK293T-Zellen auf Poly-D-Lysin-beschichtete Deckgläschen (∅12 mm, Roth, Karlsruhe), die 
vor der Beschichtung in Löcher einer 24-Loch-Platte überführt wurden, ausgesät. 

3.2.2 Transiente Transfektion von HEK293T-Zellen
Ein (bei Calcium-Imaging-Experimenten) bis zwei Tage (bei immuncytochemischen Analysen) 
nach Zellaussaat erfolgte die Transfektion der HEK293T-Zellen. Diese wiesen zum Zeitpunkt 
der Transfektion ein Zelldichte von 60 % bis 70 % auf. Die transiente Transfektion erfolgte 
mittels Lipofektamin 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) nach Angaben des Herstellers. Hierfür wurde 
das Medium der Zellen gegen serumfreies DMEM ersetzt. Je nach Plattentyp  wurde eine 
entsprechende Menge an DNA in serumfreiem Medium aufgenommen und Lipofektamin für 
5 min in serumfreiem Medium gelöst. Die pro Loch eingesetzten DNA- und Lipofektamin-2000-
Mengen sind in Tab. 3.1 aufgelistet. Die Sequenzen bzw. Accession numbers der analysierten 
Bitterrezeptoren sind dem Abschnitt 8.4.1 bzw. der Tab. 8.4 im Anhang zu entnehmen.
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Tab. 3.1. Mengen und Volumen der für die transiente Transfektion verwendeten Materialen bei 
unterschiedlichen Plattenformaten. Angaben pro Loch.

Plattentyp
DNA 

[ µg]

VDNA in DMEM 

[µl]

Lipofektamin 
2000 

[µl]

V Lipofektamin 2000 

in DMEM

[µl]

VDMEM-Vorlage im 

Loch 

[µl]

96-Loch-Platte 0,15 12,5 0,3 12,5 50

24-Loch-Platte 0,75 25,0 1,5 25 500

Anschließend wurden die DNA- und Lipofektamin-2000-haltigen Medien gemischt und für 
20 min bei RT inkubiert. Innerhalb dieser Zeit bildeten sich DNA-Lipofektamin-2000-Komplexe 
aus, die später von den Zellen aufgenommen werden konnten. Die Zellen wurden mit den 
Transfektionsgemisch etwa 3 h bis 5 h inkubiert, bevor das Transfektionsmedium gegen 
frisches, serumhaltiges DMEM ersetzt wurde. Etwa 24 h bis 26 h nach Beginn der Transfektion 
wurden die transient transfizierten Zellen den Experimenten zugeführt.

3.2.3 Nachweis der Expression transient transfizierter Bitterrezeptoren mittels 
Immuncytochemie

Auf Grund fehlender funktionierender Antikörper für Bitterrezeptoren war der direkte 
immunologische Nachweis von Tas2rs in transient transfizierten Zellen mit rezeptorspezifischen 
Antikörpern nicht möglich. Jedoch enthielten die hier zum Einsatz gekommenen 
Bitterrezeptorplasmide eine 30 bp lange C-terminale Sequenz, die für das Glycoprotein-D-
Epitop des Herpes simplex-Virus kodiert. Die auf diese Weise markierten Bitterrezeptoren 
konnten über die kurze HSV-Peptidsequenz mit Hilfe eines kommerziellen Antikörpers indirekt 
nachgewiesen werden. Hierfür wurden wie in Abschnitt 3.2.1 geschildert, HEK293T-
G!16gust44-Zellen auf Poly-D-Lysin beschichtete Glasdeckplättchen in einer 24-Loch-Platte 
ausgesät und 48 h später transfiziert (siehe 3.2.2). Nach Verstreichen weiterer 24 h wurden das 
DMEM durch zweimaliges Waschen mit 37°C warmem PBS entfernt und die Zellen 
anschließend zur Unterbindung der Endozytose 30 min auf Eis mit 4°C kaltem PBS inkubiert. 
Die Färbung der Zellmembranen erfolgte mit Concanavalin A (5 µg/ml; Sigma, Taufkirchen) in 
PBS für 1 h auf Eis. Überschüssiger Farbstoff wurde durch dreimaliges Waschen (jeweils für 
1 min) mit 4°C kaltem PBS beseitigt und die Zellen durch eine Aceton-Methanol-Mischung (1:1; 
2  min auf Eis) fixiert und permeabilisert. Lösungsreste wurden erneut durch dreimaliges 
Waschen mit PBS entfernt. Um unspezifische Antikörperbindungen an den Zellmembranen zu 
unterbinden wurden die Zellen vor ihrer Inkubation (1 h bei RT) mit dem monoklonalen HSV-
Tag-Antikörper in PBS mit 3 % Pferdeserum, für 30 min mit 3 %  Pferdeserum in PBS blockiert. 
Nach wiederholtem dreimaligem Waschen (jeweils 5 min) mit PBS und erneuter Blockierung mit 
3 % Pferdeserum in PBS, erfolgte die einstündige Inkubation mit den Sekundärantikörpern. 
Dabei handelte es sich um ein Streptavidin-gekoppeltes Alexa-Fluor-633-Peptid (Detektion von 
Concanavalin A) und einen gegen die Maus gerichteten Alexa-Fluor-488-Antikörper 
(Sekundärantikörper zur HSV-Visualisierung). Unspezifisch gebundene Antikörper wurden 
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mittels dreimaligem Waschen für 10 min eliminiert und die Präparate durch ein erneutes 
Waschen mit Wasser entsalzt. Die Glasdeckplättchen wurden mit der Oberseite nach unten auf 
einen Objektträger mit Einbettmedium (Fluorescent Mounting Medium, Dako, Hamburg) 
überführt und die Präparate nach Aushärtung am Konfokalmikroskop (siehe 3.5.7) analysiert 
und digitalisiert.

3.2.4 Funktionelle Charakterisierung von Bitterrezeptoren

3.2.4.1 Grundlage von Calcium-Imaging-Experimenten

Zur funktionellen Analyse von heterolog exprimierten Rezeptoren wurde ein auf dem           
Ca2+-Status von Zellen und Geweben basierendes Reportersystem, das Calcium Imaging, 
angewandt. Dieses nutzt die Eigenschaft von Bitterrezeptoren über koexprimierte G-Proteine 
den PLC-Signalweg zu verwenden. Für die Aktivierung von PLC sind G-Proteinuntereinheiten 
des Typs G!q vonnöten, deren C-Termini mit den Geschmacksrezeptoren interagieren (Conklin 
et al., 1993; Lichtarge et al., 1996). In diesem Fall kam, nach Vorbild von Ueda et al. (2003) die 
G-Protein-Chimäre G!16gust44, bei der die 44 C-terminalen Aminosäuren des G!16 durch die 
des Gustducins (G!q-Subtyp) ersetzt wurden und die von den HEK293T-Zellen stabil exprimiert 
wird, zum Einsatz. Diese C-terminalen Aminosäuren des Gustducins beinhalten die spezifische 
Bindungsdomäne des G-Proteins, mit der die Kopplung der Gustducin-G!-Untereinheit an die 
Bitterrezeptoren in Geschmacksrezeptorzellen erfolgt (McLaughlin et al., 1992; Ueda et al., 
2003). Somit führt eine Rezeptoraktivierung durch die Wechselwirkung mit der G-Protein-
Chimäre zu einem IP3-vermittelten Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Dieser kann 
mit Hilfe von Ca2+-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen, die durch die Bindung von Ca2+-Ionen ihre 
Fluoreszenzeigenschaften verändern, fluometrisch erfasst werden. Die Wirkungsweise dieser 
Ca2+-Indikatoren beruht auf den Eigenschaften von BAPTA (1,2-Bis(O-Aminophenoxy)Ethan-
N,N,N´,N´-Tetraessigsäure), zweiwertige Ionen durch seine Carboxylgruppen zu chelatieren. 
Die Bindung von Ca2+-Ionen an den Ca2+-Indikator, hier Fluo4 (Invitrogen, Karlsruhe), bewirkt 
eine Steigerung seiner Fluoreszenz-Intensität ohne Spektralverschiebung. Fluo4 wird als 
Acetoxymethylester (AM) genutzt, in dem die Carboxylgruppen maskiert vorliegen, damit die 
Membrangängigkeit des Farbstoffes gewährleistet werden kann. Von der Zelle aufgenommen, 
führt die Aktivität von endogenen unspezifischen Esterasen zur Abspaltung des Esters. Der 
Ca2+-Indikator liegt nun funktionstüchtig in der Zelle vor und kann diese auf Grund seiner 
Ladung nicht mehr verlassen. 

Für die funktionelle Charakterisierung von Bitterrezeptoren in HEK293T-G!16gust44-Zellen 
wurden diese nach Beladung mit dem Ca2+-Indikator Fluo4 mit Testsubstanzen stimuliert. Die 
Reaktion der Zellen auf die Applikation wurde fluometrisch am Fluoreszenz-Plattenlesegerät 
erfasst. Das Prinzip  der funktionellen Analyse von HEK293T-G!16gust44-Zellen in Calcium-
Imaging-Experimenten ist in Abb. 3.1 schematisch dargestellt.
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Abb.  3.1. Prinzip von Calcium-
I m a g i n g - E x p e r i m e n t e n i n 
HEK293T-Zellen. Die Bindung von 
Liganden an heterolog exprimierte 
Bi t terrezeptoren in HEK293T-
G!16gus t44 -Ze l l en füh r t zu r 
Aktivierung von G-Proteinen, in 
dessen Folge die G-Protein-!-
Untere inhe i t G!16gust44 d ie 
membranständige Phospholipase C" 
(PLC") stimuliert. PLC" katalysiert 
d i e U m s e t z u n g v o n 
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
(PIP2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat 
(IP3) und Diacylglycerol (DAG). IP3 
bedingt durch die Bindung an IP3-
R e z e p t o r e n ( I P 3 R ) d e s 
endoplasmatischen Retikulums (ER) 

die Freisetzung von Calcium-Ionen aus diesem. Bedingt durch die Beladung der Zellen mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Fluo4 führt der transiente Anstieg der cytosolischen Calcium-Ionen-Konzentration zu 
einem proportionalen Fluoreszenzsignal. (Bild: Dr. Anne Brockhoff)

3.2.4.2 Calcium-Imaging-Experimente im Fluoreszenz-Plattenlesegerät

Zwei Tage nach Aussaat der Zellen (siehe 3.2.1) auf schwarzwandige 96-Loch-Platten mit 
klarem Boden und 22 h bis 24 h nach Transfektion der HEK293T-G!16gust44-Zellen 
(siehe 3.2.2) wurden die Calcium-Imaging-Experimente im FLIPR (Fluorometric imaging plate 
reader) durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen 60 min mit dem Ca2+-Indikator Fluo4-AM in 
einer Mischung aus 2 µM Fluo4-AM und 2,5  mM Probenecid (Sigma, Taufkirchen) in 
serumfreiem Medium in einem Volumen von 50 µl inkubiert und beladen. Der überschüssige 
und unspezifisch gebundene Farbstoff wurde durch dreimaliges Waschen im automatischen 
Plattenwaschgerät im Abstand von etwa 20 min bis 30 min mit C1-Puffer entfernt. Zwischen 
diesen Waschschritten erfolgte die Inkubation der Zellen bei RT unter Ausschluss von Licht. 
Nach Verstreichen der C1-Puffer-Inkubation sollte der Farbstoff vollständig einer sauren 
Esterhydrolyse unterzogen worden sein. Nach dem Waschen verblieben jeweils 100 µl          
C1-Puffer im Loch. Direkt im Anschluss an den letzten Waschschritt schloss sich die Messung 
im FLIPR (mit Belichtungszeiten von 0,2 s bis 0,4 s, Laserleistung von 0,5 W bis 0,7 W und dem 
Lasermodus constant light) mit folgendem Protokoll an: 

Messprotokoll: 
  1 min ! ! 10 Messungen! 6 s Intervall
Applikation 1 (Testlösung), nach 10 Messungen, zweifach konzentriert, 100 µl Volumen
  2 min ! ! 60 Messungen! 2 s Intervall 
  6 min ! ! 60 Messungen! 6 s Intervall 
Applikation 2 (Somatostatin 14), nach 130 Messungen, fünffach konzentriert, 50 µl Volumen
  2 min ! ! 60 Messungen! 2 s Intervall 
  1 min ! ! 10 Messungen! 6 s Intervall 
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Im FLIPR kann der Fluoreszenzfarbstoff durch einen Argon-Laser mit Licht der Wellenlänge 
488 nm angeregt und mittels einer CCD-Kamera mit einem geeigneten Filtersatz die Emission 
bei 510 nm simultan detektiert werden. Um den optimalen Messbereich des FLIPRs zu nutzen, 
wurde vor Beginn des Experimentes die Hintergrundfluoreszenz der Messplatte durch 
Veränderung der Laserleistung oder der Belichtungszeit auf etwa 10000 bis 12000 relative 
Lichteinheiten angepasst. Das Auftreten dieses Hintergrundes ist der Grundfluoreszenz des 
Farbstoffes geschuldet und daher abhängig von Anzahl und Beladungszustand der Zellen. Die 
Applikation der Liganden erfolgte mit Hilfe eines in den FLIPR integrierten 96-Loch-Pipettors mit 
25 µl/s. Bei der ersten Ligandenapplikation wurde die zu untersuchende Testsubstanz in einem 
Volumen von 100 µl zu den Zellen gegeben und durch die nach dem Waschen verbliebene   
C1-Lösung auf ihre finale Testkonzentration verdünnt. Im Zuge der zweiten Applikation wurden 
100 nM (Endkonzentration) Somatostatin 14 (SST-14; Bachem, Weil am Rhein) auf die Zellen 
pipettiert, welches die endogen exprimierten Somatostatin-Rezeptoren des Subtyps 2 (SSTR2; 
Law et al., 1993; Kagimoto et al., 1994) der HEK293T-Zellen aktiviert. Die Zweitapplikation dient 
der Überprüfung der Zellvitalität und gibt Aufschluss über Anzahl und Beladungszustand vitaler 
Zellen im Messfenster. Für die Identifizierung Rezeptor-spezifischer Signale wurden auch mit 
dem Leervektor transfizierte Zellen mit den Testsubstanzen stimuliert. Weiterhin wurde Zellen, 
die mit den Rezeptorplasmiden transfiziert wurden, das Lösungsmittel C1-Puffer appliziert. Bei 
Anstieg des Fluoreszenzniveaus nach Applikation der Testsubstanz auf den mit Leervektoren 
transfizierten Zellen wurde dies als artifizielles und rezeptorunabhängiges Signal gewertet und 
diese Substanzverdünnung bei der Auswertung nicht berücksichtigt. Ursache für solch 
rezeptorunabhängige Reaktionen auf die verschiedenen Testsubstanzen können osmotische 
Effekte oder die Aktivierung endogener Rezeptoren oder Ionenkanäle sowie cytotoxische 
Effekte sein. Die Konzentrationen der verschiedenen Testsubstanzen, die hier zur 
Anwendungen kamen, sind daher sowohl von der Löslichkeit der Testsubstanz als auch von 
ihrer Wirkung auf HEK293T-G!16gust44-Zellen bestimmt. Die Messungen wurden stets im 
Triplikaten durchgeführt und in zwei unabhängigen Experimenten überprüft.

3.2.4.3 Auswertung von Calcium-Imaging-Experimenten

Die Auswertung der Calcium-Imaging-Messdaten erfolgte mit Hilfe der FLIPR384-Software und 
SigmaPlot 2000. Zur Identifikation eines Signals wurden die erhaltenen Ergebnisse hinsichtlich 
Rezeptorabhängigkeit und Substanzabhängigkeit überprüft. Für ersteres wurde das erhaltene 
Signal von Zellen, die mit dem Rezeptorplasmid transfiziert wurden, mit dem Verhalten von 
Zellen, die nur mit der Vektor-DNA (Leervektor) transfiziert wurden, verglichen. Die 
Substanzabhängigkeit wurde durch die Prüfung der Tas2r-transfizierten Zellen bei Applikation 
von Lösungsmittel allein sichergestellt. 

Für die Kalkulation von Dosis-Wirkungskurven wurden die Fluoreszenzsignale (Differenz 
zwischen maximaler und minimaler Fluoreszenzintensität) der mit den Rezeptorplasmiden 
transfizierten Zellen um die Fluoreszenzänderung von mit Leervektor transfizierten Zellen, die 
mit der gleichen Testlösung stimuliert wurden, verringert und die gewonnenen Daten aus der 
FLIPR384-Software exportiert. Um Unterschiede durch Schwankungen wie Zellzahl, Vitalität und 
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Beladungszustand der Zellen auszugleichen, wurden die erhaltenen Fluoreszenzwerte nach 
Ligandenapplikation auf die Basisfluoreszenzwerte normiert und dieser Quotient um den 
Quotienten C1-Puffer applizierter, Rezeptor-transfizierter Zellen reduziert.

&F/F = (FR/FHR)-(FR C1/FHR C1)

FR ist dabei das maximale Fluoreszenzsignal, der mit Rezeptorplasmiden transfizierten Zellen 
nach Testsubstanzapplikation, FHR die Hintergrundfluoreszenz der Rezeptor-transfizierten 
Zellen, FR C1 das maximale Fluoreszenzsignal Rezeptor-transfizierter Zellen nach                   
C1-Applikation, FHR C1 die Hintergrundfluoreszenz der Zellen, die mit Rezeptorplasmiden 
transfiziert wurden, vor C1-Applikation (Abb. 3.2).

Abb. 3.2. Faktoren für die Berechnung des 
Fluoreszenzsignals ∆F/F in Rezeptor-
t r a n s fi z i e r t e n Z e l l e n . 
F H R = H i n t e r g r u n d fl u o r e s z e n z R e z e p t o r -
transfizierter Zellen, FR=absolutes maximales 
Fluoreszenzsignal Rezeptor-transfizierter Zellen 
nach Testsubstanzapplikation.

Anschließend wurde mittels der nicht-
linearen Regressionsfunktion der EC50-Wert 
kalkuliert.

f(x) = (a-d)/[1+(x/C)nh]+d
Hierbei ist a das Maximum, d das Minimum, C der EC50-Wert und nh der Hill-Koeffizient. Die 
Kalkulation des EC50-Wertes erfolgte in der vorliegenden Arbeit nur für ausgewählte Rezeptoren 
und Substanzen, da hohe Testsubstanzkonzentrationen im Zellsystem oftmals in Artefakten 
mündeten, wie sie durch Aktivierung zellulärer Strukturen oder Veränderungen der 
Plasmamembran hervorgerufen werden. Für die Dosis-Wirkungskurven wurden die 
F luoreszenzs igna le m i t S tandardabwe ichung gegen den Logar i thmus der 
Testsubstanzkonzentration dargestellt.

3.3 Zellbiologische Arbeiten mit embryonalen Stammzellen
3.3.1 Kultivierung von Stammzellen

Für die Generierung der Knockout-Mäuse wurden R1-ES-Zellen verwendet. Die Kultivierung der 
ES-Zellen erfolgte auf gelatinierten 10 cm-Schalen und 96-Loch-Platten mit mitotisch 
inaktivierten embryonalen Maus-Fibroblasten (mouse embryonic fibroblast, MEF). MEF-Zellen 
tragen zur Unterbindung spontaner Differenzierungen bei und wurden von PD Dr. Irm Hermans-
Borgmeyer (ZMNH, Hamburg) zur Verfügung gestellt. Um einerseits die Pluripotenz der ES-
Zellen aufrechtzuerhalten und anderseits eine optimale Kultivierung der ES-Zellen zu 
gewährleisten, wurden diese mit einem um den LIF-Wachstumsfaktor ergänzten ES-Zellmedium 
kultiviert (Pease & Williams, 1990). Zur Generierung von rekombinanten ES-Zellen wurde ein 
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linearisierter Zielvektor über Elektroporation in die ES-Zellen der Maus eingebracht. Die 
zeitliche Abfolge der ES-Zellkultur ist in Abb. 3.3 schematisch dargestellt.

Abb. 3.3. Schematischer Ablauf der embryonalen Stammzellkultur. Der linearisierte und 
aufgereinigte Zielvektor wurde über Elektroporation in R1-ES-Zellen eingebracht und die ES-Zellen auf 
10 cm-Schalen ausgesät. Nach 24 h wurden die Zellen für eine Woche unter Selektionsdruck kultiviert. 
Das Antibiotikum Geneticin (G418) führte zum Absterben der ES-Zellen, die den Zielvektor nicht 
aufgenommen hatten (positive Selektion), während ES-Zellen mit dem eingebauten DNA-Fragment 
überlebten und Kolonien bildeten. Diese wurden anschließend nach Vereinzelung in Löcher einer         
96-Loch-Platte überführt und kultiviert. Nach weiteren zwei bis drei Tagen wurden die Zellen 1:4 
gesplittet. Die Hälfte der Platten wurde nach zwei Tagen eingefroren (rot). Die verbliebenen zwei Platten 
wurden zur Gewinnung von ES-Zell-DNA eingesetzt (grün). Hierfür wurden die Zellen vier Tage nach 
Aussaat lysiert und einer Southern-Blot-Analyse unterzogen.

3.3.2 Elekroporation von Stammzellen

Zur Einbringung der Zielvektoren in die ES-Zellen der Maus wurden diese zuvor linearisiert und 
mittels PCI-Extraktion (siehe 3.1.11) mit anschließender Ethanolfällung (siehe 3.1.12) 
aufgereinigt und konzentriert. Für die anschließende Elektroporation wurden 107 ES-Zellen 
einmal mit PBS/EDTA gewaschen, durch Inkubation (4 min bei 37°C) mit 0,25 % Trypsin/EDTA 
vereinzelt und in 10 ml Medium resuspendiert. Nach Zentrifugation wurde das erhaltene ES-
Zell-Pellet mit 10 ml PBS gewaschen und in 800 µl PBS aufgenommen.

Die ES-Zellen wurden zusammen mit 30 µg der aufgereinigten und linearisierten Zielvektor-
DNA in eine Elektroporationsküvette (0,4 cm; BioRad Laboratories, München) überführt. Die 
Suspension von Zellen und DNA wurde einem elektrischen Puls mit hoher Spannung 
unterworfen (Aufladespannung des Kondensors von 250 V und 500 µF Kapazität). 
Anschließend verblieben die Zell-DNA-Suspensionen für 10 min bei RT, bevor sie in einer 5 cm-
Kulturschale mit MEF-Zellen ausgesät wurden. 

3.3.3 Selektion von Stammzellen mit Geneticin

Ein Tag nach Elektroporation wurden die ES-Zellen für eine Woche unter Selektionsdruck 
kultiviert. Hierfür enthielt das Medium 150 µg/ml bis 250 µg/ml Geneticin (G418; Merck, 
Darmstadt) und wurde täglich gewechselt. 
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3.3.4 Vereinzelung von Stammzellklonen

Nach einwöchiger Selektion wurden individuelle Kolonien in 96-Loch-Platten überführt. Zu die-
sem Zweck wurden die 10 cm-Kulturschalen zweimal mit 1x PBS gewaschen und Kolonien mit 
guter Morphologie, das heißt runde, scharf abgegrenzte, weiße Kolonien, ausgewählt und unter 
einem Binokularmikroskop manuell in eine Pipettenspitze eingesaugt. Jeder Klon wurde in ein 
Loch einer 96-Loch-Platte überführt und dort nach 4 min Inkubation in 0,25 % Trypsin/EDTA bei 
37°C und anschließendem Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die vereinzelten ES-Zellen 
wurden auf mit MEF-Zellen beschichtete 96-Loch-Platten in ES-Medium ausgesät und kultiviert.

3.3.5 Splitten von vereinzelten Stammzellklonen
48 h nach Vereinzelung der Stammzellklone wurden diese in einem Verhältnis von 1:4 
gesplittet. Hierfür wurden die ES-Zellen in der 96-Loch-Platte mit PBS/EDTA (0,2 g/l EDTA) 
gewaschen und mit 0,25 % Trypsin/EDTA für 4  min bei 37°C inkubiert. Durch Auf- und 
Abpipettieren wurden die Zellen vereinzelt und die Trypsinreaktion durch Zugabe des 4-fachen 
Volumens an ES-Zellmedium gestoppt. Das Suspensionsvolumen wurde nachfolgend zu 
gleichen Anteilen auf vier gelatinierte 96-Loch-Platten verteilt, von denen zwei mit MEF-Zellen 
bewachsen waren. Die mit MEF-Zellen bewachsenen Platten wurden 48 h später eingefroren 
und zur Injektion positiv  identifizierter Klone herangezogen, während die anderen für die 
Isolation der DNA und Analyse der homologen Rekombination (Southern Blot) genutzt wurden. 
Bis zum Einfrieren erfolgte der Mediumwechsel weiterhin täglich für die auf MEF-Zellen 
gehalten Stammzellen, während die Stammzellen für die DNA-Isolierung nur noch alle zwei 
Tage neues Medium erhielten.

3.3.6 Einfrieren von Stammzellklonen

Die zwei gelatinierten, mit MEF-Zellen-beschichteten 96-Loch-Platten mit ES-Zellen wurden 
zumeist zwei Tage nach dem Splitten eingefroren. Hierfür wurde zu Beginn das Medium der ES-
Zellen durch frisches ersetzt. Zwei Stunden später wurden die ES-Zellklone gewaschen (mit 
PBS und 0,2 g/l EDTA), mit Typsin/EDTA für 4 min bei 37°C inkubiert und durch mechanische 
Bewegungen vereinzelt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 60  µl ES-Zellmedium 
abgestoppt. Anschließend wurden die 96-Loch-Platten auf Eis gehalten und das gleiche 
Volumen an 2x Einfriermedium pro Loch beigefügt und mit dem Medium gemischt. Unmittelbar 
im Anschluss wurden die Platten in einer Styroporbox bei -80°C eingefroren. Hier verblieben die 
Zellen bis zur Identifikation eines erfolgreich modifizierten Stammzellklones und deren 
Expansion.

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !        Methoden

52



3.4 Arbeiten mit embryonaler Stammzell-DNA
3.4.1 Isolation und Fällung genomischer DNA aus Stammzellen
Um die genomische DNA der ES-Zellen zu gewinnen, wurden diese auf einer 96-Loch-Platte bis 
zu kompletter Konfluenz kultiviert. Anschließend wurde das Medium entfernt und die Zellen 
zweimal mit 1x PBS gewaschen. Es folgte die Lyse der Zellen in 100 µl Lysispuffer für 
Stammzellen pro Loch in einer feuchten Kammer bei 55°C über Nacht. Am folgenden Tag 
wurde die DNA durch die Zugabe von 100 µl Isopropanol und 10 µl 8 M LiCl über 5 h bis 8 h bei 
4°C  oder über Nacht bei RT gefällt. Die sedimentierte DNA wurde für 30 min bei 3500 rpm (bei 
RT) abzentrifugiert, der Überstand verworfen und zweimal mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. 
Nach einer Lufttrocknung, die niemals den Zeitraum von 30 min überschritt, wurde das Pellet in 
einem 35 µl Restriktionsmix, bestehend aus Restriktionsendonuklease (3 U), RNase A   
(1,8 mg/ml), Restriktionspuffer und Wasser, über Nacht bei 37°C gelöst und verdaut.

3.4.2 Southern Blot
Der Nachweis einer spezifischen Gensequenz in einem komplexen DNA-Gemisch (Genom der 
Stammzellen oder Maus) erfolgte mittels Southern Blot. Hierfür wurde die DNA nach 
Behandlung mit Restriktionsenzymen durch Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Nylon-
Membran transferiert und anschließend die spezifische Gensequenz radioaktiv  durch eine 
komplementäre DNA-Sonde nachgewiesen.

3.4.2.1 Transfer von DNA auf Nylon+-Membranen
Die, wie in 3.4.1 beschrieben, präparierte Stammzell-DNA wurde zusammen mit einem 
Molekulargewichtsmarker (1 kb-DNA-Leiter) auf ein Agarosegel (0,8 %, 2x TAE) aufgetragen 
und elektrophoretisch aufgetrennt. Der Auftrennung folgte eine Depurinierung durch eine 
zehnminütige Inkubation des Agarosegels in einer 0,25 M HCl-Lösung und eine Spaltung der 
DNA in ihre Einzelstränge durch eine Denaturierung über 45 min im Denaturierungspuffer. Nach 
einer kurzen Spülung des Agarosegels in Wasser wurde es über einen Zeitraum von 30 min im 
Neutralisierungspuffer neutralisiert. Der Transfer und die dauerhafte Fixierung der DNA auf eine 
Nylon+-Membran (GE Healthcare, Freiburg) erfolgte mittels Kapillar-Blot. Hierfür lief ausgehend 
von einem Reservoir 20x-SSC-Puffer durch das Gel, durch die Nylon-Membran zu einem Stapel 
saugfähigen Materials. Der entstandene Flüssigkeitsstrom zog die DNA aus dem Gel in die 
Nylon-Membran. Das Verfahren dauerte etwa 40 h. Anschließend wurde die Membran, zur 
weiteren Fixierung der DNA an dieser, für 1 min im Crosslinker mit UV-Licht bestrahlt. 

3.4.2.2 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden
Die Generierung der DNA-Sonden erfolgte nach der Random-Primer-Labeling-Methode 
(Feinberg & Vogelstein, 1983) unter Zuhilfenahme des Megaprime DNA Labeling System, 
dCTP-Kits von GE Healthcare. Hierfür wurden etwa 40 ng der zu markierenden Sonde (von 
etwa 480 bp bis 1100 bp  Länge) zu 5 µl Hexanukleotiden (Random Primern) in einem finalen 
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Volumen von 33 µl gegeben. Um die Einzelsträngigkeit der DNA zu gewährleisten, wurde diese 
für 5 min auf 95°C erhitzt und anschließend mit dem Reaktionspuffer inklusive Nukleotide, 
50 µCi [!-32P]-2ʼ-Desoxycytidin-5ʼ-triphosphat (!-32P-dCTPs) und 2 U DNA polymerase Klenow-
Fragment vermengt. Während der einstündigen Synthese bei 37°C werden radioaktive 
Phosphorisotope 32P in die DNA eingebaut. Um freie Nukleotide aus dem Reaktionsansatz zu 
entfernen, wurden die Sonden anschließend mittels Glasfasersäule (siehe 3.1.5) aufgereinigt. 
Hierfür wurden abweichend vom Hersteller 400 µl DNA-Bindepuffer eingesetzt. Auch wurde die 
markierte Sonde in 100 µl Wasser eluiert. Vor und nach der Aufreinigung wurden den 
Reaktionsansätzen jeweils 1 µl Probe entnommen und mit 3  ml Szintillationslösung 
(GE  Healthcare, Freiburg) vermengt. Die Radioaktivität, die mittels Szintillationszähler in 
Zerfälle pro Minute (counts per minute, cpm) erfasst wurde, wurde zur Bestimmung der 
Gesamtmenge an eingebauten radioaktiven Nukleotiden in der aufgereinigten Probe und der 
Einbaurate herangezogen.

Gesamtmenge an eingebauten radioaktiven Nukleotiden = cpm(nach Aufreinigung) * Volumen (100 µl)

Gesamtmenge an eingesetzter Radioaktivität in der Probe = cpm(vor Aufreinigung) * Volumen (50 µl)

Einbaurate in % =  Gesamtmenge an eingebauten radioaktiven Nukleotiden in der Probe * 100
             Gesamtmenge an Radioaktivität in der Probe

3.4.2.3 Hybridisierung von Nylon+-Membranen mit radioaktiven DNA-Sonden
Um die freien Bindungsstellen der Membran zu blockieren, wurde diese vor der Hybridisierung 
mit 30 ml Prähybridisierungslösung für 30 min bis 60 min bei 63°C in einer Hybridisierungsröhre 
(Biometra, Göttingen) im Rotationsofen inkubiert. 

Für die Hybridisierung der Membran wurde die Sonde zur Denaturierung der doppelsträngigen 
DNA direkt vor der Verwendung auf 95°C erhitzt und anschließend mit Prähybridisierungslösung 
vermischt (Hybridisierlösung). Die 2 Mio cpm/ml enthaltende Hybridisierlösung wurde über 
Nacht zur Hybridisierung der Membran bei 63°C im Rotationsofen inkubiert. Die hohe 
Temperatur sollte sicherstellen, dass die Sonde nur an ihre Zielsequenz bindet und keine 
unspezifischen Wechselwirkungen mit anderen Sequenzabschnitten eingeht. Am nächsten 
Morgen wurden die Membranen mit Salzlösungen (Waschpuffer A, bei starker 
Hintergrundradioaktivität mit Waschpuffer B) für 30 min bis 60 min bei 63°C gewaschen, um 
ungebundene Sondenteile zu entfernen. Anschließend wurden die Membranen in Klarsichtfolie 
(Seran-Film; Roth, Karlsruhe) feucht eingepackt und für zirka 24 h auf einem Phosphorimager-
Schirm (Molecular Dynamics GmbH, Krefeld) exponiert. Die ausgesandten Betastrahlen führten 
zur Veränderung der Beschichtung (mit Europium-dotierten Bafluorobromid-Kristallen) der 
Phosphorimager-Schirme, die mit Hilfe des Scanners Strom 820 und der dazugehörigen 
Software ausgelesen werden konnte.
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3.5 Arbeiten mit Mäusen und murinem Gewebe
3.5.1 Haltungs- und Zuchtbedingungen
Die hier verwendeten Tiere wurden gemäß der Richtlinen zur Tierhaltung und des 
Tierschutzgesetzes in den Räumlichkeiten des Max-Rubner-Laboratoriums unseres Institutes 
bzw. in der Versuchstierhaltung des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf gehalten und 
gezüchtet. Die Mäuse wurden nach Geschlecht getrennt mit ihren jeweiligen Wurfgeschwistern 
in Käfigen mit Einstreu bei einer RT von 22°C und einem Tag-Nacht-Zyklus mit 12 h Licht (von  
6 bis 18 Uhr) aufgezogen. Während dieser Zeit hatten die Tiere uneingeschränkten (ad libitum) 
Zugang zu Nahrung und Wasser. Die vorgenommen Versuche und Analysen wurden durch das 
Landesamt für Verbraucherschutz, Landwirtschaft und Flurerneuerung in Frankfurt/Oder 
(Tierschutzgenehmigung: 23-2347-A-1-2-2010) bzw. durch die Behörde für Wissenschaft und 
Gesundheit, Lebensmittelsicherheit und Veterinärwesen in Hamburg (Tierschutzgenehmigung: 
G21305/591-00.33) genehmigt.

Die chimären Böcke der generierten Mausmodelle wurden mit C57BL/6-Mäusen verpaart. 
Heterozygote Nachkommen aus diesen Verpaarungen wurden für die ersten Analysen und zur 
Erhaltung der Linien eingesetzt. Die Geschmacksrezeptor-Knockout-Mäuse bekamen 
abweichend vom C57BL/6-Stamm (siehe 2.13.2) eine Diät, die zusätzlich mit Vitamin  A 
angereichert war (V1534-3, Ssniff, Soest).

3.5.2 Gewinnung genomischer DNA aus Schwanzbiopsien der Maus
Zur Identifizierung des Genotyps einer Maus wurde genomische DNA aus der Schwanzspitze 
jedes Tieres isoliert. Hierfür wurden die Biopsien in 500 µl Lysispuffer mit 50 µg/ml Proteinase K 
(Roth, Karlsruhe) bei 55°C und 300 rpm über Nacht lysiert. Nach vollständiger Lyse des 
Gewebes wurde die DNA mittel Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Extraktion (siehe 3.1.11) 
isoliert und das DNA-Pellet in 80 µl Wasser aufgenommen. 1,5 µl einer 1:10-Verdünnung dieser 
DNA-Lösungen wurde später für die Genotypisierungs-PCR und 37  µl (unverdünnt) für eine 
Southern-Blot-Analyse eingesetzt. 

3.5.3 Perfusion und Gewebepräparation

3.5.3.1 Kardiale Perfusion

Für die Analysen der Genexpression in Gewebeschnitte war eine schnelle und einheitliche 
Fixierung des Gewebes vonnöten. Um diese zu gewährleisten, wurden die Tiere mit 4 %iger 
PFA-Lösung perfundiert. Hierfür wurden die Mäuse mit einem Gemisch aus 50  mg/kg 
Körpergewicht (KG) Ketamin (Albrecht GmbH, Aulenburg) und 10 mg/kg KG Xylazin (Rompun; 
Merck, Darmstadt) in physiologischer Kochsalzlösung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) in eine letale 
Narkose versetzt. Die Applikation erfolgte intraperitoneal. Sobald die Tiere keinen Zehenreflex 
mehr zeigten, wurden sie auf dem Rücken liegend fixiert und der Bauchraum geöffnet. Nach 
Freilegung des Herzens wurde dieses mit einer Pinzette fixiert und eine Perfusionskanüle 
(ECOFLO-safety  Perfusionsbesteck; DISPOMED Witt oHG, Gelnhausen) in die linke 

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !        Methoden

55



Herzkammer eingeführt. Der rechte Vorhof wurde sodann punktiert. Anschließend wurden mit 
leichtem, aber konstantem Druck etwa 25  ml 1x PBS, gefolgt von 25 ml 4 % PFA in das 
Blutgefäßsystem der Maus appliziert. Die Flüssigkeitsmenge war abhängig von der Größe der 
Maus. Das Blut konnte auf diese Weise schnell durch 1x PBS ersetzt werden, sodass das 
Fixativ  PFA das Gewebe gut fixieren konnte. Im Anschluss wurden die gewünschten Organe 
entnommen und für 2 h in PFA bei 4°C nachfixiert. Um überschüssiges PFA zu entfernen, 
wurden die Gewebe kurz in 1x PBS gespült und über Nacht in 30 % Saccharose in 1x PBS bei 
4°C  unter leichtem Schwenken inkubiert. Am Folgetag wurden die Gewebe auf Trockeneis 
eingefroren und bei -80°C oder -20°C gelagert. 

3.5.3.2 Gewinnung von Geweben für RNA-Extraktionen
Für die Analyse der Genexpression auf mRNA-Ebene wurden C57BL/6-Mäuse sowie 
heterozygote und homozygote Tiere der generierten Mauslinien herangezogen. Zu diesem 
Zweck wurden die Tiere mittels einer Überdosis des Inhalationsanästhetikums Isofluran (Baxter, 
Wien, A) getötet. Anschließend erfolgte umgehend die Blutabnahme mittels Herzpunktion in 
eine mit 1,6  mg  EDTA-K+/ml-Blut-beschichtete Monovette (Sarstedt, Nümbrecht) und die 
Entnahme von Organen bzw. Organabschnitten der Maus. Diese wurden in Reaktionsgefäße 
überführt, unmittelbar in flüssigen Stickstoff verbracht und bis zur Aufarbeitung (RNA-Extraktion; 
3.5.4.1) bei -80°C gelagert.

3.5.3.3 Gewinnung von Zungenepithel

Für die Analyse des fluoreszierenden Zungenepithels der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus wurden 
diese mittels Überdosis des volatilen Anästhetikums Isofluran (siehe 3.5.3.2) getötet und die 
Zunge sogleich entnommen und in Normal Tyrodes aufbewahrt. Nach Injektion eines 
Enzymmixes, bestehend aus 2,7 mg/ml Dispase II, 1 mg /ml Kollagenase A und 1  mg/ml 
Trypsin-Inhibitor in Normal Tyrodes, unter das Epithel der Zunge, wurde das Gewebe 20 min in 
Ca2+/Mg2+-freiem Tyrodes unter Zufuhr von Luft (Linde, München) in Dunkelheit inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Isolation des Epithels vom restlichen Zungengewebe durch meine 
Kollegin Sandra Hübner. Nach Inkubation des Epithels für 10 min in PFA und einem kurzen 
Waschschritt in Normal Tyrodes wurde das Gewebe möglichst plan auf einen Objektträger 
aufgezogen. Das Epithel wurde mit Fluorescent Mounting Medium (Dako, Hamburg) 
eingedeckt. Die Auswertung und Digitalisierung erfolgte mit dem Mirax Scansystem (siehe 
3.5.8).

3.5.3.4 Anfertigung von Gefrierschnitten
Für die Analysen von Gewebeschnitten mittels In-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie 
mussten die perfundierten Gewebe auf Objektträger verbracht werden. Hierfür wurden die 
Organe mit Jung Tissue Freezing Medium (Leica, Wetzlar) auf einem Objekttisch fixiert und am 
Gefriermikrotom (Kryostat) geschnitten. Die Gewebeschnitte wurden bei -22 ± 4°C angefertigt 
und auf positiv  geladene Objektträger SuperFrost Plus  (Menzel-Gläser, Braunschweig) 
überführt. Die Schnittdicke des Gewebes betrug mit Ausnahme von Augengewebe (20 µm) stets 
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14  µm. Die Gewebeschnitte wurden entsprechend der vorgesehenen Analysen bei -20°C 
(Immunhistochemie) oder -80°C (In-situ-Hybridisierung) bis zur Prozessierung gelagert.

3.5.3.5 Anfertigung von Paraffinschnitten
Für die Analyse der Rho-Expression in Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Mäusen wurden Paraffinschnitte von 
Zungen- und Augengewebe mit 10 µm Schnittdicke angefertigt. Hierfür wurde das Gewebe 
dehydriert, in Paraffin eingebettet und bei RT am Mikrotom geschnitten. Die Anfertigung der 
Paraffinschnitte erfolgte durch Elisabeth Meyer.

3.5.4 Analysen der Genexpression auf mRNA-Ebene 
Bei den notwendigen Arbeitsschritten für die Analysen der Genexpression auf mRNA-Ebene 
wurden stets RNase-arme bzw. -freie Materialen genutzt und die Arbeitsflächen sowie benötigte 
Apparaturen durch den Einsatz von RNase-away-Spray (Invitrogen, Darmstadt) RNase-arm 
gehalten. 

3.5.4.1 RNA-Extraktion

Das bei -80°C gelagerte Gewebe wurde gefroren in ein mit 1 ml Trizol präpariertes 2 ml-
Reaktionsgefäß überführt und mittels Tissue lyser homogenisiert (je nach Gewebe 5 min bis 
10  min). Inhomogene Gewebereste wurden bei 12000 g und 4°C innerhalb  von 10 min 
abzentrifugiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß verbracht. Es folgte eine 
Phenol-Chloroform-Extraktion unter Zugabe von 0,2 ml Chloroform. Nach 5 min Inkubation der 
Proben bei RT und einer halbstündigen Zentrifugation bei 12000 g und 4°C  lagen Proteine und 
Lipide in der unteren Chloroform-Phenol-Phase vor. In der Interphase waren leichtere Proteine 
und DNA enthalten, während die RNA in der oberen wässrigen Phase lokalisiert war. Diese 
wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt (500 µl bis 650 µl), mit 0,5 ml Isopropanol für 
10  min bei 4°C gefällt und durch Zentrifugation (12000  g, 4°C, 30 min) sedimentiert. 
Anschließend wurde das Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und nach Trocknung in 10 µl bis 
100 µl DEPC-Wasser aufgenommen. Die Qualität der RNA wurde in einem denaturierenden 
Agarosegel überprüft und die Konzentration photometrisch am Spectrophotometer Nanodrop 
ND-1000 ermittelt. Die Lagerung der RNA-Proben erfolgte bei -80°C.

3.5.4.2 cDNA-Synthese

Kontaminationen und genomische Rückstände stellen die Hauptursache für falsch positive RT-
PCR-Ergebnisse dar. Um diese Gefahr zu minimieren wurden die extrahierten RNA-Proben 
einem DNase-Verdau unterzogen. Hierfür wurden 2 µg RNA mit DNase I (2 U), 1x-DNase-
Puffer, DTT (1 mM), RNase-Inhibitor (20 U) in einem Volumen von 20 µl für 30 min bei RT 
inkubiert. Das Abstoppen der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von EDTA (0,25 mM) und 
einer Hitzebehandlung bei 65°C für 10 min. Im Folgenden schloss sich die reverse Transkription 
an, bei der durch den Einsatz der reversen Transkriptase, einer RNA-abhängigen DNA-
Polymerase, die mRNA in cDNA umgeschrieben wurde. Diese Umschreibung erfolgte jeweils in 
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Anwesenheit (+RT) oder Abwesenheit (−RT) reverser Transkriptase. Zu diesem Zweck wurden 
zweimal 1  µg DNase-behandelte RNA mit 1 µl dNTPs (10 mM) und 1 µl Random Primer 
(Invitrogen, Darmstadt) zusammenpipettiert und zur Anlagerung der Oligonukleotide für 5 min 
auf 65°C erhitzt. Dem ersten Reaktionsansatz wurden in 1x First Strand Buffer, 10 mM DTT, 
1 mM MgCl2, 10 U RNase-Inhibitor und 200 U reverse Transkriptase Superscript II hinzugefügt. 
Dem −RT-Reaktionsansatz wurden die gleichen Komponenten mit Ausnahme der reversen 
Transkriptase beigemengt. Beide Reaktionsansätze wurden im Thermocycler für 10 min bei 
25°C, gefolgt von 3 h Synthesereaktion bei 42°C, inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen 
der Proben für 15 min auf 70°C abgebrochen und die Proben bei 4°C  gelagert. Die cDNA diente 
im Anschluss als Matrize für die Amplifikation spezifischer Sequenzen in PCRs.

3.5.4.3 In-situ-Hybridisierung 
Der Einsatz der In-situ-Hybridisierung bietet die Möglichkeit die Expression eines Genes in situ, 
dass heißt am Ort, an dem sie natürlicherweise vorkommt, nachzuweisen. Hierfür wurden 
Gewebeschnitte von perfundierten Tieren in zwei – in ihrer Sensitivität – Protokollen mit 
nichtradioaktiven Digoxigenin-(DIG)-markierten RNA-Sonden behandelt.

3.5.4.3.1 In-vitro-Transkription von cRNA-Sonden
Zur Generierung von RNA-Hybridisierungssonden wurden genspezifische PCR-Produkte von 
etwa 210 bp bis 890 bp Länge in TOPO-TA- oder pBluescript-Vektoren kloniert. Diese wurden 
durch geeignete Restriktionsenzyme linearisiert und unter Verwendung DNA-abhängiger RNA-
Polymerasen von E.coli in vitro transkribiert. Hierfür wurde 1 µg linearisiertes Vektorkonstrukt 
mit 60 U RNA-Polymerase, 1x-RNA-Polymerase-Puffer, 48 U RNase-Inhibitor und 1x DIG RNA 
Labeling Mix (Roche Diagnostics, Mannheim) in einem finalen Volumen von 50 µl für 3  h 
inkubiert. Anschließend wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von RNase-freier DNase I (4 U, 
Invitrogen oder 8 U Turbo DNase, Ambion) verdaut. Um einen vollständigen Abbau des 
Vektorkonstruktes zu gewährleisten, wurde nach 30 min erneut 2 U RNase-freie DNase  I 
hinzugefügt. Mittels Ethanolpräzipitation erfolgte die Aufreinigung der RNA-Sonden zur 
Entfernung von Proteinen, Salzen und Oligonukleotide der DNA-Matrize sowie nicht 
eingebauter Nukleotide. Hierfür wurde den Proben 15 µl 10 M Ammoniumacetat und 150  µl 
100 %  Ethanol zugesetzt (siehe 3.1.12). Das nach Zentrifugation gewonnene RNA-Pellet wurde 
in 75 % Ethanol gewaschen, in der Vakuumzentrifuge getrocknet und in 25 µl DEPC-Wasser 
gelöst. Die Vermessung der Konzentration der DIG-markierten Sonden erfolgte am 
Spectrophotometer Nanodrop ND-1000. Zur Überprüfung der Qualität der In-vitro-Transkription 
wurden 2 µl jedes Reaktionsansatzes vor und nach dem DNase  I-Verdau entnommen und 
zusammen mit 1 µl des finalen Produktes auf ein 1,5 % denaturierendes Agarosegel (siehe 
3.1.2.2) aufgetragen. Die RNA-Proben wurde bei -80°C aufbewahrt. 
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3.5.4.3.2 Vorbehandlungen und Hybridisierung von Gefrierschnitten

Um die Zugänglichkeit des Gewebes für die Sonden zu erhöhen und den Hintergrund so gering 
wie möglich zuhalten, wurden die Schnitte nach der Fixierung einigen Vorbehandlungen 
unterzogen. Hierzu zählen die Inkubation der Schnitte mit Proteinase K zur Verbesserung der 
Zugänglichkeit des Gewebes und die Acetylierung von Aminogruppen zur Verminderung der 
Hintergrundsignale (Hayashi et al., 1978).

Die Gewebeschnitte wurden zunächst für 5 min in PFA fixiert. Es folgte ein Waschschritt von 
1 min in PBS und eine Inkubation in 0,2 M HCl für 10 min, gefolgt von 2 min in einer 1 %    
Triton-X-100-Lösung in 1x PBS. Anschließend wurden die Schnitte für 5 min mit 0,15  U    
(20 µg/ml) Proteinase K recombinant in 1x PBS-Lösung inkubiert. Diese Reaktion wurde durch 
die anknüpfende Inkubation in 0,2 % Glycin in 1x  PBS abgestoppt. Es folgten zwei 
Waschschritte mit 1× PBS für je 5 min, eine erneute Fixierung mit PFA und abermals Waschen 
mit 1x PBS. Im Folgenden wurden die Schnitte in Wasser mit 0,1 M Triethanolamin getaucht 
und mit 0,25 % Essigsäureanhydrid für 10 min acetyliert. Nachfolgend wurde erneut mit 1x PBS 
gewaschen. Die Prähybridisierung erfolgte bei 50°C in einer mit 50 %  Formamid befeuchteten 
Kammer für 4  h bis 6 h. Hierfür wurden die Schnitte mit 500 µl Prähybridisierungslösung je 
Objektträger bedeckt. Im Anschluss wurde Prähybridisierungspuffer entfernt, die Schnitte mit 
100  µl Hybridisierungspuffer bedeckt und mit Deckgläschen abgedeckt. Die Hybridisierung 
erfolgte über Nacht mit 600 ng/ml bis 800 ng/ml RNA-Sonde in einer mit 50 %  Formamid 
befeuchteten Kammer bei 50°C (vgl. Tab. 8.3). Sowohl der Prähybridisierungs- als auch der 
Hybridisierungspuffer wurden vor ihrer Verwendung zur Denaturierung der enthaltenen 
Nukleinsäuren 10 min bei 85°C erhitzt.

3.5.4.3.3 Nachweis der DIG-Markierung in Gefrierschnitten
Nach der Hybridisierung wurden die Deckgläschen entfernt und die Objektträger dreimal für 
jeweils 5 min in 2x SSC gewaschen. Anschließend wurden die Schnitte für 30 min bei 37°C in 
RNase-Puffer mit 1 µg/ml oder 2 µg/ml RNase A inkubiert (vgl. Tab. 8.3). Hieran anknüpfend 
erfolgte ein Waschschritt mit 0,4x oder 1x SSC bei RT für 15 min, gefolgt von zwei weiteren 
Waschschritten (jeweils 30 min) im selben Puffer bei 50°C (vgl. Tab. 8.3). Danach wurden die 
Gewebeschnitte 5 min in Puffer 1 äquilibriert und 1 h mit 500 µl Puffer 2 je Objektträger in einer 
5x-SSC-befeuchteten Kammer blockiert. Der Nachweis der RNA-Sonde erfolgte über einen in 
Puffer 2 verdünnten Anti-DIG-Antikörper, der für 1 h auf die Schnitte gegeben wurde. Dieser 
Antikörper war an eine Alkalische Phosphatase gekoppelt, welche nach zwei Waschschritten 
mit Puffer 1 (jeweils 30 min bei RT) und 5 min Äquilibrierung in Puffer 3 für die Umsetzung der 
Farbsubstrate Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT; Roche Diagnostics, Mannheim) und              
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP; Roth, Karlsruhe) in ein unlösliches, rotbraunes bis 
violettes Präzipitat verantwortlich war. Die Farbsubstrate NBT und BCIP wurden gemeinsam in 
Puffer 3 auf die Schnitte (in einer 5x-SSC-befeuchteten Kammer) appliziert und in Dunkelheit 
über Nacht inkubiert. Die Präzipitate zeigten den Bindungsort des Antikörpers an das DIG an 
und visualisierten auf diese Weise die Bindung der cRNA-Sonden an komplementäre mRNA-
Sequenzen im Gewebe. Die Reaktion wurde durch Abgießen des Farbsubstrats und Eintauchen 
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des Gewebes in TE-Puffer abgestoppt. Abschließend wurden die Schnitte mit Fluorescent 
Mounting Medium (Dako, Hamburg) eingedeckt. Die Auswertung und Digitalisierung erfolgte mit 
der Hellfeldfunktion des Fluoreszenzmikroskopes (siehe 3.5.5). Die bei den jeweiligen Sonden 
angewandten Konditionen sind der Tab. 8.3 im Anhang zu entnehmen.

3.5.4.3.4 Vorbehandlung und Nachweis der DIG-Markierung in Gefrierschnitten 
mit Amplifikationsschritt

Für den Nachweis der nur sehr schwach exprimierten mRNA der Bitterrezeptors Tas2r114 
wurde eine In-situ-Hybridisierung mit einem Amplifikationsschritt etabliert. Die Amplifikation 
beruht auf der katalytischen Aktivität der Meerrettich-Peroxidase, die das Tyramid signal 
amplification (TSA)-Substrat zu freien Radikalen umsetzt, die an aromatische Aminosäuren wie 
Tyrosin oder Tryptophan in unmittelbarer Umgebung kovalent binden. Nach Ablage der biotin-
gekoppelten Tyramide auf dem Gewebe können diese durch Streptavidin-Biotin-Interaktionen 
detektiert werden. Dies resultiert in einer 100-fachen Steigerung der Sensitivität. Die 
Vorbehandlung der Schnitte glich der in Abschnitt 3.5.4.3.2 beschriebenen Vorgehensweise, mit 
der Ausnahme, dass der Inkubation mit HCl eine zehnminütige Behandlung mit 3  % 
Wasserstoffperoxid in 1x PBS, gefolgt von zwei Waschschritten (jeweils 5 min) mit 1x PBS 
voraus ging. Die Wasserstoffperoxidbehandlung war nötig, um die Aktivität endogener 
Peroxidasen des Gewebes zu unterdrücken. Die Hybridisierung der Sonden erfolgte ebenfalls 
über Nacht in einer mit 50 %  Formamid befeuchteten Kammer bei 50°C, jedoch nur mit einer 
Sondenkonzentration von 200 ng/ml. Anschließend erfolgte, wie in Abschnitt 3.5.4.3.3 
ausgeführt, ein RNase-Verdau (1 µg/ml) und das Waschen der Gewebeschnitte mit 0,4x SSC 
bei 60°C. Der Äquilibrierung der Schnitte mit Puffer 1 und der Blockierung mit Puffer 2 schloss 
sich hier allerdings eine zweistündige Inkubation mit einem Anti-DIG-POD-Antikörper bei 37°C 
an. Es folgten drei Waschschritte von je 5 min mit TBS, an die sich die Signalverstärkung mittels 
Tyramide Signal Amplification (TSA, TSA™ Biotin Indirect System) anschloss. Hierzu wurden 
die Schnitte für 10 min mit Biotin-Tyramid (1:75 verdünnt in Amplification Diluent) inkubiert. 
Nach drei weiteren Waschschritten mit 1x TBS, wurden die Schnitte in einer mit 5x-SSC-
befeuchteten Kammer für 1  h mit der Streptavidin-gekoppelten Alkalischen Phosphatase 
inkubiert. Es schlossen sich zwei Waschschritte mit Puffer 1 (jeweils 30 min bei RT) und die 
Äquilibrierung in Puffer 3 an. Die Inkubation mit dem Farbsubstrat (siehe 3.5.4.3.3) erfolgt nur 
für 8  min, bevor die Reaktion mit TE-Puffer abgestoppt und die Schnitte mit Fluorescent 
Mounting Medium (Dako, Hamburg) eingedeckt wurden. 

3.5.5 Hellfeld-Mikroskopie 
Die Begutachtung der mRNA-Expression sowie die Digitalisierung dieser wurden am Axioplan-
Mikroskop mit Hilfe der Meta Morph-Software vorgenommen. Die Aufnahmen erfolgten unter 
Verwendung eines Objektivs mit 40-facher Vergrößerung.
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3.5.6 Analysen der Genexpression auf Protein-Ebene

Der Nachweis von Proteinen – in diesem Fall von Opsinen und verschiedenen Zelltypmarkern 
der Geschmacksknospenzellen im Gewebe – erfolgte mit Hilfe der Immunhistochemie. Die 
Grundlage dieses Verfahrens beruht auf der Erkennung von Proteinstrukturen durch das Epitop 
eines Erstantikörpers, der mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpers 
visualisiert wird. Hierfür wurden Kryoschnitte von perfundierten Tieren in zwei, in ihrer 
Sensitivität variierenden Protokollen prozessiert.

3.5.6.1 Immunhistochemie

Die Gewebeschnitte wurden zu Beginn für 5 min in PFA fixiert und anschließend zweimal für 
5 min mit 1x PBS gewaschen. Zur Steigerung der Zugänglichkeit der Antikörper wurden die 
Gewebe anschließend für 10 min mit 0,5 % Triton-X 100 in 1x PBS permeabilisiert und zweimal 
mit TNT für 5 min gewaschen. Hieran anknüpfend erfolgte die Blockierung des Gewebes mit 
TNB für 30 min bis 60 min, der sich die Inkubation des ersten Antikörpers über Nacht bei 4°C in 
einer Feuchtekammer anschloss. Nach dreimaligem Waschen mit TNT (jeweils 10 min) fand die 
Inkubation mit dem Sekundärantikörper in TNB für 1 h bei RT statt, an die sich erneut drei 
Waschschritte anschlossen. 

Bei der Durchführung von Kofärbungen erfolgte die Inkubation der Primärantikörper parallel 
zueinander. Die Inkubation der Sekundärantikörper wurde hingegen aufeinanderfolgend 
ausgeführt und durch drei TNT-Waschschritte von 10 min getrennt. Abschließend wurden die 
Gewebeschnitte mit einem Fluoreszenz-stabilisierenden Einbettmedium (Fluorescent Mounting 
Medium; Dako, Hamburg) eingedeckt. 

Für die Anwendung des AADC-Antikörpers war darüber hinaus eine Demaskierung zur 
Verbesserung der Zugänglichkeit der Antikörperbindungsstellen nötig. Hierfür wurden die 
Gewebeschnitte nach der Fixierung für 10 min im Wasserbad bei 80°C in Citratpuffer (Target 
Retrieval Solution; Dako, Hamburg) erhitzt. 

Für die Detektion von Rho fand das VECTOR M.O.M. Immundetection Kit Anwendung. Hierfür 
wurden Paraffin-Gewebeschnit te vor der Inkubation mit PFA den folgenden 
Behandlungsschritten zur Deparaffinierung unterzogen: 3 min und 5 min Toluol, 2x 5 min 100 % 
Ethanol, 5 min 90 % Ethanol, 5 min 70 % Ethanol, 5 min 40 % Ethanol und 5 min Wasser. An 
die Fixierung schloss sich die Erhitzung der Gewebeschnitte bei 80°C in Citratpuffer und eine 
kurze Inkubation in 1x PBS an. Anschließend wurden die Gewebeschnitte nach einer Triton-
Inkubation zweimal für 5 min mit 1x PBS gewaschen und 1 h mit dem M.O.M. mouse Ig 
blocking reagent blockiert. Dem folgten zwei kurze Waschschritte in PBS, 5 min in M.O.M. 
diluent und die Inkubation des Rho-Antikörpers in M.O.M. diluent über Nacht bei 4°C. Die 
Detektion fand über einen biotinylierten Anti-Maus- und Streptavidin-Alexa-Fluor-633-Antikörper 
(jeweils für 1 h bei RT in M.O.M. diluent inkubiert) statt. Vor der Inkubation der Paraffinschnitte 
in PFA wurden folgende Inkubationsschritte zur Deparaffinierung durchgeführt: 3 min und 5 min 
Toluol, 2x 5 min 100 % Ethanol, 5 min 90 % Ethanol, 5 min 70 % Ethanol, 5 min 40 % Ethanol 
und 5 min Wasser. 
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3.5.6.2 Immunhistochemie mit Amplifikationsschritt

Unter Einbeziehung des TSA-Amplifikationsschrittes (siehe 3.5.4.3.4) konnte auch auf 
Proteinebene die Sensitivitätsgrenze gesteigert werden. Im Zuge der immunhistochemischen 
Analysen war dies für den Nachweis des Opsin sws notwendig. An die Fixierung mit PFA und 
den zwei Waschschritten mit PBS schloss sich hier eine Wasserstoffperoxidbehandlung zur 
Unterdrückung endogener Peroxidasen an. Hierfür wurden die Gewebeschnitte für 30 min mit 
0,6 % Wasserstoffperoxid in kaltem Methanol inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit PBS 
und eine Inkubation mit 0,5 %  Triton-X 100 in PBS für 10 min, an die sich, wie in 3.5.6.1 
geschildert, Waschungen mit TNT, die Blockierung mit TNB und die Inkubation mit dem 
primären Antikörper in TNB anschloss. Darauf folgten drei Waschschritte mit TNT und 1  h 
Inkubation mit einem Biotin-gekoppelten Sekundärantikörper, der die Spezies des 
Primärantikörpers erkannte. Anschließend wurde erneut dreimal (jeweils 10 min) mit TNT 
gewaschen und die Gewebeschnitte mit Streptavidin-HRP (horse radish peroxidase; 1:100 in 
TNB, Perkin Elmer, Rodgau) für 1 h bei RT in einer Feuchtekammer inkubiert. Nach drei kurzen 
Waschschritten mit TNT (jeweils 5 min) erfolgte die Inkubation mit Biotin-Tyramid Plus des 
TSA™ Plus Biotin Kits, welches 1:75 verdünnt in Amplification Diluent für 7 min eingesetzt 
wurde. Es folgten drei Waschschritte mit TNT von je 10 min und die Inkubation mit einem 
Streptavidin-Alexa-Fluor-488-Antikörper in der Feuchtekammer für 1 h. Anschließend wurde 
erneut dreimal mit TNT gewaschen und die Objektträger schließlich mit Fluorescent Mounting 
Medium (Dako, Hamburg) eingedeckt.

3.5.7 Konfokale Laserscan-Mikroskopie
Die Auswertung und Digitalisierung der fluoreszenzmarkierten Gewebeschnitte wurde am 
inversen konfokalen Mikroskop mit Laserlichtquelle und der LCS-Software umgesetzt. Die 
Anregung erfolgte für Alexa Fluor 488 mit einem Argon-Laser, für Alexa Fluor 546 mit einem 
Neon-Laser und für Alexa Fluor 633 mit einem Helium-Neon-Laser. Die Aufnahmen erfolgten 
unter Verwendung eines 40-fachen Objektivs. Die verwendeten Konditionen sind in Tab. 3.2 
aufgeführt.

Tab. 3.2. Konditionen der Laserlichtquellen bei Fluoreszenzaufnahmen am konfokalen Mikroskop.

Alexa 
Fluor 488

Alexa 
Fluor 488 

(ICC)

Alexa 
Fluor 546

Alexa 
Fluor 633

Alexa 
Fluor 633 

(ICC)

Alexa 
Fluor 647

hrGFP         
(Eigen-    

fluoreszenz)

Anregungs-
bereich

488 nm 488 nm 561 nm 633 nm 633 nm 647 nm 488 nm

Detektions-
bereich

515 - 525 
nm

500 - 570 
nm

580 - 640 
nm

650 - 740 
nm

640 - 710 
nm

645 - 690 
nm

500 - 520 
nm

Laser-
leistung

40 % 70 % 45 % 50 % 90 % 20 % 80 %
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3.5.8 Mirax Scansystem

Für die Analyse des fluoreszierenden Zungenepithels von Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Tieren wurde das 
Mirax Scansystem und die Mirax Viewer-Software herangezogen. Die eingesetzten Filtersätze 
von Carl Zeiss Mikroskopie (Göttingen) und AHF Analysetechnik AG (Tübingen; hrGFP-Filter-
satz) und verwendeten Belichtungszeiten sind in Tab. 3.3 aufgeführt.

Tab. 3.3. Konditionen für Fluoreszenzaufnahmen des hrGFPs am Mirax Scansystem.

hrGFP Eigenfluoreszenz

Filterset hrGFP

Anregungsbereich 500 - 505 nm

Emissionsbereich -

Belichtungszeit 80 - 150 ms

elektrische Verstärkung 2

3.6 Arbeiten mit Oozyten des Xenopus laevis
3.6.1 Oozyten des Xenopus laevis
Die Oozyten des südafrikanischen Krallenfrosches Xenopus laevis  sind aus der meiotischen 
Teilung entstandene Keimzellen, die in der Prophase arretiert sind. Innerhalb dieser Phase 
unterscheidet man nach Dumont sechs Stadien, die sich im Wesentlichen durch variierende 
Größen und Pigmentierungen voneinander abgrenzen (Bossi et al., 2007). Die weitgehend 
undifferenzierten Oozyten zeigen auf Grund der großen Anzahl an Ribosomen hohe 
Translationsraten, die eine schnelle Proteinbiosynthese ermöglichen. Daher werden die 
Oozyten, die sich auf Grund ihrer Größe relativ  leicht mit Elektroden anstechen lassen, als 
zelluläres Expressions- und Translationssystem injizierter, in vitro transkribierter RNA (cRNA) 
und Poly(A)-RNA genutzt.

Die Oozyten enthalten einen G-Protein-abhängigen Signalweg, der Chloridkanäle in der 
Plasmamembran via intrazellulärer Ca2+-Konzentrationen reguliert (Parker & Miledi, 1986; 
Berridge, 1989; Sigel & Minier, 2005). Die Aktivierung dieses Signalweges bedingt den Einstrom 
von Cl−-Ionen, was zu Veränderungen des Stromflusses führt, der mittels der unten 
beschriebenen Zwei-Elektroden-Spannungsklemme detektiert und aufgezeichnet werden kann.

3.6.2 Oozytenpräparation
Die Oozyten von Xenopus laevis befinden sich in sackartigen Gebilden, den so genannten 
Mesovarien im Bauchraum des Frosches. Die Oozyten der verschiedenen Stadien liegen hier in 
Gewebe aus Follikelepithel und Ovarepithel vor. Um Teile des Ovars zu entnehmen, wurde der 
Frosch in einem Bad mit Narkoselösung (0,1-0,15 % Ethyl-m-Aminobenzoensäure-Lösung mit 
25 mM Natriumhydrogencarbonat; jeweils Sigma-Aldrich, Taufkirchen) gelegt, dessen Wirkstoff 
der Frosch über die Haut absorbierte. Die Narkotisierung erfolgte über einen Zeitraum von etwa 
15 min. Deren Wirkung wurde mittels Zwischenzehreflex getestet, welcher durch die Narkose 
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vollständig unterdrückt sein sollte. Die Entnahme der Oozyten erfolgte durch Ines Grüner oder 
Dr. Frauke Stähler. Mit Hilfe eines Skalpells wurde oberhalb der Leistengegend ein etwa ein 
Zentimeter großer Schnitt in die Bauchdecke und die darunterliegende Muskelschicht 
vorgenommen. Durch die so entstandene Öffnung wurden vorsichtig mit Hilfe einer Pinzette die 
Ovarialsäckchen gegriffen und isolierte Anteile des Ovars anschließend unter dem Binokular 
qualitativ  beurteilt. Genügten die Oozyten den Qualitätsansprüchen, wurde die benötigte Menge 
an Oozyten entnommen und die Öffnung geschlossen. Dazu wurde zunächst die 
Muskelschicht, danach die Lederhaut mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl* rapid 4-0 bis 6-0, 
Ethicon by  Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt) verschlossen. Nach Beendigung 
der Operation wurde der Krallenfrosch separat in eine abgedunkelte Wanne mit Leitungswasser 
gesetzt. Erst als das Narkotikum seine Wirkung vollkommen verloren und der Frosch sich nach 
einigen Stunden komplett erholt hatte, wurde er wieder in ein Haltebecken gesetzt.

3.6.3 Enzymatische Defollikulierung von Oozyten

Die Oozyten des Krallenfrosches sind von vier zellulären und azellulären Hüllschichten umge-
ben (Dumont & Brummett, 1978). Um die Oozyten aus dem ovarialen Gewebe zu vereinzeln, 
wurden die entnommenen Ovarialsäckchen in kleinere Einheiten, bestehend aus 30 bis 40 
Oozyten, zerteilt. Diese mechanische Separation erleichterte die nachfolgende enzymatische 
Defollikulierung mit Kollagenase.

Hierfür wurden die Oozyten in Ca2+-freien Puffer (Ca2+-freier KulORi) überführt, in dem sie 
zunächst über einen Zeitraum von 15 min wiederholt Waschschritten unterzogen wurden. Die 
Kollagenase wurde mit einer Endkonzentration von 2 mg/ml im selben Ca2+-freien Puffer gelöst. 
Die Oozyten inkubierten in dieser kollagenasehaltigen Lösung für etwa 15 min bis 20  min 
(Sigma) oder 40 min bis 45 min (Serva, Variationen der Inkubationsdauer je nach Aktivität des 
Enzyms) unter ständiger Bewegung (Schüttler). Lag der Großteil der Oozyten vereinzelt und 
defollikuliert vor, wurde die enzymatische Reaktion durch wiederholtes Spülen mit Ca2+-freiem 
KulORi abgestoppt und die restliche Kollagenase entfernt. Im Anschluss wurden die Oozyten in 
den Kultivierungspuffer (modifizierte Barth-Lösung mit 10 µg/ml Penicillin/Streptomycin, 2,5 mM 
Natriumpyruvat und 2,5 mM Glucose) überführt, in dem sie zur Regeneration mindestens 2 h 
bei 16°C verblieben, ehe sie zur cRNA-Injektion eingesetzt wurden. Hierfür wurden Oozyten 
des Stadiums V und VI mit homogener Pigmentierung und gleichmäßig runder Form unter dem 
Binokular aussortiert. 

3.6.4 Generierung von cRNA zur Oozyteninjektion

Um oozytenfremde Proteine durch Proteinbiosynthese in der Oozyte zu erzeugen, wurde in 
diese spezifische cRNA injiziert. Zur Generierung der cRNA von humanem Rho (Accession 
number: NM_000539.3) murinem Opsin sws (Accession number: NM_007538), murinem Opsin 
mws (Accession number: NM_008106), humanem !-Gustducin (Accession number: 
NM_001102386) und humaner PLC (Accession number: NM_004573) wurden die kodierenden 
Sequenzen in den Oozytenexpressionsvektor (pGEMHE5-Vektor) kloniert (siehe 3.1.7 und 
3.1.10.1). Die Klonierung erfolgte über die Restriktionsschnittstellen BamHI und XbaI (Rho, 
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Opsin mws), EcoRI und HindIII (Opsin sws), PmeI und SmaI (Gustducin) beziehungsweise XbaI 
und SpeI (PLC), die in der MCS (multiple cloning site) des pGEMHE5-Vektors lokalisiert sind. 

Die Ligation erfolgte mittels rAPid DNA Dephos and Ligation Kit. Nach Überprüfung der 
Sequenz wurden in Vorbereitung der In-vitro-Transkription 10 µg der Plasmid-DNA mit der 
Restriktionsendonuklease NotI (Opsine) bzw. NheI (Gustducin und PLC) linearisiert und via 
Gelextraktion aufgereinigt. 1 µg des Eluats wurde anschließend für die In-vitro-Transkription 
mittels mMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra Kit, welches nach Angaben des Herstellers 
angewandt wurde, eingesetzt. Für die Umschreibung wurde die Promotorregion der T7-RNA-
Polymerase genutzt. Die mMESSAGE mMACHINE-Reaktion umfasste neben der eigentlichen 
In-vitro-Transkription auch ein RNA-Capping am 5´-Ende mittels des Cap-Analogs                 
m7-G(5´)ppp(5´)G. An die cRNA-Synthese schloss sich die Hydrolyse der cDNA durch Zugabe 
des Enzyms DNase I an. Abschließend wurde die cRNA zur weiteren Stabilisierung einem   
Poly(A)-Tailing am 3ʻOH-Ende unter Zuhilfenahme der E.coli-Poly(A)-Polymerase (E-PAP) des 
Poly(A) Tailing Kits unterzogen. Die gewonnene cRNA wurde mittels des MEGAclear™-Kit 
aufgereinigt und via Präzipitation mit 5 M Ammoniumacetat aufkonzentriert.

3.6.5 Generierung von Poly(A)-RNA
Für die Präparation der Poly(A)-RNA wurden 40 Augen von C57BL/6-Mäusen nach Entfernung 
des umliegenden Gewebes und der Linse zusammengetragen und zur RNA-Extraktion via 
Phenol-Chloroform-Extraktion eingesetzt (siehe 3.5.4.1). Die gewonnene Gesamt-RNA wurde 
anschließend zur Anreicherung der Poly(A)-RNA und Entfernung von ribosomaler RNA via  
Oligo(dT)-Cellulose-Chromatographie mittels MicroPoly(A)Purist™-Kit eingesetzt (Romero et 
al., 1998; Knox et al., 2000). Die so generierte Poly(A)-RNA wurde nach Präzipitation mit 
Ammoniumacetat, Glycogen und Ethanol direkt zur Injektion eingesetzt.

3.6.7 cRNA- und Poly(A)-RNA-Injektion

Für die Injektion der cRNA in Xenopus-Oozyten wurden Glaskapillaren (World precision 
instruments, Inc.; Typ GB 100T-8P) in einen Mikroinjektor eingespannt und eine Injektion von 
64  nl RNA pro Oozyte in die vegetative (weiß-gelbe) Hemisphäre vorgenommen. Die 
Injektionen wurden von Stefanie Demgensky oder Katja Riedel ausgeführt. Das injizierte 
Volumen enthielt 10 ng Opsin-cRNA beziehungsweise 10 ng Opsin-cRNA, 5 ng Gustducin-
cRNA und 5 ng PLC-cRNA. Die Poly(A)-RNA wurde in einer Konzentration von 3 ng pro Oozyte 
allein oder nebst der oben angeführten Rho-cRNA injiziert. Den Kontrolloozyten wurde statt 
cRNA DEPC-Wasser injiziert, um mögliche injektionsbedingte Beeinflussungen ausschließen zu 
können. Nach der Injektion wurden die Oozyten wie in Knox et al. (1993) und Mole et al. (1996) 
beschrieben drei bis vier Tage bei 16°C in modifizierter Barth-Lösung kultiviert (Abb. 3.4). 
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Abb. 3.4. Schematischer Ablauf der Oozytenexperimente. Nach Gewinnung der Oozyten und 
enzymatischer Defollikulierung wurden diese zur Injektion von cRNA (humanes Rhodopsin, murines 
Opsin, !-Gustducin und Phospholipase C"2) bzw. Poly(A)-RNA und cRNA oder Wasser eingesetzt. Nach 
der Injektion wurden die Oozyten drei bis vier Tage bei 16°C in modifizierter Barth-Lösung kultiviert. 
Während dieser Zeit exprimierten die Oozyten die Opsine, !-Gustducin und Phospholipase C"2 als 
funktionelle Proteine. Zur Analyse der Oozyten wurden diese mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemme 
in Messkammern des OpusXpress 6000 A gemessen. Dazu wurden die Oozyten mit zwei 
Glasmikroelektroden angestochen und das Membranpotential auf 0 mV gehalten. Die Oozyten wurden 
unter Abwesenheit von Licht für 30 min mit 11-cis- oder all-trans-Retinal-haltigem Puffer (Retinal-
Konzentration: 20 μM) umspült. Die Retinal-Inkubation wurde nachfolgend für weitere 15 min bis 30 min 
fortgesetzt. Währenddessen wurden die Oozyten mit Licht diverser Lichtquellen exponiert.

Der Kultivierungspuffer in den Petrischalen wurde täglich gewechselt, um eine möglichst keim-
freie Umgebung zu gewährleisten. Abgestorbene oder überreife Oozyten, die zur Anregung der 
Reifung anderer Oozyten beigetragen hätten, wurden entfernt.

3.6.8 Durchführung der Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Experimente
Die Oozytenexperimente wurden an der Arbeitsstation OpusXpress, die eine zeitgleiche 
Messung von acht Oozyten erlaubte, durchgeführt. Für die Messung wurden Glaskapillaren 
(World precision instruments, Inc.; Typ TW 150F-6) luftblasenfrei mit 3 M KCl-Lösung befüllt und 
die Elektroden aus chloridiertem Silberdraht in die mit Elektrolytlösung gefüllten Glaskapillaren 
eingeführt. Für die Experimente wurden Mikroelektroden eingesetzt, die einen 
Gesamtwiderstand zwischen 0,5 MΩ und 2,5 MΩ aufwiesen.

Alle Experimente wurden bei RT durchgeführt. Als Laufpuffer diente ein Ca2+-Messpuffer, 
dessen erhöhte Ca2+-Konzentration die durch den Stimulus induzierten Ionenströme verstärken 
sollte (Miledi, 1982, Shapira et al., 1990; Lupu-Meiri et al., 1990). Nach Klemmen des 
Membranpotentials der Oozyten auf 0 mV wurden diese in Abwesenheit von Licht für 5 min mit 
der 28 mM Ca2+-haltigen modifizierten Barth-Lösung mit einer Flussrate von 2,5 ml/min 
umspült. Während dieser Zeit, wurde derselbe Puffer in Dunkelheit mit 11-cis-Retinal (aus 
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10 mM Ethanollösung; zur Verfügung gestellt von Professor Hofmann und PD Dr. Bartl; Institut 
für medizinische Physik und Biophysik, Universitätsklinikum Charite; Humboldt Universität 
Berlin) oder all-trans-Retinal (Sigma-Aldrich, Taufkirchen) versetzt, so dass die Kofaktoren der 
Opsine in einer Endkonzentration von 20 µM die Oozyten anschließend für 45 min mit der 
Flussrate von 0,5 ml/min umgaben (siehe Messprotokoll). 30 min nach Start der Inkubation der 
Oozyten mit Retinal wurden diese je nach Experiment mit UV-, Weiß- oder Rotlicht einmalig 
angeregt.

Messprotokoll: 
  5 min ! Ca2+-haltige modifizierte Barth-Lösung!      ! !          Dunkelheit
30 min!! Ca2+-haltige modifizierte Barth-Lösung mit 20 µM Retinal !          Dunkelheit
15 min!! Ca2+-haltige modifizierte Barth-Lösung mit 20 µM Retinal !          Licht

In einer zweiten Versuchsreihe wurden Oozyten, die mit einem Opsin-, Gustducin- und PLC-
cRNA injiziert wurden mit drei bis fünf Lichtquellen verschiedener Wellenlänge stimuliert. Hierfür 
wurden die Oozyten nach 30 min Inkubation in 11-cis-Retinal-haltigem Puffer jeweils 1 min mit 
UV-Licht (365 nm; 312 nm oder 254 nm), Weißlicht (400 nm bis 750 nm) oder Rotlicht (625 nm 
bis 750  nm; 700  nm bis 1000 nm oder 880 nm) exponiert. Die Stimuli wurden durch 
fünfminütige Phasen der Dunkelheit, in denen die Oozyten weiterhin zur Regeneration des 
Opsins mit 11-cis-Retinal umspült wurden, getrennt. Zu diesem Zweck wurde der zweite Schritt 
des oben angeführten Messprotokolls auf 45 min ausgedehnt. 

Die Experimente wurden mit mindestens zwei Oozytenpräparationen und an unterschiedlichen 
Tagen wiederholt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Programmes Clampfit. Die 
Boxplots wurden mit Graph Pad Prism 4 erstellt. Für die statische Auswertung wurde bei 
einmaliger Stimulation ein nicht parametischer Test – Kruskal-Wallis-Test – und eine Post-Hoc-
Analyse mit dem Dunnett-T3-Test angewandt. Die statistische Prüfung der mehrfach, mit 
verschiedenen Lichtquellen stimulierten Oozyten erfolgte über den Kruskal-Wallis-Test- und den 
Mann-Whitney-Test mit Bonferroni-Korrektur (SPSS 16.0).
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4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung des Ligandenspektrums muriner Bitterrezeptoren
Zur Überprüfung der Annahme, dass das Ligandenspektrum der Bitterrezeptoren der Maus dem 
der orthologen humanen Bitterrezeptoren gleicht (Chandrashekar et al., 2000; Wu et al., 2005; 
Rozengurt, 2006) und um eine bessere Grundlage für spätere Verhaltensexperimente mit dem 
Organismus Mus musculus und Bitterstoffen zu erzielen, wurde das Agonistenspektrum von 16 
Bitterrezeptoren der Maus untersucht. Hierfür wurden HEK293T-G!16gust44-Zellen mit 
Rezeptorplasmiden transient transfiziert und in Calcium-Imaging-Experimenten auf ihre 
Aktivierbarkeit durch 114 chemisch divergente Bittersubstanzen analysiert (vgl. Tab. 4.1). Die 
Bitterrezeptoren waren hierbei so gewählt, dass sowohl sehr ähnliche als auch Rezeptoren mit 
geringem Verwandtschaftsgrad betrachtet wurden.

4.1.1 Nachweis der Expression transient transfizierter Bitterrezeptoren
Um sicherzustellen, dass eine Aktivierung der Bitterrezeptoren im zellbasierten Assay möglich 
war, wurde deren Expression und Membranständigkeit immuncytochemisch untersucht. 
Weiterhin sollte auf diesem Wege sichergestellt werden, dass beobachtete funktionelle 
Unterschiede zwischen den einzelnen Rezeptoren nicht auf Variationen ihrer 
Expressionsspiegel zurückzuführen sind. Hierfür wurde der sich in den Plasmiden direkt an die 
kodierende Sequenz des Bitterrezeptors anschließende HSV-Tag mittels Antikörperfärbung 
nachgewiesen. Die Expressionsstärke der Fusionsproteine konnte anschließend anhand der bei 
488  nm anregbaren Fluoreszenz erfasst werden. Die HEK293T-Zellen selbst wurden mittels 
Membranfärbung über Concanavalin A (633  nm) detektiert. Die Analyse ergab, dass alle 
untersuchten Rezeptoren nach transienter Transfektion in HEK293T-Zellen membranständig 
exprimiert waren, jedoch unterschiedlich stark und häufig. Besonders schwach war die 
Expression der pEAK10-Konstrukte Tas2r131 und Tas2r136 sowie bei Tas2r103. Die 
Rezeptoren Tas2r102, Tas2r105, Tas2r109 und Tas2r114 wiesen eine mäßige Expression auf, 
während die verbliebenen Bitterrezeptoren eine starke Expression zeigten (vgl. Abb. 4.1). Bei 
Transfektion der Leervektoren von pcDNA5/FRT und pEAK10 wurde demgegenüber keine 
Fluoreszenz detektiert. Repräsentative Expressionsmuster der Plasmidvektoren in HEK293T-
Zellen sind in Abb. 4.1 dargestellt.
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Abb. 4.1. Expression HSV-markierter muriner Bitterrezeptoren nach transienter Transfektion in 
HEK293T-G!16gust44-Zellen. Die mit einem HSV-Tag versehenen Plasmide, die für die verschiedenen 
Bitterrezeptoren der Maus kodierten, wurden transient in HEK293T-G!16gust44-Zellen eingebracht und 
mittels einer HSV-Antikörperfärbung nachgewiesen (grün). Die Hälfte der Rezeptorsequenzen war in den 
Expressionsvektor pcDNA5/FRT (rechts) und die andere Hälfte in pEAK10 (links) eingebracht. Neben 
den kodierenden Plasmiden wurden auch die Leervektoren (unten) transfiziert. Die Visualisierung der 
Zellmembranen aller Zellen erfolgte mit Concanavalin A (rot). Die Fluoreszenzaufnahmen wurden am 
konfokalen Laserscan-Mikroskop realisiert. Maßstab: 50 μM. 

Tas2r102

pEAK10

Tas2r109

Tas2r108

Tas2r120

Tas2r118

Tas2r136

Tas2r131

Tas2r140

HSV-Tag Concanavalin A Überlagerung

20

Tas2r103

pcDNA5/FRT

HSV-Tag Concanavalin A Überlagerung

Tas2r105

Tas2r114

Tas2r119

Tas2r115

Tas2r143

Tas2r138

Tas2r144

19

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !      Ergebnisse

69



4.1.2 Funktionelle Charakterisierung von Bitterrezeptoren der Maus

In der vorliegenden Arbeit wurden 16 Bitterrezeptoren der Maus im In-vitro-Assay auf ihre 
Aktivierbarkeit durch 99 natürliche und 15 synthetische Verbindungen, die in der Literatur für 
den Menschen und für einige Mausstämme als bitter beschrieben sind, untersucht (Belitz & 
Wieser, 1985; Barratt-Fornell et al., 2002; Rouseff, 1990; Maga, 1990; Drewnowski & Gomez-
Carneros, 2000). Im Zuge dieser Experimente konnten Agonisten für fünf Bitterrezeptoren 
identifiziert werden, die bislang als orphan galten (Tab. 4.1).

Tab. 4.1. Aktivierbarkeit von 16 Tas2-Rezeptoren der Maus durch natürliche und synthetische 
Bitterstoffe. Aktivierbarkeit von transient transfizierten HEK293T-G!16gust44-Zellen mit Tas2-
Rezeptoren der Maus im Calcium-Imaging-System nach Stimulation mit 99 natürlichen und 15 
synthetischen Bitterstoffen in ihrer maximal applizierbaren Konzentration. ∑, Summe, der durch einen 
Bitterstoff aktivierten Rezeptoren; +, Aktivierung; -, keine Aktivierung; *, Aktivierung nur bei 3 mM; 
**, Aktivierung nur bei 0,3 mM; !, sofern nicht anders angegeben

Bitterstoffe
Konzen-
tration 
[mM]!

102 103 105 108 109 114 115 118 119 120 131 136 138 140 143 144 ∑

Absinthin
Acesulfam K
Acetylpyrazin
Allylisothiocyanat
Aloin
Amarogentin
D-Amygdalin
Andrographolid
Androsteron
Arborescin
Arbutin
Arglabin
Aristolochiasäure
Ascorbinsäure
Atropin
Azathioprin
Bacitracin
Berberinchlorid
Betain
Biotin
Brucin
Campher
"-Carotin
Cascarellin
Chinin
Chloramphenicol
Chlorhexidin
Chlorogensäure
Chloroquin
Chlorpheniramin
Cnicin
Cobalamin
Coffein
Colchicin
Cortison
Costunolid
Coumarin

0,10 - - - - - - - - - - - - - + - - 1
10,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - + + - - - - - - - - - - - + 3
3,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

0,001 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - + - - - - - - - 1

30,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - + - - - - - + - - - - - - - 2
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,03 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
3,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - + - - - - - - + 2
0,01 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - + + - - - - - - - - - + - + 4
0,30 - - + - - - - - + - - - - - - - 2

0,3 µM - - - - - - - - - - - - - - - + 1
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - + - - - - - - - - - + - + 3
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

0,1 µM - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
3,00 - - - - - - - - - - - - - - - + 1

0,003 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,03 - - + - - - - - + + - - - - - - 3
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
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Bitterstoffe
Konzen-
tration 
[mM]!

102 103 105 108 109 114 115 118 119 120 131 136 138 140 143 144 ∑

Creatinin
Crotalin
Cucurbitacin D
Cucurbitacin E
Cucurbitacin I
Curcumin
Cycloheximid
Denatoniumbenzoat
Denatonium-      
saccharid
Dicumarol
Digitonin
Dimethylsulfon
Diphenidol
Docosahexaen- 
säure
Emetin
Epicatechin
Epigallocatechin- 
gallat
Eriodictyol
Erythromycin
Ethylpyrazin
Falcarindiol
Folsäure
Genistein
Genistin
Ginkgolid A
Helicin
Humulon
Indol-3-essigsäure
Indol-3-carbinol
Lidocain
Limonin
Naringin
Natriumbenzoat
Neohesperidin
Nicotin
Noscapin
Ouabain
Pantothensäure
Papaverin
Parthenolid
Phenanthrolin
Phenylethyliso-    
thiocyanat
Phenyl-"-D-Glucose
Phenylthiocarbamid 
Picrotin
Picrotoxinin
Pilocarpin
5-Propyl-2-thiouracil
6-Propyl-2-thiouracil
Progesteron
Pyridoxin
Pyrocatechin
Quassin

3,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - + - - + - - - - - - - - - - 2
0,10 - - - - - + - - - - - - - - - - 1
0,15 - - + - - + - - - - - - - - - - 2
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
3,00 - - + - - - - - - - - - - + - + 3

3,00 - - + - - - - - - - - - - - - + 2

0,001 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,001 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
10,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - + - - - - - - - - - - - - - 1

0,03 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

0,03 - - - + - - - - - - - - - + - - 2
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - + 1

0,01 - - - - - - - - - - - - - - - + 1

0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
3,00 - - - - - - - - - - - - - - - + 1
0,03 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,03 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

10,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,003 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,03 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

10,00 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - - + - - - - - - - - - - - - 1
3,00 - - - - - - - - - - - - - - - + 1
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - + 1
0,10 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

0,03 - - + - - - - - - - - - - - - - 1

10,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - + * - - + * - - - - - - - - - - 2
1,00 - - + - - + - - - - - - - - - - 2
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - - - - - + - - - 1
1,00 - - + + - - - - - + - - - - - - 3

0,003 - - - - - + - - - - - - - - - - 1
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - + - - - - - - - - - - - - + 2
0,30 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
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Bitterstoffe
Konzen-
tration 
[mM]!

102 103 105 108 109 114 115 118 119 120 131 136 138 140 143 144 ∑

Resveratrol
Riboflavin 
D-Salicin
Salicylsäure
Santonin
Sinigrin
Solanidin
!-Solanin
Spartein
Strychnin
Sucroseoctaacetat 
L-Sulforaphan
Tanninsäure
Tatridin A
Tatridin B
Taurin
Taurocholsäure
Theobromin
Theophyllin
Thiamin
!-Thujon
Trigonellin
Xanthotoxin
Yohimbin

0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,01 µM - - - - - - - - - - - - - - - - 0

10,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - + - - + - - - - - - - - - - 2
1,00 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
0,01 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

0,001 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,03 - - - - - - - - - - - - - + - - 1
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - + - - - - - - - - - - - - - 1
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

100,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - + 1
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0

10,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
1,00 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,30 - - + - - - - - + - - - - - - - 2
0,30 - - - - - - - - - - - - - - - - 0
0,10 - - + - - - - - + + - - - - - - 3
0,30 - - + + - - - - - - - - + ** - - + 4

Der Bitterrezeptor Tas2r119 wurde durch die Geschmacksstoffe Arborescin, Arglabin, Campher, 
Chloramphenicol, Costunolid, !-Thujon und Xanthotoxin aktiviert. Arborescin und !-Thujon 
aktivierten Tas2r119 mit einem EC50-Wert von 0,03  ±  0,01  mM bzw. 0,08  ±  0,02  mM. Die 
Bittersubstanzen Costunolid, PROP und Xanthotoxin bedingten die Ausschüttung von Ca2+ im 
In-vitro-System bei HEK293T-Zellen, die transient den Bitterrezeptor Tas2r120 exprimierten. 
Der Schwellenwert für die Detektion der Ca2+-Ausschüttung lag bei 0,01 mM für Costunolid, 
0,3 mM für PROP bzw. 0,03 mM für Xanthotoxin. Letzterer Bitterstoff bedingte die stärkste 
Aktivierung des Rezeptors (Abb. 4.3). Tas2r138 wurde durch die Stoffe 5-Propyl-2-thiouracil und 
Yohimbin aktiviert. Weiterhin konnte Tas2r140 durch sechs Bitterstoffe – Absinthin, Chininsulfat, 
Chlorpheniramin, Denatoniumbenzoat, Emetin und Strychnin – stimuliert werden, mit der 
umfangreichsten Ca2+-Ausschüttung nach Applikation von Strychnin und Denatoniumbenzoat. 
Der Rezeptor Tas2r144 konnte durch 16 natürliche und synthetische Bitterstoffe aktiviert 
werden. Unter ihnen Substanzen wie Chlorhexid in, Colchic in, Epicatechin, 
Epigallocatechingallat (EGCG), Ethylpyrazin, Ouabain, Papaverin und Taurocholsäure, die 
ausschließlich Tas2r144-transfizierte Zellen stimulierten. Andere Aktivatoren waren 
Amarogentin, Campher, Chlorpheniramin, Denatoniumbenzoat und -saccharid, Pyrocatechin 
und Yohimbin. Im Rahmen ihrer maximal verwendbaren Konzentrationen konnten die stärksten 
Aktivierungen für Tas2r144-transfizierte HEK293T-Zellen nach Gabe von Colchicin, 
Taurocholsäure, Denatoniumsaccharid, Yohimbin und Chlorhexidin beobachtet werden 
(Abb. 4.4). 
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Den Geschmacksrezeptor Tas2r114 konnte mein Kollege Dr. Peng Shi bereits 2007 
deorphanisieren und zeigen, dass dieser durch Cucurbitacin E aktiviert wird. In den von mir 
durchgeführten Experimenten konnten weitere Liganden (Cucurbitacin B, D und I, Picrotin, 
Picrotoxinin, Progesteron und Santonin) identifiziert werden (Abb. 4.2). 

Abb. 4.2. Aktivatoren des Bitterrezeptors Tas2r114. (A) FLIPR-Calcium-Signale Tas2r114-
exprimierender Zellen (durchgehende Linie) und mit Leervektor transfizierter Zellen (gepunktete Linie) 
nach Stimulation mit verschiedenen Bitterstoffen in ihren höchsten applizierbaren Konzentrationen 
(Cucurbitacine 100 μM bzw. 300 μM, Picrotin 3 mM, Picrotoxinin 3 mM, Progesteron 3 μM und Santonin 
0,3  mM). Pfeil: Applikation der Bitterstoffe. (B) Konzentrationsabhängige Aktivierung Tas2r114-
exprimierender Zellen durch verschiedene Cucurbitacine, Picrotin, Picrotoxinin, Progesteron und 
Santonin. Die Werte sind als Mittelwerte mit Standardabweichung aus zwei bis drei unabhängigen 
Experimenten dargestellt.

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !      Ergebnisse

73



Die Cucurbitacine aktivierten Tas2r114 im In-vitro-System am stärksten (Abb. 4.3). In 
Abhängigkeit des Cucurbitacins wurden EC50-Werte zwischen 1,1 µM und 13,9 µM beobachtet. 
Für Progesteron, das spezifisch nur eine Ca2+-Ausschüttung von Tas2r114-transfizierten Zellen 
bewirkte, konnte ein EC50-Wert von 2,4  µM ermittelt werden. Picrotoxinin und Santonin 
aktivierten den Rezeptor bei einer Konzentration von 3 mM bzw. 0,3 mM, während Picrotin in 
einer Konzentration von 1 mM und 3 mM zu einer Freisetzung von Ca2+ im HEK293T-basierten 
Assay führte.

Mittels der hier dargelegten Calcium-Imaging-Experimente konnten ferner zusätzliche Liganden 
für Tas2r105 und Tas2r108 identifiziert werden, deren erste Liganden 2000 von der 
Arbeitsgruppe um Charles Zuker identifiziert wurden (Chandrashekar et al., 2000). Für 
Tas2r105 konnten neben den bekannten Liganden Cycloheximid (Chandrashekar et al., 2000) 
und Lidocain (Pronin et al., 2004) 27 neue Bitterstoffe identifiziert werden (Tab. 4.2). Unter 
ihnen Bitterstoffe wie "-Carotin, Diphenidol, Falcarindiol, Humulon, Natriumbenzoat, 
Parthenolid, Phenylethylisothiocyanat (PEITC), Quassin, Sinigrin und Tatridin A, die 
ausschließlich Tas2r105-transfizierte Zellen aktivierten. Die ausgeprägtesten Ca2+-Antworten 
konnten hierbei für Denatoniumsaccharid, Cycloheximid, Amarogentin, Denatoniumbenzoat, 
Lidocain und !-Thujon gemessen werden (Abb. 4.4). Für einzelne Substanzen, die in 
ausreichender Menge für die Erstellung von Dosis-Wirkungsbeziehungen verfügbar waren, 
wurden genauere Analysen zur Aktivierung des Rezeptors Tas2r105 vorgenommen. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle 4.2 dargestellt.

Tab. 4.2. Aktivierung von Tas2r105-exprimierenden Zellen durch Bitterstoffe. Der angegebene 
Schwellenwert ist die niedrigste Konzentration der Testsubstanz, die eine deutliche Stimulation Tas2r105-
exprimierender Zellen hervorrief. Die Angabe eines EC50-Wertes erfolgte alleinig bei Vorliegen einer 
Dosis-Wirkungsbeziehung im Sättigungsbereich. PEITC, Phenylethylisothiocyanat; PROP, 6-Propyl-2-
thiouracil

Substanz Struktur
Aktivierung von Tas2r105Aktivierung von Tas2r105

Substanz Struktur
Schwellenwert [µM] EC50 [µM]

Amarogentin 0,3 3,9 ± 3,5

"-Carotin 1,0 -

Chinin 0,3 -

Costunolid 10,0 13,8 ± 7,3
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Substanz Struktur
Aktivierung von Tas2r105Aktivierung von Tas2r105

Substanz Struktur
Schwellenwert [µM] EC50 [µM]

Cycloheximid 0,01 0,3 ± 0,2

Denatoniumbenzoat 100,0 342,1 ± 103,0

Denatoniumsaccharid 30,0 854,5 ± 118,5

Falcarindiol 10,0 -

Humulon 0,3 -

Lidocain 10,0 -

PEITC 30,0 -

Picrotoxinin 300,0 308,5 ± 14,2

PROP 100,0 -

Santonin 100,0 -

Sinigrin 1000,0 -

!-Thujon 30,0 204,3 ± 92,2

Xanthotoxin 10,0 -
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Für Tas2r108 konnten neben PROP (Chandrashekar et al., 2000) sechs weitere Liganden 
ermittelt werden. Noscapin aktivierte rezeptorspezifisch ausschließlich Tas2r108-transfizierte 
Zellen. Weiterhin wurde eine Ca2+-Ausschüttung Tas2r108-transfizierter Zellen nach Applikation 
von Amarogentin, Chinin, Chlorpheniramin und Yohimbin beobachtet. Die Identifizierung eines 
Liganden – im Rahmen der maximal verwendbaren Konzentrationen – für Tas2r102, Tas2r103, 
Tas2r109, Tas2r115, Tas2r118, Tas2r131, Tas2r136 und Tas2r143 blieb ohne Erfolg. Trotz der 
immuncytochemisch nachweisbaren Expression der Rezeptoren in der Zellmembran (vgl. 
Abb. 4.1) blieben diese Rezeptoren weiterhin orphan.

Abb. 4.3. Fluoreszenzsignale von Bitterrezeptoren der Maus. Durchschnittliche FLIPR-Calcium-
Fluoreszenzsignale nach Applikation positiv identifizierter Agonisten von Tas2r108- (A), Tas2r114- (B), 
Tas2r119- (C), Tas2r120- (D), Tas2r138- (E), Tas2r140-exprimierenden Zellen (F) nach Normalisierung 
auf mit Leervektor transfizierten Zellen (n = 2 - 5). Substanzen, die die Aktivierung nur eines der 16 
untersuchten Bitterrezeptoren bedingten, sind fett hervorgehoben. Cucurbitacin B wurde ausschließlich 
auf Tas2r114-transfizierte Zellen getestet, da bereits Cucurbitacin D, E und I zur Aktivierung des 
Rezeptors führten.
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Abb. 4.4. Fluoreszenzsignale von Tas2r105- und Tas2r144-exprimierenden Zellen. Durchschnittliche 
FLIPR-Calcium-Fluoreszenzsignale nach Applikation positiv identifizierter Agonisten von Tas2r105- (A) 
und Tas2r144-exprimierenden Zellen (B) nach Normalisierung auf mit Leervektor transfizierten Zellen 
(n = 2  - 6). Substanzen, die die Aktivierung eines der 16 untersuchten Bitterrezeptoren bedingten, sind 
fett hervorgehoben.

Die Anzahl der Substanzen, die einen der hier betrachteten Bitterrezeptoren der Maus 
aktivierten, variierte folglich zwischen zwei (Tas2r138) und 29 (Tas2r105). Auf Grund der 
Ergebnisse kann eine grobe Einteilung der Rezeptoren entsprechend der Breite ihrer 
Aktivierungsspektren in eng, mittel und breit postuliert werden. 

Zu den Rezeptoren mit einem engen Aktivierungsspektrum würde Tas2r120 und Tas2r138 
zählen, die durch drei bzw. zwei der untersuchten 114 Liganden aktiviert wurden. Die 
Rezeptoren Tas2r108, Tas2r114, Tas2r119 und Tas2r140, die jeweils durch fünf bis sieben 
Agonisten pro Rezeptor aktiviert wurden, könnten der zweiten Gruppe mit einem mittleren 
Aktivierungsspektrum zugeordnet werden. Die Ca2+-Ausschüttung der Tas2r114- und Tas2r119-
transfizierten Zellen erfolgte dabei ausschließlich durch natürlichen Bitterstoffe, während 
Tas2r108 und Tas2r140 den Bittergeschmack von natürlichen und synthetischen Substanzen 
vermittelten. Den Bitterrezeptoren mit einem breiten Aktivierungsspektrum sind die Rezeptoren 
Tas2r144 und Tas2r105 zuzuordnen, für die 16 bzw. 29 Liganden identifiziert werden konnten. 
Die beiden Rezeptoren wurden durch 39 der 114 getesteten Substanzen – inklusive acht 
synthetischen Substanzen – stimuliert. Dies entspricht 34 % der untersuchten Verbindungen. 
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Offensichtliche strukturelle Gemeinsamkeiten bei den Liganden dieser beiden Rezeptoren lagen 
nicht vor. 

Insgesamt aktivierten 47 (41 %) der getesteten Substanzen murine Bitterrezeptoren. 27 dieser 
Bitterstoffe (57  %) führten zur Aktivierung nur eines Bitterrezeptors, während 26  %  der 
Bitterstoffe (12) die Aktivierung zweier Tas2rs bedingte. Die Geschmacksstoffe Amarogentin, 
Chlorpheniramin, Costunolid, Denatoniumbenzoat, PROP und Xanthotoxin aktivierten in den 
Calcium-Imaging-Experimenten drei und die Naturstoffe Chinin und Yohimbin vier der 
untersuchten Bitterrezeptoren der Maus. Bei Aktivierungen mehrerer Rezeptoren durch eine 
Substanz wurden zumeist Zellen, die mit Tas2r105-, Tas2r108-, Tas2r120-, Tas2r140- oder 
Tas2r144-Plasmiden transient transfiziert wurden, stimuliert. 

Tab. 4.3. Aktivierbarkeit von 16 Tas2-Rezeptoren der Maus im Vergleich zu ihren humanen, 
orthologen Rezeptoren durch natürliche und synthetische Bitterstoffe. Vergleich der Aktivierbarkeit 
von transient transfizierten HEK293T-G!16gust44-Zellen mit TAS2-Rezeptoren des Menschen und der 
Maus im Calcium-Imaging-System nach Stimulation mit diversen Bitterstoffen in ihrer maximal 
applizierbaren Konzentration. Dargestellt sind ausschließlich Substanzen aus der Analyse von 114 
Bitterstoffen (siehe Tab. 4.1), die zur Aktivierung eines Rezeptors dieser Spezies führten. Die humanen 
Daten beruhen auf Meyerhof et al., 2010 und unpublizierten Ergebnissen der Abteilung Molekulare 
Genetik. +, Aktivierung; -, keine Aktivierung; PEITC, Phenylethylisothiocyanat
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4

Ein Vergleich der Bitterrezeptoren der Maus mit den humanen TAS2Rs hinsichtlich ihrer 
Aktivierbarkeit durch die 114 betrachteten Bittersubstanzen zeigte, dass 37 Bitterstoffe 
ausschließlich humane Rezeptoren aktivierten, jedoch keinen der untersuchten 
Mausrezeptoren. Umgekehrt aktivierten die Bitterstoffe "-Carotin, Emetin und Ouabain im       
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In-vitro-System ausschließlich Bitterrezeptoren der Maus, aber keinen der 25 humanen 
TAS2Rs. Bei 44 der getesteten Bitterstoffe konnte eine Aktivierung von Bitterrezeptoren in 
beiden Spezies beobachtet werden, während 30 Substanzen weder Bitterrezeptoren des 
Menschen noch der Maus aktivierten. 

Die Auswertung des Antwortverhaltens der 16 Bitterrezeptoren der Maus unter 
Berücksichtigung ihrer orthologen Beziehungen zu den humanen TAS2Rs zeigte, dass 82 der 
114 analysierten Substanzen zur Aktivierung eines Bitterrezeptors in einer der beiden Spezies 
führten. Die Aktivierbarkeit der Rezeptoren gegenüber diesen 82 Bitterstoffen ist der Tab. 4.3 zu 
entnehmen.

Hierbei entfielen durchschnittlich auf jede orthologen Mensch-Maus-Beziehung 18 
Aktivierungen auf den humanen Rezeptor und fünf Aktivierungen auf den murinen Rezeptor. In 
10,1  % der Fälle konnte eine Übereinstimmung des Aktivierungsverhaltens von humanen 
Bitterrezeptoren im Vergleich zu ihren orthologen Mausrezeptoren beobachtet werden. 
Tas2r105 und Tas2r114 zeigten dabei mit 18 bzw. 7 identischen Liganden die größte 
Deckungsgleichheit an Aktivatoren zu ihrem orthologen Bitterrezeptor TAS2R10. 

Eine ausbleibende Aktivierung eines Mausrezeptors bei Stimulation des humanen, orthologen 
Bitterrezeptors konnte 339-mal erfasst werden, dies entsprach einem Anteil von 81,5 % aller 
aktivierenden Substanzen. Umgekehrt konnte in 8,4 % der Fälle, dass heißt bei durchschnittlich 
zwei Bitterstoffen, eine Aktivierung eines Bitterrezeptors der Maus durch eine Substanz erfasst 
werden, die nicht den humanen, orthologen Rezeptor aktivierte. Letzteres traf auf alle 
Rezeptoren, für die ein Ligand identifiziert werden konnte, mit Ausnahme von Tas2r114 zu. 
Tas2r144 und Tas2r105 wiesen hierbei mit zwölf bzw. elf Bitterstoffen die meisten Liganden auf, 
die nicht den zugehörigen Orthologen TAS2R40 bzw. TAS2R10 aktivierten. 

Die größten Abweichungen zu den humanen Orthologen traten beim Vergleich von Tas2r120, 
der den humanen Rezeptoren TAS2R43 bis TAS2R50 ortholog ist, und Tas2r140, der ortholog 
zu TAS2R14 ist, auf. Hier konnten 46 bzw. 34 der untersuchten Bitterstoffe jeweils nur den 
Rezeptor einer Spezies aktivieren.

Folglich konnten im Zuge dieser Experimente viele Beispiele dafür gefunden werden, dass 
Bitterrezeptoren des Menschen, aber nicht die orthologen Rezeptoren der Maus, durch 
bestimmte Bitterstoffe aktiviert wurden, als auch umgekehrt. Weiterhin konnte lediglich in 
vereinzelten Fällen die Aktivierung von orthologen menschlichen und murinen Bitterrezeptoren 
durch identische Substanzen beobachtet werden (Abb. 4.5). 

Zusammengefasst lässt sich daher festhalten, dass Bitterrezeptoren der Maus zumeist durch 
deutlich weniger und nur selten durch die identischen Bitterstoffe wie ihre humanen 
Gegenspieler aktiviert werden. Funktionelle Orthologe scheint es demnach im eigentlichen 
Sinne nicht zu geben.
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Abb. 4.5. Konzentration-Wirkungsbeziehung ausgewählter Beispiele humaner und muriner 
Rezeptororthologe. (A) Konzentrationsabhängige Aktivierung von Tas2r105 durch Amarogentin bei 
ausbleibender Aktivierung des humanen, orthologen Bitterrezeptors. (B, C) Beispiel für die Aktivierung 
von murinen und humanen Bitterrezeptoren durch die selbe Substanz mit unterschiedlicher Sensitivität. 
(D) Konzentrationsabhängige Aktivierung von TAS2R38 durch Phenylthiocarbamid (PTC) bei 
ausbleibender Aktivierung des orthologen Mausbitterrezeptors. (E, F) Beispielhafte Aktivierung von 
Bitterrezeptoren des humanen Clusters bei fehlender Aktivierung der zwei orthologen Mausrezeptoren 
Tas2r120 und Tas2r136. Die Werte sind als Mittelwerte mit Standardabweichung aus zwei bis fünf 
unabhängigen Experimenten gezeigt.
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4.2 Funktionelle Charakterisierung von Opsinen durch elektro-               
physiologische Messungen an Xenopus-laevis-Oozyten
Zur funktionellen Charakterisierung der Opsine (humanes Rho, murines Opsin sws und mws) 
wurden e lek t rophys io log ische Messungen mi t H i l f e de r Zwe i -E lek t roden-
Spannungsklemmtechnik mit Xenopus-laevis-Oozyten durchgeführt. Die Expression der Opsine 
in An- oder Abwesenheit von Gustducin und PLC erlaubte festzustellen, ob Opsine an 
Gustducin koppeln und somit in der Lage sind, eine intrazelluläre Signalkaskade auszulösen. 
Ziel der Experimente sollte sein, herauszufinden, ob Opsine Geschmacksrezeptoren hinsichtlich 
ihrer G-Protein-Kopplung ersetzen und zur Aktivierung von Geschmacksrezeptorzellen nach 
Lichtstimulation führen können. Weiterhin sollten die optimalen Stimulationsbedingungen der 
Opsine näher untersucht werden. 

4.2.1 Funktionelle Charakterisierung von Opsinen in cRNA-injizierten Xenopus-   
laevis-Oozyten

Oozyten des Krallenfrosches Xenopus laevis wurden entweder mit cRNA für Opsin, Opsin 
zuzüglich Gustducin und PLC oder Wasser injiziert und bei 16°C inkubiert. Die Applikation des   
11-cis-Retinal-haltigen Messpuffers 5 min nach Start der Aufzeichnung der Stromkurven 
bedingte keine Änderung des basalen Stromes. Die 30 min später erfolgte Lichtstimulation 
führte demgegenüber bei einem großen Anteil Opsin-exprimierender Oozyten zirka 10  s bis 
30 s nach Stimulusbeginn zu Auswärtsströmen (20 nA bis mehrere µA), die meist nach wenigen 
Minuten (durchschnittlich 4  min bis 6 min) trotz anhaltender Belichtung wieder zum 
Ausgangsniveau zurückkehrten (Abb. 4.6). Wurden ausschließlich die Oozyten betrachtet, die 
neben den Opsinen auch Gustducin und PLC exprimierten, so zeigten 89 % bis 100 %  einen 
auswärtsgerichteten Strom nach Lichtstimulation bei konstanter Klemmspannung. 
Demgegenüber reagierte bei den ausschließlich mit Opsin injizierten Oozyten nur jede zweite 
(sws und mws) bis dritte (Rho) auf die Lichtapplikation (Tab. 4.4). 

Die maximalen Signalamplituden der lichtaktivierten Oozyten unterlagen dabei großen 
Variationen, auch wenn diese aus dem Ovar desselben Frosches stammten und mit der 
gleichen cRNA injiziert wurden. Im Mittel zeigten die Oozyten, die mit Opsin mws und Rho 
injiziert wurden, größere Stromänderungen nach Stimulation mit Licht (durchschnittlich 
374  ±  296 nA und 466 ± 317 nA), als die Opsin-sws-exprimierenden Oozyten (im Mittel 
225 ± 87 nA). Darüber hinaus wurde deutlich, dass die Oozyten, die mit Opsin, Gustducin und 
PLC koinjiziert wurden, durchschnittlich höhere (anderthalbfache bis fünffache, Tab. 4.4) 
maximale Signalamplituden zeigten, als die, die nur Opsin exprimierten. Bedingt durch die 
großen Schwankungen waren die mittleren Variationen der Signalamplituden allerdings oft nicht 
signifikant (Abb. 4.6 B, D, F). Jedoch zeigten jene Oozyten, wie unten ausgeführt, häufiger 
Stromänderungen als Folge des Lichtstimulus. Die DEPC-Wasser-injizierten Oozyten hingegen 
wiesen keine Veränderungen der Stromkurven nach Lichtstimulus auf. In Tab. 4.4 sind die 
Änderungen der Stromstärke nach Belichtung der Oozyten zusammengefasst. Abb. 4.6 zeigt 
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die dazugehörigen Boxplots für die verschiedenen Opsine. Repräsentative Stromkurven sind 
der Abb. 4.7 zu entnehmen.

Tab. 4.4. Anzahl und Angaben zur Stärke der Reaktion von cRNA- beziehungsweise DEPC-Wasser-
injizierten Xenopus-Oozyten auf einen Lichtstimulus. Die Belichtung der Oozyten erfolgte nach 
35 min Dunkelheit und einer halbstündigen Inkubation in 11-cis-Retinal-haltigem Puffer. Oozyten, die 
Rhodopsin (Rho) oder Opsin mws (medium wavelength sensitive) exprimierten, wurden mit Weißlicht und 
Oozyten, die mit Opsin sws (short wavelength sensitive) injiziert wurden, mit UV-Licht (312 nm) stimuliert. 
Gust, Gustducin; H2O, Wasser; MW, Mittelwert; PLC, Phospholipase C"2; STABW, Standardabweichung

analysierte Oozytenanalysierte Oozytenanalysierte Oozyten signalgebende Oozytensignalgebende Oozytensignalgebende Oozyten Anteil signal-
gebender Oozyten 

an analysierten
OozytenOozyten MW 

[µA]
STABW 

[µA]
Oozyten MW 

[µA]
STABW 

[µA]

Anteil signal-
gebender Oozyten 

an analysierten
Oozyten

 Rho + Gust + PLC
 Rho  
 mws + Gust + PLC
 mws  
 sws + Gust + PLC
 sws  
 H2O

18 0,685 0,932 16 0,768 0,944 89 %
13 0,166 0,262 4 0,466 0,317 31 %
13 1,841 1,513 13 1,841 1,513 100 %
10 0,199 0,271 5 0,374 0,296 50 %
15 0,449 0,568 15 0,449 0,568 100 %
13 0,128 0,117 6 0,225 0,087 46 %
16 0,015 0,012 0 - - 0 %

Neben den Analysen mit 11-cis-Retinal wurden weiterhin vereinzelt Experimente mit belichtetem 
11-cis-Retinal bzw. all-trans-Retinal durchgeführt. Hierfür wurden Oozyten, die mit Rho oder 
Opsin mws, Gustducin und PLC koinjiziert wurden, in der Messkammer für 30 min mit über 1 h 
belichtetem 11-cis-Retinal oder all-trans-Retinal umspült. Diese Versuche ergaben, dass bei 
Exposition der Oozyten mit Weißlicht in der Mehrzahl der Fälle Auswärtsströme zu detektieren 
waren. Diese traten im identischen zeitlichen Fenster wie die Stromänderungen bei 11-cis-
Retinal-inkubierten Oozyten auf (Abb. 4.8). Während die Häufigkeit, mit der die Oozyten auf 
einen Lichtstimulus reagierten, von der Art des Retinals unabhängig zu sein schien, fielen die 
Signalamplituden jedoch bei den mit belichtetem 11-cis-Retinal bzw. all-trans-Retinal 
inkubierten Oozyten im Mittel geringer aus (Tab. 4.5). Die Variationen der Signale in 
Abhängigkeit des Retinals erreichte jedoch keine statistische Signifikanz.
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Abb. 4.6. Boxplots der cRNA- bzw. Wasser-injizierten Oozyten nach einmaliger Lichtstimulation. 
Die Box umfasst den Bereich vom ersten bis dritten Quartil mit einer Linie, die den Median widerspiegelt 
(2. Quartil). Die Fühler (Whisker) über und unter der Box repräsentieren die maximalen beziehungsweise 
minimalen gemessenen Werte für die maximalen Signalamplituden nach Stimulation der Oozyten mit 
Licht. Rhodopsin- (Rho) und Opsin-mws-(medium wavelength sensitive)-exprimierende Oozyten wurden 
hierfür nach 30 min Inkubation in 11-cis-Retinal-haltigem Puffer mit Weißlicht stimuliert, während 
Oozyten, die mit Opsin sws (short wavelength sensitive) injiziert wurden, UV-Licht (312 nm) ausgesetzt 
wurden. Die Boxplots (A), (C) und (E) zeigen die Daten für alle analysierten Oozyten, d. h. reagierende 
und nicht-reagierende Oozyten, welche mit Rho (A), Opsin mws (C) und Opsin sws (E) mit oder ohne    
!-Gustducin (Gust) und Phospholipase C"2 (PLC) injiziert wurden. (B), (D), und (F) stellen die Boxplots 
der lichtaktivierten Oozyten dar, die nach Inkubation mit 11-cis-Retinal auf Licht entsprechender 
Wellenlänge mit einem Auswärtsstrom reagiert haben. (B) zeigt die Oozyten, die mit Rho injiziert wurden, 
während (D) die Oozyten mit Opsin mws und (F) die Xenopus-Oozyten mit dem Opsin sws der Maus, 
jeweils mit und ohne den Komponenten der Geschmackskaskade koinjiziert, zeigt. Die Injektion von 
Wasser bedingte bei keiner Oozyte eine Reaktion auf Licht. Die statistische Auswertung erfolgte über den 
Kruskal-Wallis-Test und eine Post-Hoc-Analyse mit dem Dunnett-T3-Test. max., maximale; n.s., nicht 
signifikant; ★, ! ≤ 0,05; ★ ★, ! ≤ 0,01; ★ ★ ★, ! ≤ 0,001
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Abb. 4.7. Repräsentative Stromkurven von cRNA- bzw. Wasser-injizierten Oozyten nach 
einmaliger Lichtstimulation. Drei bis vier Tage nach der Injektion mit cRNA bzw. H2O wurden die 
Oozyten mit der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmtechnik vermessen. Hierfür wurden die Oozyten auf 
ein Haltepotential von 0 mV fixiert und kontinuierlich (5 min nach Start der Messung) mit 11-cis-Retinal-
haltigem Messpuffer umspült. 30 min nach Start der Retinal-Inkubation in Dunkelheit wurden die Oozyten 
bis zum Ende der Messung mit Weißlicht (Rho, mws, ) bzw. UV-Licht von 312  nm (sws, ) exponiert. 
Rho,  Rhodopsin; mws, Opsin medium wavelength sensitive; sws, Opsin short wavelength sensitive; 
Gust, Gustducin; PLC, Phospholipase C"2; H2O, Wasser
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Abb. 4.8. Repräsentative Stromkurven von Opsin-mws/Gustducin/Phospholipase-C-injizierten 
Xenopus-Oozyten nach Inkubation mit verschiedenen Kofaktoren (Retinalen). Die Oozyten wurden 
auf ein Haltepotential von 0 mV fixiert und kontinuierlich (5 min nach Start der Messung) mit 11-cis-
Retinal-, belichtetem 11-cis-Retinal- und all-trans-Retinal-haltigem Messpuffer umspült. Nach 30 min 
Inkubation mit dem jeweiligen Retinal in Dunkelheit wurden die Oozyten mit Weißlicht stimuliert. 
mws, medium wavelength sensitive

Tab. 4.5. Anzahl und Angaben zur Stärke der Lichtreaktion von Opsin/Gustducin/    
Phospholipase-C-injizierten Xenopus-Oozyten bei unterschiedlichen Retinal-Kofaktoren. Die 
Oozyten wurden drei bis vier Tage nach Injektion der cRNA mit der Zwei-Elektroden-
Spannungsklemmtechnik vermessen. Die Belichtung nach 30 min Inkubation mit 11-cis-Retinal, 
belichtetem 11-cis-Retinal oder all-trans-Retinal mit Weißlicht führte zu den nachfolgend aufgeführten 
Stromänderungen. Betrachtet wurden Oozyten, die neben Gustducin (Gust) und Phospholipase C"2 
(PLC) mit Rhodopsin (Rho) oder Opsin mws (medium wavelength sensitive) injiziert wurden. MW, 
Mittelwert; STABW, Standardabweichung

analysierte Oozytenanalysierte Oozytenanalysierte Oozyten signalgebende Oozytensignalgebende Oozytensignalgebende Oozyten Anteil signal-
gebender Oozyten 

an analysierten
OozytenOozyten MW 

[µA]
STABW 

[µA]
Oozyten MW 

[µA]
STABW 

[µA]

Anteil signal-
gebender Oozyten 

an analysierten
Oozyten

 Rho + Gust + PLC
 11-cis-Retinal
 belichtetes 11-cis-Retinal
 all-trans-Retinal

mws + Gust + PLC
 11-cis-Retinal
 belichtetes 11-cis-Retinal
 all-trans-Retinal

18 0,685 0,932 16 0,768 0,944 89 %
7 0,185 0,342 4 0,312 0,429 57 %
5 0,259 0,303 4 0,312 0,321 80 %

13 1,841 1,513 13 1,841 1,513 100 %
3 0,626 0,536 3 0,626 0,536 100 %
2 0,494 0,556 2 0,494 0,556 100 %

Damit ist gezeigt, dass die lichtabhängige Aktivierung der Opsine nicht nur bei Inkubation von     
11-cis-Retinal, sondern auch bei Inkubation von belichtetem 11-cis- und all-trans-Retinal auftrat.
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4.2.2 Funktionelle Charakterisierung von Opsinen in Poly(A)-injizierten Xenopus-
laevis-Oozyten

Um die Interaktion zwischen den Opsinen und dem G-Protein Gustducin zu belegen, wurden 
neben den cRNA-Experimenten Versuche mit Poly(A)-RNA aus murinen Augen (angereichertes 
Retina-Pigmentepithel mit Choroidea; siehe 3.6.5) durchgeführt. 

Dabei wurde jeweils ein Teil der extrahierten Poly(A)-RNA in cDNA umgeschrieben und einer 
genspezifischen Expressionsanalyse unterzogen. Diese ergab, dass PCR-Fragmente der 
erwarteten Größe für Rho (261 bp), Opsin mws (289 bp), Opsin sws (400 bp), Transducin 
(448 bp), Gustducin (773 bp) und PLC (331 bp) detektiert werden konnten. Die Identität der 
PCR-Produkte wurde durch Sequenzanalysen bestätigt. Die injizierte Poly(A)-RNA enthielt 
folglich unter anderem mRNAs, welche für Rho, Opsin mws und sws, Transducin, Gustducin 
und PLC kodierten (Abb. 4.9).

Abb. 4.9. PCR-Analyse von Poly(A)-RNA auf cDNA-Ebene. Nach Anreicherung von Poly(A)-RNA via 
Oligo(dT)-Cellulose-Chromatographie aus Gesamt-RNA des Retina-Pigmentepithel mit Choroidea 
wurden 0,25 μg Poly(A)-RNA nach einem DNase-Verdau in cDNA in An- (+RT) und Abwesenheit (−RT) 
von reverser Transkriptase umgeschrieben. Diese wurde als Matrize für die PCR mit Rhodopsin- (Rho), 
Opsin medium wavelength sensitive- (mws), Opsin short wavelength sensitive- (sws), Transducin- 
(Trans), Gustducin- (Gust) und Phospholipase C"2 (PLC)-spezifischen Primern der Maus eingesetzt. Die 
amplifizierten PCR-Produkte wurden nachfolgend mittels Agarosegelelektrophorese getrennt. Die 
Amplifikation bedingte für alle Primerkombinationen eine genspezifische Bande. Die beobachteten PCR-
Produkte konnten bis auf Ausnahme von Gustducin (2 μl Template) bereits bei Einsatz von 1 μl Poly(A)-
cDNA nachgewiesen werden. Eine Amplifikation in der −RT wurde in keinem PCR-Ansatz detektiert. 
(1) Rho, 261 bp; (2) Opsin mws, 289 bp; (3) Opsin sws, 400 bp; (4) Transducin, 448 bp; (5) Gustducin, 
773 bp und (6) PLC, 331 bp.

Die Injektion von Poly(A)-RNA allein führte nur in 13 % der Versuche zu Veränderungen der 
Membranströme als Reaktion auf Licht (Tab. 4.6). Auch die maximalen Signalamplituden der 
signalgebenden Poly(A)-injizierten Oozyten fielen mit 118 ± 73 nA signifikant geringer aus, als 
die der Oozyten, die neben Poly(A)-RNA mit Rho koinjiziert wurden (im Mittel 405 ± 225 nA; 
Abb. 4.10 und Tab. 4.6). Die Koinjektion von Poly(A)-RNA und Rho bedingte weiterhin deutlich 
häufiger eine Reaktion auf den Stimulus. 92 %  der analysierten Poly(A)/Rho-Oozyten zeigten 
Auswärtsströme als Antwort auf die Applikation von Licht. Ein fast genauso hoher Anteil 
(95,5 %) an Poly(A)-Oozyten, die neben Rho Gustducin und PLC exprimierten, reagierten mit 
einem auswärtsgerichteten Stromfluss auf den Lichtstimulus. Dieser war hochsignifikant 
(durchschnittlich 1,8 ± 1,8 µA; Tab. 4.6). Vergleicht man diese Daten mit den Ergebnissen der 
Xenopus-laevis-Oozyten, die mit Rho injiziert wurden, so wird deutlich, dass beträchtlich mehr 
Poly(A)-/Rho-koinjizierte Oozyten auf den Lichtstimulus mit einem Auswärtsstrom reagierten 
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(31 % kontra 92 %). Die maximalen Signalamplituden der beiden Oozytentypen [Rho kontra 
Rho mit Poly(A)] hingegen variierten mit 466 ± 317 nA gegenüber 405 ± 225 nA nicht signifikant. 
Anders verhielt es sich bei den Rho-Oozyten, die zusätzlich Gustducin und PLC exprimierten. 
Hier reagierten vergleichbar viele Rho/Gustducin/PLC-injizierte Oozyten wie ihre Poly(A)-
Gegenspieler (etwa 93 % der analysierten Oozyten). Diese wiesen allerdings hochsignifikant 
höhere Signalamplituden nach Lichtstimulus auf (0,8 ± 0,9 µA kontra 1,8 ± 1,8 µA). 

Abb. 4.10. Boxplots der Poly(A)-injizierten Xenopus-laevis-Oozyten. Dargestellt sind Boxen, die den 
Bereich des ersten bis dritten Quartils umfassen mit einer Linie, die den Median wiedergibt (2. Quartil). 
Die Whisker (Fühler) über und unter der Box repräsentieren die maximalen beziehungsweise minimalen 
gemessenen Werte für die maximale Signalamplitude nach Stimulation der Oozyten mit Weißlicht. Die 
Boxplots in (A) repräsentieren Daten aller analysierten Oozyten, d. h. reagierender und nicht-
reagierender Oozyten, welche mit dem humanem Rhodopsin (Rho), Poly(A)-RNA, !-Gustducin (Gust) 
und Phospholipase C"2 (PLC), mit Rho und Poly(A)-RNA oder mit Poly(A)-RNA allein beziehungsweise 
Wasser (H2O) injiziert wurden. (B) zeigt die Daten der Oozyten, die wie in (A) mit Poly(A)-RNA und mit 
oder ohne cRNA koinjiziert wurden, beschränkt sich aber auf die Oozyten, die nach Inkubation mit 11-cis-
Retinal auf Licht mit einem Auswärtsstrom reagiert haben. Die Wasser-injizierten Oozyten reagierten zu 
keinem Zeitpunkt auf den Lichtstimulus. Die statistische Auswertung erfolgte über den Kruskal-Wallis-Test 
und eine Post-Hoc-Analyse mit dem Dunnett-T3-Test. max., maximale; n.s., nicht signifikant; 
★, ! ≤ 0,05; ★ ★, ! ≤ 0,01; ★ ★ ★, ! ≤ 0,001
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Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen der Poly(A)-injizierten Oozyten zeigten, 
dass Poly(A)-RNA (inklusive des retinaspezifischen G-Proteins Transducin) alleine keine 
signifikanten Reaktionen auf Lichtapplikationen hervorrief. Durch Koinjektionen mit der 
funktionellen cRNA für Rho beziehungsweise Rho/Gustducin/PLC wurde diese 
Reaktionshäufigkeit potenziert.

Tab. 4.6. Anzahl und Angaben zum Umfang der Lichtreaktion von Poly(A)/cRNA-injizierten 
Oozyten. Oozyten des Xenopus laevis wurden mit Poly(A)-RNA allein oder mit Poly(A)-RNA nebst cRNA 
von Rhodopsin (Rho) und Rho, Gustducin (Gust) und Phospholipase C"2 (PLC) injiziert. Nach 30 min  
11-cis-Retinal-Inkubation in Dunkelheit wurden die Oozyten mit Weißlicht belichtet. Als Kontrolle kamen 
Wasser-injizierte (H2O) Oozyten zum Einsatz. MW, Mittelwert; STABW, Standardabweichung

analysierte Oozytenanalysierte Oozytenanalysierte Oozyten signalgebende Oozytensignalgebende Oozytensignalgebende Oozyten Anteil signalge-
bender Oozyten 
an analysierten 

OozytenOozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Oozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Anteil signalge-
bender Oozyten 
an analysierten 

Oozyten

 Poly(A) + Rho + Gust + PLC
 Poly(A) + Rho  
 Poly(A)
 H2O

20 1,612 1,776 19 1,779 1,781 96 %
13 0,379 0,235 12 0,405 0,225 92 %
16 0,047 0,043 2 0,118 0,073 13 %
11 0,028 0,068 0 - - 0 %

4.2.3 Charakterisierung der Lichtsensitivität von Opsinen im Xenopus-laevis-  
Modell

Zur Evaluierung der Lichtsensitivität der einzelnen Opsine wurden Experimente mit Oozyten, 
die mit einem Opsin zuzüglich Gustducin und PLC injiziert wurden, durchgeführt. Hierfür kamen 
Lichtquellen mit den Wellenlängen 254 nm, 312 nm (filtered lamp for fluorescence VL-6.MC), 
365  ±  5  nm (LED-UV-Auflicht), 400  nm bis 750  nm (Weißlicht „sichtbares Licht“; Intralux 
4000-1), 625 nm bis 750 nm (R95E, 100W, Philips Lighting), 600 nm bis > 2500 nm (mit dem 
Maximum bei 1100 nm; R95E Infrared rubin, 100W, Philips Lighting) und 880 nm (Infrarot-LED, 
Conrad Electronics) zum Einsatz. Im Zuge dieser Analysen wurden die Oozyten drei bis vier 
Tage nach ihrer Injektion auf 0 mV geklemmt und mit 11-cis-Retinal-haltigem Puffer umspült. 
Die Stimulationen mit den verschiedenen Lichtquellen erfolgten jeweils für 1 min und wurde 
durch 5 min Phasen der Dunkelheit unterbrochen. Pro Oozyte wurden zwischen drei und fünf 
Stimulationen in variierender Reihenfolge vorgenommen. Dabei wurde streng darauf geachtet, 
dass die Stimulationen mit Weißlicht für die Oozyten, die mit Rho und Opsin mws injiziert 
wurden bzw. die Aktivierung mit UV-Licht für Opsin-sws-injizierte Oozyten, die auf Grund ihres 
Absorptionsmaximums potentiell den stärksten Auswärtsstrom erwarten ließen, jeweils am 
Ende erfolgten.

Für Rho-injizierte Oozyten wurde neben der Aktivierbarkeit durch sichtbares Licht, die in 93 % 
der Fälle zu beobachten war, auch eine Aktivierung des Opsins durch UV-Licht gemessen (Abb. 
4.11). 
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Abb. 4.11. Boxplots von Rhodopsin/Gustducin/Phospholipase-C-injizierten Xenopus-laevis-
Oozyten nach Exposition mit Licht variierender Wellenlänge. Dargestellt sind Boxen, die den Bereich 
vom ersten bis dritten Quartil der maximalen Signalamplitude umfassen, mit einer Linie, die den Median 
widerspiegelt (2. Quartil). Die Fühler über und unter der Box repräsentieren die maximalen 
beziehungsweise minimalen gemessenen Werte für die Signalamplitude nach Stimulation der Oozyten 
mit Licht der jeweiligen Wellenlänge. Die Boxplots zeigen die Stärke der Auswärtsströme aller 
analysierten Oozyten, d. h. reagierender und nicht-reagierender Oozyten, welche mit dem humanem 
Rhodopsin (Rho), !-Gustducin (Gust) und Phospholipase C"2 (PLC) injiziert wurden. Die statistische 
Auswertung erfolgte über den Kruskal-Wallis- und den Mann-Whitney-Test mit Bonferroni-Korrektur 
(★, ! ≤ 0,05; ★ ★, ! ≤ 0,01; ★ ★ ★, ! ≤ 0,001; n.s., nicht signifikant).

T a b . 4 . 7 . A n z a h l u n d A n g a b e n z u r L i c h t r e a k t i o n v o n 
Rhodopsin/Gustducin/Phospholipase-C-injizierten Xenopus-Oozyten auf Lichtstimuli verschiede-
ner Wellenlängen. Die Exposition der Oozyten mit variierenden Lichtquellen erfolgte nach 30 min 
Inkubation in 11-cis-Retinal-haltigem Puffer. Pro Oozyte wurden drei bis fünf Stimulationen – getrennt von 
fünfminütigen Dunkelphasen – vorgenommen. MW, Mittelwert; STABW, Standardabweichung
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bender Oozyten 
an analysierten 

OozytenOozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Oozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Anteil signalge-
bender Oozyten 
an analysierten 

Oozyten

UV-Licht
254 nm

UV-Licht 312 nmUV-Licht

365 nm

Weißlicht 400 - 750 nm

Rotlicht
625 - 750 nm

Rotlicht 700 - 1000 nmRotlicht

880 nm

8 0,124 0,170 6 0,178 0,175 75 %
7 0,229 0,347 3 0,393 0,397 43 %

19 1,856 1,433 17 2,067 1,364 90 %

43 3,189 3,238 40 3,438 3,234 93 %

12 0,019 0,031 0 - - 0 %
15 0,027 0,016 0 - - 0 %
8 0,017 0,018 0 - - 0 %
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** ≤ 0,01

*** ≤ 0,001

625-750 nm 700-1000 nm 880 nm365 nm312 nm254 nm Weißlicht

15.0

12.5

10.0

7.5

5.0

2.5

0.0

m
ax

im
al

e 
S

ig
na

la
m

pl
itu

de
 [!

A
]

Rho + Gust + PLCRho + Gust + PLC 254 nm 312 nm 365 nm Weißlicht 625-750 nm 700 - 1000 nm 880 nm

UV-Licht
254 nm

UV-Licht 312 nmUV-Licht
365 nm

Weißlicht 400 - 750 nm

Rotlicht
625 - 750 nm

Rotlicht 700 - 1000 nmRotlicht
880 nm

n.s. *** *** ** * *
n.s. *** *** * * *
*** *** * *** *** ***
*** *** * *** *** ***
** * *** *** n.s. n.s.

* * *** *** n.s. *
* * *** *** n.s. *

20

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !      Ergebnisse

90



Das UV-Licht der Wellenlänge 365 nm führte in vergleichbarer Häufigkeit zur Induktion eines 
Auswärtsstromes wie Weißlicht (90 %). Für UV-Licht der Wellenlängen 312 nm und 254  nm 
wurde ein solcher Auswärtsstrom bei der Zwei-Elektroden-Spannungsklemmmessung in nur 
43 %  bzw. 75 % der Fälle detektiert. Mit Abnahme der Wellenlänge wurde darüber hinaus im 
Mittel eine Reduktion der maximalen Signalamplitude beobachtet (Tab. 4.7). Bei Stimulation der 
Rho-injizierten Oozyten mit Rotlicht kam es bei keiner der verwendeten Lichtquellen zu einer 
Aktivierung von Rho. 

Das Opsin mws hingegen wurde durch alle drei Lichtklassen aktiviert. Die Stimulation von 
Opsin mws-, Gustducin- und PLC-koinjizierten Oozyten führte in 97  %  der Fälle zur 
Veränderungen des Membranpotentials bei Stimulation mit Weißlicht. Eine Aktivierung der 
Oozyten nach der Exposition mit UV-Licht konnte in 75 % bis 94 % der analysierten Oozyten 
beobachtet werden. Ebenso führte die Stimulation mit Rotlicht der Wellenlänge 625 nm bis 
750 nm in 75 % der Fälle zu auswärtsgerichteten Ionenströmen. Im Mittel wies die maximale 
Signalamplitude der Oozyten nur geringe Abweichungen auf (Tab. 4.8). Lediglich die Stimulation 
mit Rotlicht der Wellenlänge 700 nm bis 1000 nm bedingte bei nur jeder zweiten analysierten 
Oozyte eine Aktivierung, einhergehend mit einer deutlich geringeren Signalamplitude. Die 
Exposition der Opsin-mws-Oozyten mit Licht der spezifischen Wellenlänge von 880 nm 
mündete in keiner detektierbaren Änderung des Membranpotentials (Abb. 4.12).

Tab. 4.8. Anzahl und Angaben zur Reaktion von Opsin-mws/Gustducin/Phospholipase-C-
injizierten Xenopus-Oozyten auf Lichtstimuli verschiedener Wellenlängen. Für die 
elektrophysiologischen Messungen mittels Zwei-Elektroden-Spannungsklemme wurde das Haltepotential 
auf 0 mV fixiert und die Oozyten mit 11-cis-Retinal-haltigem Puffer umspült. Pro Oozyte erfolgten drei bis 
fünf Expositionen mit variierenden Lichtquellen – getrennt von fünfminütigen Dunkelphasen. 
MW, Mittelwert; STABW, Standardabweichung; mws, medium wavelength sensitive

mws + Gust + PLCmws + Gust + PLCmws + Gust + PLCmws + Gust + PLC
analysierte Oozytenanalysierte Oozytenanalysierte Oozyten signalgebende Oozytensignalgebende Oozytensignalgebende Oozyten Anteil signalge-

bender Oozyten 
an analysierten 

OozytenOozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Oozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Anteil signalge-
bender Oozyten 
an analysierten 

Oozyten

UV-Licht
254 nm

UV-Licht 312 nmUV-Licht

365 nm

Weißlicht 400 - 750 nm

Rotlicht
625 - 750 nm

Rotlicht 700 - 1000 nmRotlicht

880 nm

4 1,898 2,170 3 2,523 2,171 75 %
9 0,523 0,514 7 0,671 0,486 78 %

18 1,451 1,484 17 1,532 1,487 94 %

32 1,547 1,238 31 1,552 1,222 97 %

8 1,038 1,275 6 1,358 1,334 75 %
19 0,171 0,261 9 0,330 0,321 47 %
8 0,024 0,015 0 - - 0 %
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Abb. 4.12. Boxplots von Opsin-mws/Gustducin/Phospholipase-C-injizierten Xenopus-laevis-
Oozyten nach Exposition mit Licht variierender Wellenlänge. Die dargestellten Boxen umfassen den 
Bereich vom ersten bis dritten Quartil der maximalen Signalamplitude. Die Linie in der Box gibt den 
Median wieder (2. Quartil). Die Whisker (Fühler) über und unter der Box repräsentieren die maximalen 
beziehungsweise minimalen gemessenen Werte für die Signalamplitude nach Stimulation der Oozyten 
mit Licht der jeweiligen Wellenlänge. Die Boxplots geben den Umfang der Auswärtsströme aller 
analysierten Oozyten, d. h. reagierender und nicht-reagierender Oozyten, welche mit dem Mausopsin 
mws (medium wavelength sensitive), !-Gustducin (Gust) und Phospholipase C"2 (PLC) injiziert wurden. 
Die statistische Auswertung erfolgte über den Kruskal-Wallis- und den Mann-Whitney-Test mit Bonferroni-
Korrektur (★, ! ≤ 0,05; ★ ★, ! ≤ 0,01; ★ ★ ★, ! ≤ 0,001; n.s., nicht signifikant).

Die Opsin-sws-injizierten Oozyten hingegen reagierten ausschließlich auf UV-Licht. In 75 % bis 
100 % der untersuchten Oozyten führte die Exposition von Licht der Wellenlängen 254 nm bis 
370 nm zur Aktivierung der Signalkaskade (Abb. 4.13; Tab. 4.9). Hierbei zeigten die Oozyten, 
die mit UV-Licht von 365 ± 5 nm stimuliert wurden, die größte maximale Signalamplitude. 

mws + Gust + PLCmws + Gust + PLC 254 nm 312 nm 365 nm Weißlicht 625-750 nm 700 - 1000 nm 880 nm
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n.s. * ** n.s. * **
n.s. * n.s. * *** ***
n.s. ** n.s. * *** ***
n.s. n.s. * * * ***
* * *** *** * *
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Tab. 4.9. Anzahl und Angaben zur Reaktion von Opsin-sws/Gustducin/Phospholipase-C-injizierten 
Xenopus-Oozyten auf Lichtstimuli verschiedener Wellenlängen. Die Stimulationen der Oozyten 
erfolgte nach 30 min Inkubation in 11-cis-Retinal-haltigem Puffer. Pro Oozyte wurden drei bis fünf Exposi-
tionen mit variierenden Lichtquellen – getrennt von fünfminütigen Dunkelphasen – vorgenommen. 
MW, Mittelwert; STABW, Standardabweichung; sws, short wavelength sensitive

sws + Gust + PLCsws + Gust + PLCsws + Gust + PLCsws + Gust + PLC
analysierte Oozytenanalysierte Oozytenanalysierte Oozyten signalgebende Oozytensignalgebende Oozytensignalgebende Oozyten Anteil signalge-

bender Oozyten 
an analysierten 

OozytenOozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Oozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Anteil signalge-
bender Oozyten 
an analysierten 

Oozyten

UV-Licht
254 nm

UV-Licht 312 nmUV-Licht

365 nm

Weißlicht 400 - 750 nm

Rotlicht
625 - 750 nm

Rotlicht 700 - 1000 nmRotlicht

880 nm

4 0,038 0,022 3 0,047 0,015 75 %
9 0,568 0,648 9 0,568 0,648 100 %

19 2,116 1,921 16 2,509 1,841 84 %

29 0,012 0,019 0 - - 0 %

10 0,010 0,024 0 - - 0 %
13 0,003 0,014 0 - - 0 %
6 0,010 0,023 0 - - 0 %

Abb. 4.13. Boxplots von Opsin-sws/Gustducin/Phospholipase-C-injizierten Xenopus-laevis-
Oozyten nach Exposition mit Licht variierender Wellenlänge. Die Box umfasst den Bereich des 
ersten bis dritten Quartils der maximalen Signalamplitude. Die Linie in der Box spiegelt den Median wider 
(2. Quartil). Die Whisker (Fühler) über und unter der Box repräsentieren die maximalen beziehungsweise 
minimalen gemessenen Werte für die Signalamplitude nach Stimulation der Oozyten mit Licht der 
jeweiligen Wellenlänge. Die Boxplots zeigen die Amplitude der Auswärtsströme aller analysierten 
Oozyten, d. h. reagierender und nicht-reagierender, welche mit dem Mausopsin short wavelength 
sensitive (sws), !-Gustducin (Gust) und Phospholipase C"2 (PLC) injiziert wurden. Die statistische 
Auswertung erfolgte über den Kruskal-Wallis- und den Mann-Whitney-Test mit Bonferroni-Korrektur       
(★, ! ≤ 0,05; ★ ★, ! ≤ 0,01; ★ ★ ★, ! ≤ 0,001; n.s., nicht signifikant).
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Wasser-injizierte Oozyten zeigten bei keinem der verwendeten Lichtstimuli eine Änderung des 
Membranpotentials (Tab. 4.10).

Tab. 4.10. Anzahl und Angaben zur Reaktion von Wasser-injizierten Xenopus-Oozyten auf 
Lichtstimuli verschiedener Wellenlängen. Die Stimulation der Oozyten erfolgte parallel zu den oben 
angefügten Opsin-injizierten Oozyten. Diese wurden 30 min in 11-cis-Retinal-haltigem Puffer bei einer 
Klemmspannung von 0 mV in der Messkammer inkubiert. Pro Oozyte wurden drei bis fünf Belichtungen 
mit variierenden Quellen – getrennt von fünfminütigen Dunkelphasen – vorgenommen. H2O, Wasser; 
MW, Mittelwert; STABW, Standardabweichung

H2OH2OH2OH2O
analysierte Oozytenanalysierte Oozytenanalysierte Oozyten signalgebende Oozytensignalgebende Oozytensignalgebende Oozyten Anteil signalge-

bender Oozyten 
an analysierten 

OozytenOozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Oozyten MW 
[µA]

STABW 
[µA]

Anteil signalge-
bender Oozyten 
an analysierten 

Oozyten

UV-Licht
254 nm

UV-Licht 312 nmUV-Licht

365 nm

Weißlicht 400 - 750 nm

Rotlicht
625 - 750 nm

Rotlicht 700 - 1000 nmRotlicht

880 nm

4 0,015 0,010 0 - - 0 %
10 0,011 0,003 0 - - 0 %
20 0,023 0,024 0 - - 0 %

37 0,024 0,031 0 - - 0 %

16 0,026 0,030 0 - - 0 %
11 0,012 0,006 0 - - 0 %
8 0,015 0,011 0 - - 0 %

Hieraus wird ersichtlich, dass mit Ausnahme von Opsin sws, die mittelwelligen Photorezeptoren 
Rho und Opsin mws ein breites Anregungsspektrum aufweisen. Während für die UV-Pigmente 
bereits beschrieben ist, dass sie nur durch ein sehr engen Wellenlängenbereich um 360 nm 
aktiviert werden (Yokoyama, 2000), war das breite Anregungsspektrum für Rho und Opsin mws 
überraschend. 
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4.3 Generierung von Mausmodellen mit modifiziertem Geschmacks-         
rezeptorlocus
Für die Analyse gustatorischer Kommunikationsbahnen sollten Mausmodelle generiert werden, 
deren Geschmackssystem durch einen biophysikalischen Stimulus, die Applikation von Licht, 
induziert werden kann. 

Zu diesem Zweck wurde bei diesen Mausmodellen der Locus eines Geschmacksrezeptors, der 
an der Vermittlung der Geschmacksmodalität umami, süß oder bitter beteiligt war, durch die 
Integration von lichtsensitiven G-Protein-gekoppelten Rezeptoren ersetzt. Die Generierung der 
Knockout-/Knockin-Mäuse erfolgte in Zusammenarbeit mit Dr. Ulrich Boehm am Institut für 
neurale Signaltransduktion des Zentrums für Molekulare Neurobiologie Hamburg (ZMNH) und 
der transgenen Tiereinheit des ZMNHs.

4.3.1 Mausmodell Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

Für die Modifikation des Tas1r1-Locus, dessen Genprodukt an der Vermittlung des Umami-
Geschmacks beteiligt ist, wurde ein Targeting-Vektor zur Manipulation von ES-Zellen generiert. 
Parallel hierzu wurde eine Strategie erstellt, auf deren Grundlage rekombinante ES-Zellklone 
nach Einbringung des Targeting-Vektors analysiert und homolog rekombinierte ES-Zellklone 
identifiziert werden sollten.

4.3.1.1 Targeting-Strategie für Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

Das Gen der Umami-Rezeptoruntereinheit Tas1r1 (Geschmacksrezeptor Typ 1, Mitglied 1; 
GenBank number: AF301161; Bachmanov et al., 2001), ist auf dem Chromosom vier der Maus 
lokalisiert. Die kodierende Sequenz des Rezeptors erstreckt sich von Basenpaar 150.871.714 
bis 150.882.368 (10.655  bp) auf dem Minus-Strang des Chromosoms. Sein Transkript von 
2892 bp umfasst sechs Exons. Für den gezielten Austausch der Tas1r1-kodierenden Region 
beinhaltete der Targeting-Vektor homologe Sequenzen, die sich an das 5´- und 3´-Ende der 
kodierenden Sequenz des 129/Sv-Mausstammes anschließen. Diese 5´- und 3´-Fragmente 
umfassten 3,8  kb bzw. 2,3  kb und sollten die Anlagerung an das Erbmaterial als 
Grundvoraussetzung für die homologe Rekombination ermöglichen. Zwischen jenen 
flankierenden Fragmenten enthielt der Targeting-Vektor eine Knockin-Kassette, bestehend aus 
humanem Rho (GenBank number: U49742; Yokoyama, 2000), einer internen ribosomalen 
Eintrittsstelle (IRES, internal ribosomal entry site), humanisiertem Renilla grün fluoreszierenden 
Protein (hrGFP, humanized renilla green fluorescent protein) und einer Selektionskassette mit 
Hoden-spezifischen Angiotensin-umsetzendem Enzym (ACN; testis specific Angiotensin 
converting enzyme/Cre-Rekombinase/Neomycin). Letztere wurde durch zwei LoxP-
Erkennungsstellen flankiert und sollte beim Durchlaufen der Spermatogenese durch das Wirken 
der Testis-spezifischen Cre-Rekombinase (tACE) eliminiert werden. Das resultierende Allel 
exprimiert die Knockin-Kassette und eine LoxP-Erkennungsstelle unter der Kontrolle des 
Tas1r1-Promotors. 
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Basierend auf einem Restriktionsverdau der ES-Zell-DNA mit dem Restriktionsenzym EcoRI 
und dem Einsatz einer Sonde (Sonde I) sollten ES-Zellklone, in denen eine homologe 
Rekombination zum Austausch der Tas1r1-kodierenden Region durch das Targeting-Konstrukt 
geführt hat, im Southern Blot identifiziert werden (Abb. 4.14). Die hier erwarteten radioaktiv 
markierten Fragmente sollten eine Größe von 13,4 kb (für das Wildtyp-Allel) und 7,7 kb (für das 
modifizierte Allel) aufweisen.

Durch die Verwendung der Sonde I bei einem Restriktionsverdau mit BamHI sollte ferner die 
erfolgreiche Eliminierung der ACN-Kassette während der Spermatogenese bewiesen werden. 
Der Verdau mit BamHI sollte zur Markierung von Fragmenten mit einer Größe von 11,6 kb (für 
das Wildtyp-Allel) und 9,3 kb (für das modifizierte Allel neo+) bzw. 8,3 kb (für das modifizierte 
Allel neo–) führen. Mittels einer zweiten Sonde (Sonde II), die gegen die Rho-Sequenz gerichtet 
war, sollte die einmalige Integration des Targeting-Konstruktes aufgezeigt werden. Hierfür sollte 
die ES-Zell-DNA mit dem Restriktionsenzym BamHI behandelt werden. Das erwartete Fragment 
umfasste eine Größe von 8,3 kb (für das modifizierte Allel neo–).

Abb. 4.14. Schematische Darstellung der Targeting-Strategie zur Expression von Rho, IRES und 
hrGFP unter Kontrolle des Tas1r1-Promotors. Die Integration des Targeting-Konstruktes in kodierende 
Region des Tas1r1-Rezeptors führte zur Generierung eines modifizierten Tas1r1-Allels (neo+). Dieses 
exprimiert unter Kontrolle des Tas1r1-Promotors den lichtsensitiven Rezeptor Rhodopsin (Rho), ein IRES-
Element (internal ribosomal entry site), das stationäre Markerprotein hrGFP (humanized renilla green 
fluorescent protein) und die ACN-Kassette. Nach erfolgreicher Entfernung der ACN-Kassette (nach 
Durchlaufen der Spermatogenese) kodierte das resultierende mutierte Allel (neo–) für Rho, IRES, hrGFP 
sowie eine LoxP-Erkennungsstelle. Die Modifikation sollte nach Wirken der Restriktionsenzyme EcoRI 
und BamHI und der Nutzung der radioaktiv markierten Sonden I und II mittels Southern Blot 
veranschaulicht werden. Die Lage jener Sonden kann der schematischen Darstellung entnommen 
werden. UTR, untranslatierter Sequenzbereich 
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4.3.1.2. Generierung des Targeting-Konstruktes Tas1r1Rho-IRES-hrGFP 

Für die Generierung von Mäusen, die im Tas1r1-Locus den lichtsensitiven G-Protein-
gekoppelten Rezeptor Rho exprimieren, wurde auf einen zuvor erfolgreich angewandten 
Targeting-Vektor für den Tas1r1-Locus von Dr. Anja Voigt mit der Bezeichnung             
„Tas1r1BL-IRES-mCherry“ (Dissertation Dr. Anja Voigt, Berlin, 2011) zurückgegriffen. Dieses 
Targeting-Konstrukt umfasste neben dem homologen 3,8 kb umfassenden 5´- und dem 2,3 kb 
großen 3´-Fragment des Tas1r1-Rezeptors eine Knockin-Kassette, bestehend aus einer kurzen 
Intronsequenz, dem transsynaptischen Markerprotein Gerstenlektin (Barley Lectin, BL), IRES 
und dem stationären Fluoreszenzprotein mCherry, nebst der Selektionskassette ACN 
(Abb.  4.15). Für die Expression von Rho unter Kontrolle des Tas1r1-Promotors wurde die 
Knockin-Kassette des Tas1r1BL-IRES-mCherry-Zielvektors im pKO Scrambler V901-DTA durch Rho 
ersetzt. Hierfür wurde die cDNA-kodierende Sequenz des Rho mittels PfuTurbo-Polymerase 
von cDNA des humanen Auges amplifiziert, über Agarosegelelektrophorese aufgereinigt und in 
den pCR-2.1-TOPO-Vektor kloniert. Nach Amplifikation des pCR-2.1-TOPO-Rho-Vektors in 
TOP10-Zellen und Präparation des Plasmids wurde dieses mit den Restriktionsenzymen AatII 
und XhoI verdaut und das Rho-umfassende Fragment mittels Gelelektrophorese isoliert. Der 
Tas1r1BL-IRES-mCherry-Zielvektor wurde über dieselben Schnittstellen AatII und XhoI geöffnet, das 
Intron-BL-IRES-mCherry-umfassende Fragment vom 3´-5´-ACN-pKO-Scrambler-Fragment 
durch Agarosegelelektrophorese separiert und isoliert. Nach Dephosphorylierung des Vektors 
unter Nutzung der alkalischen Phosphatase (SAP) und Dialyse erfolgte die Ligation des Rho-
Fragmentes und des dephosphorylierten, modifizierten pKO-Scrambler-V901-DTA-Vektors. 
Folglich enthielt der Targeting-Vektor neben den homologen 3´- und 5´-Fragmenten Rho und die 
Selektionskassette ACN, flankiert von zwei LoxP-Erkennungsstellen. Die Linearisierung des 
Konstruktes erfolgt über die 5´ gelegene AscI-Schnittstelle. 

Auf Grund einer wenig erfolgreichen, basengenauen Integration des Targeting-Vektors in die 
kodierende Region des Tas1r1-Rezeptors wurde das oben beschriebene Konstrukt durch die 
Einführung des stationären Fluoreszenzproteins hrGFP erweitert. Hierfür wurde der         
Tas1r1Rho-Targeting-Vektor mit XhoI linearisiert, nach Agarosegelelektrophorese isoliert und 
anschließend dephosphoryliert. Zur Integration zweier singulärer Schnittstellen zwischen Rho 
und der Selektionskassette ACN wurde über die XhoI-Schnittstelle ein Verbindungsstück, 
bestehend aus XhoI-PacI-PmeI-XhoI eingefügt. Zu diesem Zweck wurden zwei                          
5´-phosphorylierte Oligonukleotide, die jene Schnittstellen enthielten, hybridisiert und mit dem 
linearisierten Tas1r1Rho-Targeting-Vektor ligiert. Anschließend wurden die Plasmide sequenziert, 
um die Orientierung des integrierten Verbindungsstückes zu bestimmen. Nach Identifizierung 
eines geeigneten Plasmids wurde dieses mit PacI und PmeI verdaut, der Vektor aufgereinigt 
und dephosphoryliert. Das zu integrierende DNA-Sequenz des Fluoreszenzproteins hrGFP, 
welchem eine IRES-Sequenz voranging, wurde aus dem Targeting-Konstrukt             
Tas2r131BL-IRES-hrGFP von Dr. Anja Voigt (Dissertation Dr. Anja Voigt, Berlin, 2011) gewonnen. 
Hierfür wurde das Tas2r131BL-IRES-hrGFP-Konstrukt mit PmeI inkubiert und die entstandenen 
Fragmente (8760 bp und 4044 bp) elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Isolation des 
gewünschten Restriktionsabschnittes (4044 bp) wurde dieser mit PacI verdaut. Die 
entstandenen Fragmente (1623 bp und 2421 bp) wurden abermals elektrophoretisch separiert 
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und das kleinere von ihnen isoliert. Das gewonnene finale Fragment umfasst IRES-hrGFP, 
flankiert von den Restriktionsschnittstellen PacI und PmeI. Hieran anknüpfend wurde das IRES-
hrGFP-Fragment in den um zwei singuläre Restriktionsschnittstellen erweiterten, 
dephosphorylierten Tas1r1Rho-Targeting-Vektor über Ligation integriert. Die finale 
Sequenzierung des generierten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Targeting-Vektors bestätigte die Korrektheit 
der Sequenzabschnitte 3´- und 5´-Fragment, Rho, IRES, hrGFP und ACN-Kassette. 

Abb. 4.15. Schematische Darstellung der Generierung des Targeting-Konstruktes für die Mauslinie 
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP. Basis für den Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Vektor war der Zielvektor Tas1r1BL-IRES-mCherry in pKO 
Scrambler V901-DTA. Durch einen Restriktionsverdau mit AatII und XhoI wurde der Intron-BL-IRES-
mCherry umfassende Plasmidabschnitt aus dem Zielvektor entfernt und durch Ligation des für das 
humane Rhodopsin (Rho) kodierenden Fragmentes, über dieselben Schnittstellen, ersetzt. Für die 
Integration eines Verbindungsstückes zur Einbringung zweier singulärer Schnittstellen zwischen den 
kodierenden Bereichen für Rho und der Selektionskassette ACN wurde der Tas1r1Rho-Vektor mit XhoI 
linearisiert und das XhoI-flankierte Bindungsstück integriert. Anschließend wurde das Plasmidfragment, 
welches die Sequenz von IRES und hrGFP umfasst und die ihrerseits von den Restriktionsschnittstellen 
PacI und PmeI flankiert waren, in den Zielvektor eingesetzt. Hierfür wurde das IRES-hrGFP-Fragment 
aus dem Targeting-Vektor Tas2r131BL-IRES-hrGFP isoliert und über die Schnittstellen PacI und PmeI in den 
Zielvektor Tas1r1Rho-IRES-hrGFP integriert. Für die Linearisierung des Targeting-Vektors wurde die                 
3´-gelegene AscI-Schnittstelle verwendet. BL, Barley Lectin, hrGFP, humanized renilla green fluorescent 
protein, IRES, internal ribosomal entry site
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4.3.2 Mausmodell Tas1r2Opsin mws

Für die Manipulation des Tas1r2-Locus, dessen Protein zusammen mit dem dritten Mitglied der 
Typ-1-Geschmacksrezeptorfamilie (Tas1r3) einen funktionellen Süßrezeptor bildet, wurde ein 
Targeting-Vektor sowie eine Strategie zur Modifikation des Tas1r2-Locus erstellt. Diese bildeten 
den Ausgangspunkt für die Generierung und Identifizierung rekombinanter ES-Zellklone.

4.3.2.1 Targeting-Strategie für Tas1r2Opsin mws

Das Gen des Geschmacksrezeptors Typ 1, Mitglied 2 (Tas1r2; GenBank number: NM_031873, 
AF33041; Li et al., 2009) befindet sich am distalen Ende des vierten Chromosoms der Maus. 
Der Locus umfasst 16.743 bp (139.209.453-139.226.195 bp), die sich in sechs kodierende 
Abschnitte und intronische Sequenzen untergliedern lassen. Das aus 853 Aminosäuren 
bestehende Membranprotein sollte unter Einbringung des unten angeführten Targeting-Vektors 
durch das murine Opsin mws ersetzt (GenBank number: AF011389; Yokoyama, 2000) werden. 

Hierfür sollte ein Targeting-Vektor mit homologen 5´- und 3´-Fragmenten, die die kodierende 
Region des Tas1r2-Rezeptors flankieren, dem Opsin mws und der Selektionskassette (ACN) 
generiert werden. Die untranslatierten Bereiche 5´ und 3´ der kodierenden Region des Tas1r2-
Rezeptors umfassten 1,2 kb bzw. 2,0  kb und entsprachen der Sequenz des 129/Sv-
Mausstammes. Sie sollten die cDNA-Sequenz des Opsin mws und die durch zwei LoxP-
Erkennungsstellen flankierte Selektionskassette umschließen.

Ein Restriktionsverdau der Stammzell-DNA mit EcoRI und die Verwendung der 5´-gelegenen 
Sonde I sollte zur Identifizierung homolog rekombinierter ES-Zellklone herangezogen werden 
(Abb. 4.16). Die im Southern Blot markierten Restriktionsfragmente müssten eine Größe von 
6,0 kb für das Wildtyp-Allel und 9,9 kb für das modifizierte Allel aufweisen. Die Entfernung der 
ACN-Kassette nach Durchlaufen der Spermatogenese sollte durch einen Restriktionsverdau mit 
EcoRI und der Anwendung der Sonde II, die den Sequenzbereich des Opsin sws detektierte, 
visualisiert werden (Abb. 4.16). Die Hybridisierung mit Sonde II sollte zur Markierung von Frag-
menten mit einer Größe von 4,6 kb (für das Wildtyp-Allel auf Chromosom X) und 9,9 kb  (für das 
modifizierte Allel neo+) bzw. 6,2 kb (für das modifizierte Allel neo–) führen. Weiterhin sollte mit 
Hilfe der Sonde die singuläre Integration des Targeting-Vektors in das Genom nachgewiesen 
werden. 
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Abb. 4.16. Schematische Darstellung der Targeting-Strategie zur Expression von Opsin mws unter 
Kontrolle des Tas1r2-Promotors. Die Integration des Targeting-Konstruktes in die kodierende Region 
des Tas1r2-Rezeptors führte zur Generierung eines modifizierten Tas1r2-Allels (neo+). Auf Grund dieser 
Modifikation wurde unter Kontrolle des Tas1r2-Promotors der lichtsensitive Rezeptor Opsin mws (medium 
wavelength sensitive) der Maus und die Selektionskassette (ACN) exprimiert. Nach erfolgreicher 
Entfernung der ACN-Kassette (nach Durchlaufen der Spermatogenese) kodierte das resultierende 
mutierte Allel (neo–) für das Opsin mws sowie eine LoxP-Erkennungsstelle. Die Manipulation sollte durch 
einen Restriktionsverdau mit dem Enzym EcoRI und der Nutzung der radioaktiv markierten Sonden I   
und II mittels Southern Blot veranschaulicht werden. Die Lage jener Sonden kann der schematischen 
Darstellung entnommen werden. UTR, untranslatierter Sequenzbereich

4.3.2.2 Generierung des Targeting-Konstruktes Tas1r2Opsin mws

Die Generierung der Tas1r2Opsin mws-Mäuse erfolgte basierend auf einem Targeting-Vektor, 
welcher sich aus den homologen 5´- und 3´-Bereichen des Tas1r2-Rezeptors, dem 
mittelwelligen Opsin der Maus und einer Selektionskassette zusammensetzte. Für die 
Generierung dieses Plasmids wurden zunächst die homologen Bereiche und die cDNA-
Sequenz des amplifizierten Opsins in den pCR-2.1-TOPO-Vektor subkloniert. Die Generierung 
der homologen 5´- und 3´-Bereiche erfolgte ausgehend von R1-ES-Zell-DNA des 
Mausstammes 129/Sv  über PCR-Amplifikation mit spezifischen Primern. Auf diese Weise 
konnte ein 2015 bp  umfassendes 3´-Fragment, flankiert durch die Restriktionsschnittstellen AscI 
und BamHI, gewonnen werden. Das generierte 5´-Fragment umfasste 1981 bp. Allerdings 
verursachte eine 74 bp umfassende CT-reiche Region wiederholt Fehler in diesem 
Sequenzabschnitt. Aus diesem Grunde wurde der 5´-Bereich durch einen Restriktionsverdau 
mit ApoI und ZraI von 1981 bp auf 1154 bp stromaufwärts verkürzt. Das entstandene 
überhängende 5´-Ende des 5´-Armes wurde nachfolgend aufgefüllt und zur Ligation eingesetzt. 
Die Amplifikation von Opsin mws erfolgte mit spezifischen Primern vom pGEMHE5-Opsin-mws-
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Vektor unter Einbringung einer 5´-flankierenden AatII- und 3´-terminalen BglII-Schnittstelle. Für 
die Integration der Targeting-Komponenten in den pKO Scrambler wurde ein 45  bp 
umfassendes Verbindungsstück aus zwei einzelsträngigen Oligonukleotiden nach 
Phosphorylierung und Hybridisierung in den Vektor über HpaI und SspI eingebracht. Dieser 
Linker enthielt definierte Restriktionsschnittstellen, die die Grundlage für die nachfolgende 
Klonierung des Targeting-Konstruktes bildeten. Diese ist schematisch in Abb. 4.17 dargestellt.

Die Überprüfung der eingeführten Schnittstellen mittels Restriktionsverdau verdeutlichte, dass 
alle Schnittstellen – mit Ausnahme von HpaI – für die weitere Klonierung genutzt werden 
konnten. Die Integration des 3´-Fragmentes erfolgte über AscI und BamHI. Hierfür wurde der 
erweiterte pKO-Scrambler-V901-DTA-Vektor mit diesen Enzymen geöffnet, dephosphoryliert 
und mit dem 2,0 kb umfassenden 3´-Bereich des Tas1r2-Rezeptors ligiert. Nachfolgend wurde 
die Sequenz des Opsin mws integriert. Zu diesem Zweck wurde der pCR-2.1-TOPO-Opsin-
mws-Vektor mit AatII und BglII verdaut und die entsprechenden DNA-Fragmente (1965 bp, 
1578 bp und 1088 bp) auf einem Agarosegel elektrophoretisch separiert. Das Opsin-
enthaltende 1088 bp-Fragment wurde anschließend aus dem Agarosegel isoliert und in den 
geöffneten, dephosphorylierten pKO-Tas1r2-3´-Fragment-Vektor ligiert. Hieran schloss sich die 
Einbringung der ACN-Kassette an. Die Selektionskassette ACN wurde durch Restriktionsverdau 
des Plasmids pACN mit BglII gewonnen und in den mit BglII geöffneten, dephosphorylierten 
Vektor integriert. Im letzten Schritt der Generierung des Tas1r2-Targeting-Vektors erfolgt die 
Integration des 5´-Bereiches des Tas1r2-Rezeptors. Hierfür wurde der pCR-2.1-TOPO-Tas1r2- 
5´-Fragment-Vektor mit ApoI (XapI) verdaut. Die entstandenen Fragmente (3500 bp, 1164 bp 
und 841 bp) wurden elektrophoretisch aufgetrennt und das 1164 bp umfassende Fragment 
isoliert. Nach Auffüllung des überhängenden 5´-Endes mittels Klenow-Fragment wurde das 
Plasmidfragment mit ZraI inkubiert. Nach Aufreinigung des Plasmidstückes wurde dieses mit 
Hilfe der T4-Ligase bei 4°C über Nacht mit dem dephosphorylierten und mit ZraI geöffneten 
pKO-Scrambler-Konstrukt ligiert. Die Orientierung der Integration des Tas1r2-5´-Bereiches 
wurde anschließend durch einen Restriktionsverdau überprüft und ein geeignetes Plasmid einer 
Sequenzierung unterzogen. Nach Bestätigung der korrekten Sequenz des Targeting-Vektors 
wurde dieser mit PmeI linearisiert und für die Manipulation von Stammzellen eingesetzt.
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Abb. 4.17. Schematische Darstellung der Generierung des Targeting-Konstruktes für die Mauslinie 
Tas1r2Opsin mws. Grundlage für den Tas1r2Opsin mws-Zielvektor war der Vektor pKO Scrambler V901-DTA, in 
den mittels eines Restriktionsverdaus mit HpaI und SspI ein Verbindungsstück mit verschiedenen 
Restriktionsschnittstellen eingebracht wurde. Dieser modifizierte Vektor wurde durch die Enzyme AscI 
und BamHI erneut geöffnet und um das 3´-Fragment (untranslatierter Bereich) des Tas1r2-Rezeptors 
erweitert. Anschließend erfolgte die Integration der für das Opsin mws (medium wavelength sensitive) 
kodierenden Sequenz über die Restriktionsschnittstellen AatII und BglII. Für die Einbringung der 
Selektionskassette ACN wurde der pKO-Scrambler-Vektor mit BglII linearisiert und die BglII-flankierte 
Selektionskassette integriert. Abschließend wurde das Plasmidfragment, welches die homologe Sequenz 
des 5´-Fragmentes des Tas1r2-Rezeptors beinhaltete, in den Zielvektor eingesetzt. Hierfür wurde der 
Targeting-Vektor über das AatII-Isoschizomer ZraI geöffnet und mit dem 5´-Fragment ligiert. Für die 
Linearisierung des Targeting-Vektors wurde die 3´-gelegene PmeI-Schnittstelle verwendet.
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4.3.3 Mausmodell Tas2r114Opsin sws

Für die Erzeugung einer Knockout/Knockin-Maus, die ein kurzwellig anregbares Opsin im 
Bitterrezeptorlocus Tas2r114 exprimiert, wurde ein Targeting-Vektor sowie eine Strategie zur 
Modifikation des Tas2r114-Locus erstellt. Hierauf basierend erfolgte die Generierung und 
Identifizierung rekombinanter ES-Zellklone.

4.3.3.1 Targeting-Strategie für Tas2r114Opsin sws

Das Bitterrezeptorgen Tas2r114 liegt am Ende eines kleineren Clusters aus sechs 
B i t t e r r e z e p t o r e n a u f d e m d i s t a l e n A b s c h n i t t d e s C h r o m o s o m s s e c h s 
(131.639.152-131.640.081  bp). Die kodierende Sequenz umfasst ein Exon von 930  bp 
(GenBank number: AY161901; Shi et al., 2003), welches auf dem Minus-Strang des 
Chromosoms lokalisiert ist. Die Einbringung des Targeting-Konstruktes, bedingt durch die 
Rekombination in den homologen 5´- und 3´-Bereichen des Tas2r114-Locus, sollte zum 
basengenauen Ersatz des Bitterrezeptors Tas2r114 durch das Opsin sws (GenBank 
number: U49720; Yokoyama, 2000) führen. Die untranslatierten 5´- und 3´-Bereiche umfassten 
hier 2,4 kb bzw. 2,0 kb und entsprachen der Sequenz des 129/Sv-Mausstammes. Neben den 
homologen Armen und dem Opsin sws enthielt der Targeting-Vektor die Selektionskassette 
ACN, die von zwei LoxP-Erkennungsstellen flankiert war und der Positivselektion in der ES-
Zellkultur diente. 

Zur Identifizierung homolog rekombinierter ES-Zellklone sollte die Stammzell-DNA mit ApaI 
verdaut und im Southern Blot mit einer radioaktiv  markierten Sonde hybridisiert werden. Die zu 
detektierenden Restriktionsfragmente sollten eine Größe von 7,8 kb für das Wildtyp-Allel und 
4,1  kb für das modifizierte Allel aufweisen. Die ACN-Kassette sollte in Nachkommen von 
chimären Männchen und C57BL/6-Weibchen entfernt worden sein. Dies könnte durch einen 
Restriktionsverdau mit EcoRI und anschließender Hybridisierung mit Sonde I sichtbar gemacht 
werden. Das modifizierte Allel (neo+) sollte eine Fragmentgröße von 8,6 kb aufweisen, während 
die Entfernung der ACN-Kassette die Detektion eines 4,9 kb-Fragmentes zur Folge hätte. Das 
Wildtyp-Allel würde durch eine radioaktive Markierung eines 9,7 kb umfassenden Fragmentes 
visualisiert werden. Die Hybridisierung von genomischer DNA mit der Sonde  II, die den 
Sequenzbereich des Opsin sws detektiert, würde die Häufigkeit der Integration des Targeting-
Vektors in das Genom veranschaulichen. Die Sonde II würde in Kombination mit EcoRI 
verdauter genomischer DNA zur Markierung von Fragmenten mit einer Größe von 9,0 kb (für 
das Wildtyp-Allel, Opsin sws mit Intronsequenzen auf Chromosom sechs) und 4,9 kb (für das 
modifizierte Allel neo–, Opsin sws als cDNA-Sequenz) führen. Die Targeting-Strategie zur 
Identifizierung von homolog rekombinierten ES-Zellen kann der Abb. 4.18 entnommen werden. 
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Abb. 4.18. Schematische Darstellung der Targeting-Strategie zur Manipulation der Tas2r114 
kodierenden Region. Die homologe Rekombination der Knockin-Kassette des Targeting-Konstruktes in 
die kodierende Region des Tas2r114-Rezeptors bedingte die Generierung des modifizierten Tas2r114-
Allels (neo+). Folglich wurde unter Kontrolle des Tas2r114-Promotors das lichtsensitive, kurzwellige Opsin 
(sws) und die Selektionskassette (ACN) exprimiert. Nach erfolgreicher Entfernung der ACN-Kassette 
(nach Durchlaufen der Spermatogenese) kodiert das resultierende mutierte Allel (neo–) für das Opsin sws 
sowie eine LoxP-Erkennungsstelle. Das Rekombinationsereignis sollte durch einen Restriktionsverdau 
mit ApaI bzw. EcoRI und der Nutzung der radioaktiv markierten Sonden I und II mittels Southern Blot 
aufgezeigt werden. Die Lage jener Sonden kann der schematischen Darstellung entnommen werden. 
UTR, untranslatierter Sequenzbereich 

4.3.3.2 Generierung des Targeting-Konstruktes Tas2r114Opsin sws

Für den basengenauen Ersatz des Bitterrezeptors Tas2r114 durch einen lichtsensitiven           
G-Protein-gekoppelten Rezeptor wurde ein Targeting-Vektor bestehend aus homologen, 
untranslatierten 5´- und 3´-Fragmenten, der Selektionskassette ACN und dem kurzwelligen 
murinen Opsin sws generiert (Abb. 4.19). Hierfür wurde zunächst ein Verbindungsstück mit 
zahlreichen Restriktionsschnittstellen aus zwei einzelsträngigen Oligonukleotiden durch 
Phosphorylierung und Hybridisierung erstellt. Dieser Linker wurde nach Entfernung eines     
182-bp-Fragmentes über die Restriktionsschnittstellen XbaI und AatII in den pKO  Scrambler 
V901-DTA eingebracht und die in ihm enthaltenden Schnittstellen (Acc65I, AgeI, SacII, BglII, 
SalI) durch Restriktionsansätze überprüft. Sie bildeten die Grundlage für die weitere 
Generierung des Zielvektors. Es folgte die Einbringung des kurzwelligen murinen Opsins. 
Hierfür wurde die Sequenz des Photorezeptors von cDNA aus Augen einer C57BL/6-Maus 
amplifiziert. Nach Subklonierung in den pCR-2.1-TOPO-Vektor erfolgte die Integration des 
Rezeptors in den mit SacII und BglII geöffneten Targeting-Vektor. Hierfür wurde der       
pCR-2.1-TOPO-Opsin-sws-Vektor mit SacII und BglII verdaut und das 1000 bp umfassende 
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Opsin-Fragment nach elektrophoretischer Auftrennung isoliert und in den geöffneten und 
dephosphorylierten, erweiterten pKO-Scrambler-Vektor eingebracht. Für die Klonierung der 
homologen Arme wurden 2,4 kb und 2,0 kb  umfassende 5´- bzw. 3´-Fragmente von einem 
bacterial artificial chromosome (BAC, 252C17) des 129/S7-Stammes amplifiziert. Hierfür 
wurden mittels Pfu-Polymerase die definierten Abschnitte vervielfält igt, über 
Agarosegelelektrophorese separiert und isoliert. Nach Subklonierung der Fragmente in den 
pCR-2.1-TOPO-Vektor erfolgte die Sequenzierung. Während das 3´-Fragment die 
basengenaue Sequenz des homologen 3´-Armes des Tas2r114-Rezeptors aufwies, wurde im   
5´-Fragment eine Punktmutation detektiert. Für die Entfernung dieser wurde eine 
Punktmutations-PCR mit Primern, die den inkorrekten Bereich des Fragmentes überspannten, 
durchgeführt. Anschließend wurde der Restriktionsansatz für 1 h mit DpnI verdaut. DpnI erkennt 
seine mit N6-Methyladenineresten versehen Schnittsequenz im inkorrekten Template-Konstrukt, 
die durch die Einbringung der Vektor-DNA in E.coli-Bakterien der Nukleinsäure anheften. Dies 
führte zur spezifischen Fragmentierung des Ausgangskonstruktes und zur Anreicherung des 
korrigierten Vektors. Dieser wurde nachfolgend in Bakterien eingebracht und die Plasmid-DNA 
gewonnen. Der korrigierte 5´-Bereich wurde daraufhin über die Restriktionsschnittstelle Acc65I 
und AgeI in den geöffneten und dephosphorylierten, Opsin-sws-enthaltenden pKO-Scrambler-
Vektor integriert. Anschließend erfolgte die Eingliederung der Selektionskassette. Die 
Selektionskassette ACN wurde durch Restriktionsverdau des Plasmids pACN mit BglII 
gewonnen und in den BglII-geöffneten, dephosphorylierten Vektor integriert. Die Sequenz der 
ACN-Kassette lag komplementär zum 5´-Fragment und dem Opsin sws vor. Im finalen Schritt 
erfolgte die Integration des komplementären Tas2r114-3´-Fragmentes in den Zielvektor. Dieses 
wurde über die Restriktionsschnittstellen SalI und NotI aus dem pCR-2.1-TOPO-Tas2r114-        
3´-Fragment-Vektor isoliert und mit dem ebenso geöffneten und dephosphorylierten Targeting-
Vektor ligiert. Zur späteren Linearisierung des Endkonstruktes wurde die singuläre AatII-
Schnittstelle herangezogen. Die anschließende Sequenzierung des Zielvektors bestätigte 
dessen Korrektheit.
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Abb. 4.19. Schematische Darstellung der Generierung des Targeting-Konstruktes für die Mauslinie 
Tas2r114Opsin sws. Das Targeting-Konstrukt Tas2r114Opsin sws wurde in dem Vektor pKO Scrambler V901-
DTA kloniert, in den mittels eines Restriktionsverdaus mit XbaI und AatII ein Verbindungsstück mit 
verschiedenen Restriktionsschnittstellen eingebracht wurde. Dieser modifizierte Vektor wurde durch die 
Enzyme SacII und BglII geöffnet und die cDNA-Sequenz des kurzwelligen Opsins (sws) integriert. 
Anschließend erfolgte die Einbringung des 5´-Fragmentes des Tas2r114-Locus über Acc65I und AgeI. Für 
die Integration der Selektionskassette ACN wurde der pKO-Scrambler-Vektor mit BglII linearisiert und die 
BglII-flankierte Selektionskassette integriert. Final wurde das Plasmidfragment, welches die homologe 
Sequenz des 3´-Fragmentes des Tas2r114-Rezeptors beinhaltete, in den Zielvektor eingesetzt. Hierfür 
wurde der Targeting-Vektor über das SalI und NotI geöffnet und mit dem 3´-Fragment ligiert. Für die 
Linearisierung des Targeting-Vektors wurde die 3´-gelegene AatII-Schnittstelle herangezogen.

Tas2r114-Zielvektor 
mit einem Verbindungs-
stück mit Schnittstellen
3052 bp

DTA-Fragment Amp RAatIIXbaI

SacII

NotI

BglII

XbaI

AatII

SalI

DTA-Fragment Amp R

Integration des murinen Opsins sws 
(1044 bp) über SacII und BglII

pKO Scrambler 
V901-DTA
3153 bp

Integration eines Verbindungsstücks 
(81 bp) über XbaI und AatII zur 
Generierung singulärer Schnittstellen

Tas2r114-Zielvektor 
mit Opsin sws
4087 bp

AgeI
AatIIAcc651 Amp RDTA-Fragment
BglII

sws

AatII Amp RTas2r114-5‘-FragmentDTA-FragmentAcc651 AgeI
BglII

Integration der Selektionskassette 
(3749 bp) über BglII

DTA-Fragment

BglII

ACN-
Kassette AatII

NotI
SalI

sws Amp R

Tas2r114-5‘-Fragment BglIITas2r114-Zielvektor 
mit Tas1r2-5‘-Fragment, 
Opsin sws und 
ACN-Kassette
10.255 bp

Integration des Tas2r114-5‘-
Fragmentes (2427 bp) über 
Acc651 und AgeI

Integration des Tas2r114-3‘-
Fragmentes (2026 bp) über 
SalI und NotI

Tas2r114-3´-Fragment

AatII
NotI

SalIDTA-Fragment
Tas2r114-5´-Fragment

sws
ACN-Kassette

Amp R

Tas2r114-Zielvektor 
mit Tas1r2-3‘- und 5‘-
Fragmenten, Opsin 
sws und ACN-Kassette
12.273 bp

Tas2r114-Zielvektor 
mit Tas1r2-5‘-Fragment 
und Opsin sws
6506 bp

SacII

sws

Acc651

AgeI
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4.3.4 Homologe Rekombination der Targeting-Konstrukte in embryonalen  
Stammzellen

Die zielgerichtete Integration von fremden Genen basiert auf der Geninsertion mittels 
homologer Rekombination. Hierfür wurden ES-Zellen mit den linearisierten DNA-Konstrukten 
elektroporiert und 24 h später für eine Woche unter Selektionsdruck mit Geneticin (G418) 
kultiviert. Die Selektionskassette ACN, die Teil der Knockin-Kassette war, führte zu einer 
Resistenz gegen das Antibiotikum G418 in den Stammzellen, die das Konstrukt aufgenommen 
und integriert hatten. Resistente ES-Zellklone bildeten adhärente Zellklone. Zellklone, die den 
Vektor an ungewünschten Stellen im Genom integriert hatten, konnten teilweise durch das 
Produkt der negativen Selektionskassette eliminiert werden (Yagi et al., 1990). Die negative 
Selektionskassette war ein im pKO-Scrambler-Vektor enthaltendes DTA-Fragment, das für ein 
Exotoxin des Corynebacterium diphtheriae kodierte. Erfolgte die Integration des Vektors mit 
DTA-Fragment in das Genom produzierten die Klone das Toxin und starben. Durch eine solche 
Selektion lässt sich eine 2- bis 20-fache Anreicherung der gewünschten Klone bzw. Klone, die 
Abschnitte des Knockins, jedoch nicht das DTA-Fragment, integriert hatten, erreichen (Hasty  & 
Bradley, 1993). 

Nach einwöchiger Selektion erfolgte die Vereinzelung resistenter Kolonien. Für das Targeting-
Konstrukt Tas1r1Rho wurden 384 Klone isoliert und mittels Southern Blot analysiert. Von 252 
genotypisierten ES-Zellklonen konnte kein Klon mit homologer Rekombination identifiziert 
werden. Auf Grund des negativen Befundes wurde das Targeting-Konstrukt um ein IRES-
Element und den Fluoreszenzmarker hrGFP erweitert (siehe Abschnitt 4.3.1.2) und erneut mit 
murinen Stammzellen elektroporiert. Für das Targeting-Konstrukt Tas1r1Rho-IRES-hrGFP wurden 
264 ES-Zellklone isoliert. Bei beiden Targeting-Konstrukten wurde eine Sonde (Sonde I), die im 
5´-Bereich außerhalb des Targeting-Konstruktes hybridisierte, zur Genotypisierung verwendet 
(Abb. 4.14). Das Wildtyp-Allel wurde nach einem EcoRI-Restriktionsverdau durch eine 
Fragmentgröße von 13,4 kb und das homolog rekombinierte, mutierte Allel (neo+) durch eine 
Fragmentgröße von 9,8 kb (für das Tas1r1Rho-Allel) bzw. 7,7 kb (für das Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Allel) 
angezeigt. 246 der 264 isolierten ES-Zellklone aus der Elektroporation des Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-
Konstrukts konnten mittels Southern Blot ein eindeutiger Genotyp zugeordnet werden. Unter 
ihnen waren zwei Klone, die die gewünschte Integration aufwiesen (Abb. 4.20 A). 

Die Analyse der ES-Zellklone, die mit dem Tas1r2Opsin mws-Targeting-Konstrukt transfiziert 
wurden, erfolgte ebenfalls mittels einer im 5´-Bereich außerhalb des Targeting-Konstruktes 
bindenden Sonde (Sonde I; Abb. 4.16) nach EcoRI-Verdau. Die Hybridisierung der Sonde 
bedingte im Wildtyp-Allel die Visualisierung eines Restriktionsfragmentes mit einer Größe von 
6,0 kb. Bei Auftreten eines Rekombinationsereignisses im Tas1r2-Locus konnte ein Fragment 
von 9,9 kb detektiert werden. Von 460 isolierten ES-Zell-Kolonien konnte 339 ein Genotyp 
zugewiesen werden. Hierbei wies eine der analysierten Kolonien die gewünschte Modifikation 
auf (Abb. 4.20 B). 

Für die Manipulation des Tas2r114-Locus wurden 144 Kolonien zur Southern-Blot-Analyse nach 
Elektroporation und Selektion isoliert. Die Identifikation des Genotyps erfolgte mittels einer im        
3´-Bereich außerhalb des Targeting-Konstruktes gelegenen Sonde (Sonde I; Abb. 4.18). Die 
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Hybridisierung der Sonde mit dem Restriktionsfragment des Wildtyp-Allels ergab ein 7,8-kb-
Fragment. Das homolog rekombinierte, mutierte Allel (neo+) hatte eine Größe von 4,1 kb. Es 
konnte in einem von 54 im Southern Blot eindeutig detektierbaren Klonen die gewünschte 
Rekombination nachgewiesen werden (Abb. 4.20 C).

A B C
13,4 kb
  9,8 kb

  9,9 kb
  6,0 kb

  7,8 kb
  4,1 kb

Abb. 4.20. Southern-Blot-Analyse zur Identifizierung von homolog rekombinierten ES-Zellklonen 
für die Targeting-Konstrukte Tas1r1Rho-IRES-hrGFP, Tas1r2Opsin mws und Tas2r114Opsin sws. Mit EcoRI 
(Tas1r1, Tas1r2) bzw. ApaI (Tas2r114) verdaute ES-Zell-DNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt und auf 
eine Nylonmembran transferiert. Die Membranen wurden jeweils mit einer spezifischen 3ʼ- bzw.             
5ʼ-gelegenen radioaktiv markierten Sonde (Abb. 4.14, 4.16 bzw. 4.18) hybridisiert. Neben der Wildtyp-
Bande von 13,4 kb für Tas1r1 (A), 6,0 kb für Tas1r2 (B) bzw. 7,8 kb für Tas2r114 (C) konnte in seltenen 
Fällen (Pfeile) zusätzlich eine 9,8 kb (A), 9,9 kb (B) bzw. 4,1 kb (C) umfassende Bande, die für das 
jeweilige homolog rekombinierte, mutierte Allel charakteristisch war, detektiert werden. 

4.3.5 Generierung und Rückkreuzung von Chimären

Nach erfolgreicher Identifizierung homolog rekombinierter ES-Zellklone wurden diese von 
PD Dr. Irm Hermans-Borgmeyer und Sarah Homann (ZMNH, Hamburg) in die Blastocysten des 
C57BL/6-Mausstammes injiziert. Zirka 15 solcher manipulierter Blastocysten wurden mittels 
Transferkapillare in den Uterus von scheinträchtigen C57BL/6xCBA-Weibchen transferiert, 
welche durch die Verpaarung mit vasektomierten, männlichen Mäusen gewonnen wurden. 
Scheinträchtige Ammen trugen den Nachwuchs aus und zogen diesen auf. Hierbei konnte 
bereits an der Fellfarbe zwischen chimären und nicht-chimären Tieren unterschieden werden. 
Für die Linien Tas1r1Rho-IRES-hrGFP und Tas2r114Opsin sws lag der Chimärengrad der Nachkommen 
zwischen 85 % und 100 %  (ungefährer prozentualer Anteil der braunen Fellfarbe am Fellkleid; 
Abb. 4.21). Für die Tas1r2Opsin mws-Linie gebaren die Ammen sowohl nicht-chimäre Tiere mit 
schwarzem Fell als auch Nachwuchs mit einem zwischen 40 % und 100 % variierenden 
Chimärismus.

Abb. 4.21. Chimäre Nachkommen. Chimäre Männchen aus der 
Linie Tas2r114Opsin sws.

Zum Aufbau einer Zucht war es erforderlich, dass die 
chimären Tiere die Mutation in den Keimbahnzellen trugen, 
um diese an ihre Nachkommen weitergeben zu können. Zur 
Überprüfung der Keimbahnfähigkeit wurden Männchen im 
Alter von acht Wochen, die zwischen 50 % und 100 % chimär 
waren, mit C57BL/6-Weibchen verpaart. Das Auftreten brauner Nachkommen aus diesen 
Verpaarungen war der Beweis, dass aus den injizierten ES-Zellen funktionelle Spermien 
gebildet wurden. Zur Analyse des Genotyps wurde die DNA aus einem Stückchen 
Schwanzspitze der Tiere isoliert und im Southern Blot analysiert. War ein Tier heterozygot für 
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die Modifikation, so erschien neben der Wildtyp-Bande eine zusätzliche Knockin-Bande im Blot 
(Abb. 4.22, 4.23 und 4.24). 

Abb. 4.22. Southern-Blot-Analyse von genomischer DNA der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Nachkommen aus 
der Verpaarung von Chimären mit C57BL/6-Mäusen. Aus Schwanzbiopsien der Tas1r1-Nachkommen 
wurde DNA isoliert und mit BamHI verdaut. Nach elektrophoretischer Auftrennung (A, B links) und 
Transfer der Nukleinsäuren auf eine Nylonmembran wurde diese mit den entsprechenden Sonden  I (A) 
bzw. II (B) hybridisiert. (A) Heterozygote Nachkommen (1, 4, 6, 7) wiesen nach radioaktiver Markierung 
mit Sonde I neben der Kennzeichnung des Wildtyp-Allels (11,6 kb) eine Markierung des Knockin-Allels 
(8,3 kb) auf. Die Knockin-Bande bei 8,3 kb verifizierte weiterhin das Entfernen der ACN-
Selektionskassette während der Spermatogenese. (B) Die Hybridisierung mit der gegen humanes 
Rhodopsin (Rho) gerichteten Sonde II führte im heterozygoten Tier zur spezifischen Detektion einer    
8,3-kb-Bande (1, 4, 6, 7). Die zweite zu beobachtende Bande, die in heterozygoten und Wildtyp-
Nachkommen detektierbar war, ist vermutlich auf die Hybridisierung der Sonde mit dem murinen Rho 
zurückzuführen. M, Marker; G, genomische DNA des Menschen

Abb. 4.22 zeigt die Southern-Blot-Analyse von Nachkommen aus der Verpaarung von        
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Chimären mit C57BL/6-Weibchen. Vier (1, 4, 6 und 7) der sieben 
dargestellten Nachkommen waren heterozygot für die Modifikation des Tas1r1-Locus. 

Die Hybridisierung der genomischen DNA dieser Tiere mit der 5´ gelegenen Sonde I nach 
einem Restriktionsverdau mit BamHI führte zu zwei Hybridisierungsbanden mit einer Größe von 
11,6  kb und 8,3 kb. Erstere markierte das Wildtyp-Allel des Tas1r1-Rezeptors, während die 
kleinere Bande das modifizierte Allel kennzeichnete. Anhand der Größe der Knockin-Bande 
konnte weiterhin die erfolgreiche Eliminierung der ACN-Kassette bei allen heterozygoten Tieren 
während der Spermatogenese demonstriert werden. Mittels einer zweiten Sonde (Sonde II; 
Abb. 4.14), die gegen die Rho-Sequenz gerichtet war, konnte bei heterozygoten Tieren eine 
Bande von 8,3 kb detektiert werden. Neben der Knockin-Bande konnte bei der Hybridisierung 
mit Sonde II noch eine weitere Bande, die bei allen analysierten Tieren nachweisbar und 
vermutlich auf eine Kreuzhybridisierung mit der murinen Rho-Sequenz zurückzuführen war, 
detektiert werden. Dass darüber hinaus keine weitere Hybridisierung mit Sonde II bei den 
heterozygoten Mäusen verifizierbar war, lässt den Schluss zu, dass bei dem injizierten ES-
Zellklon ein einmaliges homologes Rekombinationsereignis aufgetreten war. 

A B
43 5 6 71 2 43 5 6 71 2 43 5 6 71 2 43 5 6 71 2M M G

11,6 kb
  8,3 kb
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Abb. 4.23. Southern-Blot-Analyse von genomischer DNA von Tas1r2Opsin mws-Nachkommen aus der 
Verpaarung von Chimären mit C57BL/6-Mäusen. Die DNA aus Schwanzbiopsien von Tas1r2-
Nachkommen wurde nach deren Isolation mit EcoRI verdaut und elektrophoretisch aufgetrennt (links). 
Nach Transfer der Nukleinsäuren auf eine Nylonmembran wurde diese mit der gegen das Opsin 
gerichteten Sonde II hybridisiert. Heterozygote Nachkommen wiesen neben einer 4,6-kb-Bande, die das 
Wildtyp-Allel des mittelwelligen Opsins auf dem X-Chromosom aufzeigt, eine Markierung des Knockin-
Allels bei 6,2  kb auf (Pfeil). Die Größe der Knockin-Bande bei 6,2 kb veranschaulichte weiterhin das 
Entfernen der ACN-Selektionskassette während der Spermatogenese. Die Banden, die bei Probe vier bis 
acht oberhalb der Wildtyp- bzw. Knockin-Markierung detektiert wurden, waren auf unverdaute DNA-
Fragmente zurückzuführen.

Die Southern-Blot-Analyse der ersten Nachkommen von Tas1r2Opsin mws sind in Abb. 4.23 
dargestellt. Die genomische DNA der Tiere wurde mit EcoRI verdaut und nach 
elektrophoretischer Auftrennung mit einer gegen das mittelwellige Opsin gerichteten Sonde 
(Sonde II) hybridisiert (Abb. 4.16). Bei allen Jungtieren konnte eine radioaktive Markierung bei 
4,6 kb detektiert werden (Wildtyp-Allel für das mittelwellige Opsin auf Chromosom X). Bei einer 
(Probe 7) der acht dargestellten Proben konnte eine 6,2 kb umfassende Hybridisierungsbande 
identifiziert werden. Die Größe der Bande sprach für eine erfolgreiche Entfernung der ACN-
Kassette bei Durchlaufen der Spermatogenese, da andernfalls eine Bande von 9,9 kb zu 
erwarten gewesen wäre. Neben unverdauten Fragmenten in den Proben vier bis acht konnte für 
Probe 7 nur eine weitere spezifische Bande neben der Wildtyp-Bande nach der Hybridisierung 
beobachtet werden. Dies belegt die einmalige Integration des Targeting-Konstruktes in die ES-
Zell-DNA.

Abb. 4.24 zeigt die Southern-Blot-Analysen für den Tas2r114Opsin sws-Nachwuchs. Die 
Hybridisierung der mit EcoRI verdauten genomischen DNA mit der Sonde I (Abb. 4.18) ergab 
ein 9,7  kb umfassenden Fragment, welches das Wildtyp-Allel des Tas2r114-Rezeptors 
repräsentierte. Für die Nachkommen 1, 3, 4 und 5 konnte weiterhin eine Hybridisierungsbande 
von 4,9 kb nachgewiesen werden, die anzeigt, dass diese Tiere heterozygot waren. Die Größe 
der Knockin-Bande von zirka 5 kb, anstelle von 8,6 kb, bewies, dass die ACN-Kassette in allen 
heterozygoten Tieren eliminiert wurde. Die Hybridisierung der genomischen DNA mit Sonde II 
(Abb. 4.18), die den Sequenzbereich des Opsins sws detektierte, führte in allen Proben zur 
Visualisierung einer 9,0-kb-Wildtyp-Bande (für das Wildtyp-Allel, Opsin sws mit 
Intronsequenzen auf Chromosom sechs). In den Biopsien von den Tieren 1, 4, 5 und 6 konnte 
weiterhin ein Fragment von zirka 4,9 kb gezeigt werden. Das Fehlen weiterer 
Hybridisierungsbanden bei den Proben der heterozygoten Mäuse demonstrierte, dass die 
Knockin-Kassette nur einmal in das Genom der ES-Zellen integriert war.

43 5 6 7 81 243 5 6 7 81 2
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Abb. 4.24. Southern-Blot-Analyse von genomischer DNA von Tas2r114Opsin sws-Nachkommen aus 
der Verpaarung von Chimären mit C57BL/6-Mäusen. Genomische DNA aus Schwanzbiopsien der 
Tas2r114-Nachkommen wurde nach Isolation, Restriktionsverdau mit EcoRI und elektrophoretischer 
Auftrennung (A, B links) auf eine Nylonmembran transferiert. Diese wurde mit den Sonden I und II 
hybridisiert. (A) Heterozygote Nachkommen zeigten bei Hybridisierung mit Sonde I neben einer 9,7-kb-
Bande, die das Wildtyp-Allel des Tas2r114-Rezeptors visualisierte, eine Markierung des Knockin-Allels 
bei 4,9 kb auf. Die Größe der Knockin-Bande bei 4,9 kb statt bei 8,6 kb veranschaulichte weiterhin das 
Entfernen der ACN-Selektionskassette während der Spermatogenese. (B) Hybridisierungen von EcoRI 
verdauter DNA mit Sonde II mündeten in der Detektion einer 9,0 kb und 4,9 kb umfassenden Bande. 
Erstere repräsentierte einen Abschnitt des Wildtyp-Allels des Chromosoms sechs, auf welchem die Maus 
das genomische Opsin sws (short wavelength sensitive) kodiert. Letztere ist auf die cDNA-Sequenz des 
Opsin sws, die durch Modifikation des Tas2r114-Rezeptors bedingt war, zurückzuführen. M, Marker

Heterozygote Tiere der verschiedenen Linien wurden nachfolgend mit C57BL/6 zurückgekreuzt, 
um einen reinen C57BL/6-Hintergrund zu erlangen. 

Für erste Analysen wurden Tiere aus der N2-Generation eingesetzt. Zur Ermittlung ihrer 
Genotypen erfolgte nach Etablierung entsprechender PCRs die Genotypisierung mittels 
Amplifikation spezifischer Genabschnitte unter Einsatz einer Taq-Polymerase (Abb. 4.25).

Be i de r Be t rach tung de r Ver te i l ung de r Geno typen be i b i she r e r fo lg ten 
Heterozygotenverpaarungen traten bei keiner der generierten Mauslinien Auffälligkeiten auf. So 
verteilten sich bei zehn Heterozygotenverpaarungen der Linie Tas1r1Rho-IRES-hrGFP die 
Nachkommen auf 26 Wildtypen, 33 heterozygote Tiere und 19 homozygote Tiere. Bei der 
Tas1r2Opsin mws-Linie ergab sich ein Verhältnis von wildtyp:heterozygot:homozygot nach sieben 
Verpaarungen von 14:25:18. Für den Tas2r114Opsin  sws-Nachwuchs konnte ein Verhältnis von 
83:150:95 bei Analyse von 38 Verpaarungen ermittelt werden. Hieraus ließ sich ableiten, dass 
trotz des Knockouts des jeweiligen Rezeptors die Vererbung nach Mendelschen 
Gesetzmäßigkeiten verlief und der Knockout der Gene keinen Einfluss auf die Vitalität hatte.
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Abb. 4.25. PCR-basierte Genotypisierung der Linien Tas1r1Rho-IRES-hrGFP, Tas1r2Opsin mws und 
Tas2r114Opsin sws. Schematische Darstellung der Lage der Primer (rote Pfeile) zur Detektion des Wildtyp- 
bzw. Knockin-Allels in den Genotypisierungs-PCRs von Tas1r1Rho-IRES-hrGFP (A), Tas1r2Opsin mws (B) und 
Tas2r114Opsin sws (C) sowie eine beispielhafte Illustration der PCR-Produkte nach erfolgter 
Agarosegelelektrophorese (D-F). Die Anordnung der Primer bedingt PCR-Produkte von (A) 711 bp für 
das Tas1r1-Wildtyp-Allel bzw. 363 bp für das Tas1r1-Knockin-Allel; (B) 526 bp für das Tas1r2-Wildtyp-Allel 
bzw. 713 bp für das Tas1r2-Knockin-Allel; (C) 1167 bp für das Tas2r114-Wildtyp-Allel bzw. 981 bp für das 
Tas2r114-Knockin-Allel. Die PCR-Produkte nach Agarosegelelektrophorese zeigten Banden der 
erwarteten Größen (D, E, F). Hieraus konnte abgeleitet werden, dass Mäuse wildtyp, heterozygot oder 
homozygot für die Tas1r1-, Tas1r2- bzw. Tas2r114-Modifikation waren. Rho, Rhodopsin; IRES, internal 
ribosomal entry site; hrGFP, humanized renilla green fluorescent protein; mws, medium wavelength 
sensitive; sws, short wavelength sensitive; wt, Wildtyp; ki, Knockin
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4.4. Charakterisierung von Mausmodellen mit modifiziertem Geschmacks-  
rezeptorslocus
Zur Überprüfung einer erfolgreichen Targeting-Strategie wurde der Knockout der 
Geschmacksrezeptoren und der damit einhergehende Knockin der Photorezeptoren in 
gustatorischen und nicht-gustatorischen Geweben überprüft. Hierfür wurden exemplarisch an 
einer C57BL/6-Maus, einer heterozygoten und einer homozygoten Maus der jeweiligen Linie die 
Expression der Rezeptoren mittels RT-PCR analysiert. Die mRNA-Expression von Tas1r1, 
Tas1r2, Tas2r114, Rho, Opsin sws und mws in lingualen Geschmacksknospen wurde ferner 
unter Einsatz von In-situ-Hybridisierungen untersucht. Des Weiteren wurde die Expression der 
Photorezeptoren auf Proteinebene betrachtet. Die immunhistochemischen Analysen zur 
Ermittlung der Kolokalisation mit Zelltypmarkern in der Geschmacksknospe erfolgte für die 
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Linie an Pilzpapillen und für die Tas2r114Opsin sws-Linie exemplarisch in der 
Wallpapille, da bereits gezeigt werden konnte, dass die Tas1r1-Rezeptoruntereinheit 
vorwiegend in den Pilzpapillen (Stone et al., 2007) und Tas2rs mehrheitlich in Wall- und 
Blätterpapillen exprimiert werden (Adler et  al., 2000). Auf eine derartige Analyse musste auf 
Grund fehlender funktioneller Antikörper für gustatorisches Gewebe im Tas1r2Opsin mws-
Mausmodell verzichtet werden. Die in der vorliegenden Arbeit zur Anwendung gekommenen   
In-situ-Sonden und Antikörper der Opsine wurden vor Einsatz auf dem gustatorischen Gewebe 
einer Testhybridisierung bzw. immunhistochemischen Analyse auf Augengewebe unterzogen 
(Abb. 8.1 und 8.2), um ihre Funktionstüchtigkeit zu überprüfen.

4.4.1 Charakterisierung des Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Mausmodells

Der Tas1r1-Rezeptor stellt eine Untereinheit des Umamirezeptors dar, der nach Dimerisierung 
m i t Ta s 1 r 3 a n d e r Wa h r n e h m u n g v o n L - G l u t a m a t b e t e i l i g t i s t . F ü r d i e 
Expressionsuntersuchungen des modifizierten Tas1r1-Locus wurde neben den Analysen für die 
Umami-Rezeptoruntereinheit Tas1r1 und das Opsin, hier Rho, auch das eingebrachte stationäre 
Markerprotein hrGFP betrachtet. Die Proteinanalysen für dieses Mausmodell erfolgten 
vorrangig über die hrGFP-Fluoreszenz. 

4.4.1.1 PCR-Analysen von Geweben der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus im Vergleich zu 
Wildtyp-Tieren

Um die Expression des Tas1r1-Rezeptors im Organismus der Maus und dessen erfolgreichen 
Knockout unter Einbringung von Rho und hrGFP im Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Modell zu bestätigen, 
wurde cDNA von 29 gustatorischen und nicht-gustatorischen Geweben einer C57BL/6-, einer 
heterozygoten und einer homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus analysiert (zusammenfassend 
dargestellt in Tab. 4.11). Die Qualität der cDNA wurde mittels PCR anhand des house keeping 
gene "-Aktin überprüft (Abb. 8.3). Die Amplifikation von "-Aktin auf den verschiedenen        
+RT-cDNA-Proben führte zu einem PCR-Produkt von 441 bp. Eine Kontamination der cDNA mit 
genomischer DNA wäre durch ein PCR-Produkt von 895 bp angezeigt worden, das in keiner der 
analysierten Proben sichtbar war. Einzig das PCR-Produkt der mitgeführten genomischen DNA 
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wies die entsprechende Größe auf. Nach Überprüfung der cDNA-Präparationen wurden diese 
anschließend für die Analyse des Tas1r1- und Rho-Rezeptors sowie für hrGFP herangezogen. 
Die Amplifikation des Tas1r1-Rezeptors führte in allen analysierten Geweben der C57BL/6-
Maus mit Ausnahme des braunen Fettgewebes, Dickdarms und Pankreas und des 
heterozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Tieres bis auf Blut und Duodenum zu einem PCR-Produkt 
(Abb. 8.3). Neben einem 375 bp großen Amplifikationsprodukt konnte weiterhin in zahlreichen 
Geweben Banden der Größe ~ 675 bp und ~ 750 bp beobachtet werden. Sequenzierungen 
dieser Banden zeigten, dass es dabei um Spleißvarianten der Tas1r1-cDNA handelte. Das 
375 bp umfassende PCR-Produkt konnte als Sequenzabschnitt von Exon drei und vier ohne 
Intron identifiziert werden, während das 754  bp umspannende PCR-Produkt die genomische 
Sequenz des Tas1r1-Rezeptors, das heißt Exon drei, Intron drei und Exon vier (nicht 
prozessierte cDNA) widerspiegelte. Eine Expression der Umami-Rezeptoruntereinheit in 
Geweben der homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus war nicht feststellbar. Für den Nachweis 
der Rho-Sequenz verhielt es sich genau umgekehrt. Hier konnte kein PCR-Produkt in C57BL/6-
Geweben detektiert werden, jedoch in der Mehrzahl der analysierten Organe der heterozygoten 
und in allen untersuchten Geweben mit Ausnahme von Blut und Pankreas der homozygoten 
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus (Abb. 8.3). Das spezifisch amplifizierte PCR-Produkt aus muriner 
cDNA umfasste 597  bp. Als Positivkontrollen für die Amplifikation des humanen Rho wurde 
cDNA des Auges und genomische DNA des Menschen herangezogen. Da die ausgewählten 
Oligonukleotide Intronsequenzen umspannten, bedingte die Wahl der Primer ein PCR-Produkt 
von 597 bp für die humane cDNA als Matrize und eine Bande der Größe 3584 bp im Fall der 
humanen genomischen DNA. Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich auch für die kodierende 
Sequenz des Fluoreszenzproteins hrGFP. Das PCR-Produkt von 368 bp war ausschließlich von 
cDNA der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Tiere amplifizierbar, jedoch nicht von cDNA der C57BL/6-Maus 
(Abb. 8.3). Hierbei exprimierten alle untersuchten Gewebe hrGFP-mRNA. Als Kontrolle für die 
Amplifikation des hrGFP kam genomische DNA der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus zum Einsatz, die 
folglich ebenfalls ein PCR-Produkt von 368  bp aufzeigte. Die −RT-cDNA-Proben wiesen in 
keinem der analysierten Gewebe PCR-Fragmente, die eine genomische Kontamination 
anzeigen, auf. 

Tab. 4.11. PCR-Analyse gustatorischer und nicht-gustatorischer Gewebe der C57BL/6- und       
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus. Nach Isolation der RNA aus 29 Geweben von C57BL/6 und heterozygoten 
bzw. homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Mäusen im Alter von fünf bis zwölf Wochen wurden diese in 
cDNA umgeschrieben und als Matrize für die Amplifikation von Genabschnitten von "-Aktin, Tas1r1,  
Rhodopsin (Rho) und hrGFP (humanized renilla green fluorescent protein) herangezogen. +, Expression; 
-, keine Expression; NID, Ductus incisivus; VNO, Vomeronasalorgan (Jacobson-Organ)

                          Tier
Gewebe

C57BL/6C57BL/6C57BL/6 heterozygot                  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

heterozygot                  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

heterozygot                  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

homozygot                   
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

homozygot                   
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

homozygot                   
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP                          Tier

Gewebe
Tas1r1            hRho       hrGFP Tas1r1            hRho       hrGFP Tas1r1            hRho       hrGFP

Blut + - - - - + - - +
Herz + - - + + + - + +

Lunge + - - + + + - + +

Leber + - - + + + - + +

Niere + - - + + + - + +
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                          Tier
Gewebe

C57BL/6C57BL/6C57BL/6 heterozygot                  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

heterozygot                  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

heterozygot                  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

homozygot                   
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

homozygot                   
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

homozygot                   
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP                          Tier

Gewebe
Tas1r1            hRho       hrGFP Tas1r1            hRho       hrGFP Tas1r1            hRho       hrGFP

Milz + - - + + + - + +
Thymus + - - + + + - + +

Lymphknoten + - - + + + - + +

weißes Fettgewebe + - - + + + - + +

braunes Fettgewebe - - - + + + - + +

Hoden + - - + + + - + +

Nebenhoden (Kopf) + - - + - + - + +

Nebenhoden (Schwanz) + - - + + + - + +

Oberschenkelmuskel + - - + - + - + +

Auge + - - + + + - + +

Nasenepithel + - - + + + - + +

VNO + - - + + + - + +

anteriore Zunge + - - + + + - + +

Blätterpapillen + - - + + + - + +

Wallpapille + - - + + + - + +

NID + - - + + + - + +

weicher Gaumen + - - + + + - + +

Speiseröhre + - - + + + - + +

Magen + - - + + + - + +

Duodenum + - - - - + - + +

Jejunum + - - + + + - + +

Ileum + - - + + + - + +

Dickdarm mit Caecum - - - + + + - + +

Pankreas - - - + - + - - +

4.4.1.2 In-situ-Hybridisierungen von Zungengewebe der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-  
Nachkommen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
Die Analyse der Tas1r1-Expression mittels In-situ-Hybridisierung erfolgte an Kryoschnitten von 
perfundiertem Zungengewebe von C57BL/6- und homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Mäusen. Die 
Untersuchung wurde an Pilzpapillen, die sich durch eine starke Tas1r1-Expression 
auszeichnen, durchgeführt. Die Hybridisierung von C57BL/6-Kryoschnitten mit der 
komplementären (antisense, as) Tas1r1-Sonde markierte zahlreiche Knospen der 
Zungenspitze. Im homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Tier hingegen war keine Expression 
nachweisbar. Analysen mit Rho-as-Sonden ergaben keine Signale in Pilzpapillen der C57BL/6-
Maus, vereinzelt wurden jedoch positive Geschmacksknospen in den Pilzpapillen der  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus detektiert. Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der Hybridisierung mit 
der hrGFP-as-Sonde beobachtet. Hier führte jedoch die Verwendung der as-Sonde häufiger zu 
deutlicheren, dass heißt intensiveren Markierungen zellulärer Strukturen in den Pilzpapillen des 
homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Tieres. Die Hybridisierung mit den sense-Sonden von Tas1r1, 
Rho und hrGFP ergab weder in Pilzpapillen der C57BL/6- noch der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus 
Signale. Folglich ließ sich der Tas1r1-Rezeptor nur in Pilzpapillen der C57BL/6-Maus und die 
mRNA-Sequenz des humanen Rho und hrGFPs nur in Tieren der Linie Tas1r1Rho-IRES-hrGFP 
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nachweisen. Eine Hybridisierung von Gewebeschnitten der Zungenspitze beider Mausmodelle 
mit einer Gustducin-as-Sonde führte jeweils in etwa jeder dritten Pilzpapille zu einer starken 
Markierungen der Geschmacksknospe. Die Verwendung der sense-Sonde zeigte die Spezifität 
der Hybridisierung (Abb. 4.26).

Abb. 4.26. RNA-Expressionsanalyse mittels In-situ-Hybridisierung an Pilzpapillen der              
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus im Vergleich zu C57BL/6-Tieren. Für die Expressionsanalyse der          
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Linie wurden Gewebeschnitte (14 μm) der Zungenspitze von homozygoten        
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP- im Vergleich zu C57BL/6-Tieren mit Tas1r1-, Rhodopsin (Rho)- und humanized renilla 
green fluorescent protein-(hrGFP)-Sonden hybridisiert. Die Hybridisierung mit der Sonde Tas1r1 
antisense (as) führte zu Markierungen von Zellen in den Pilzpapillen der C57BL/6-Maus, jedoch nicht in 
Gewebeschnitten der homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus. Gegenteilig verhielt es sich bei der 
Hybridisierung mit den As-Sonden für Rho und hrGFP. Hier bedingte die Anlagerung der komplementären 
Sonden an die mRNA im Gewebe die vereinzelte Markierung von Pilzpapillen in der homozygoten  
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus. Eine Hybridisierung der As-Sonden im Gewebe der C57BL/6-Maus war nicht 
erkennbar. Die Hybridisierung von Gewebeschnitten beider Mausmodelle mit einer gegen Gustducin 
(Gust) gerichteten as-Sonde bedingte vergleichbare Ergebnisse in Intensität und Häufigkeit in den 
Pilzpapillen von Tas1r1Rho-IRES-hrGFP und C57BL/6. Die sense-(s)-behandelten Schnitte blieben frei von 
Signalen. Pfeile zeigen exemplarisch auf mRNA-Markierungen in den Geschmacksknospen der 
Pilzpapille. Maßstab: 10 μm.
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4.4.1.3 Immunhistochemische Untersuchungen von Geschmackspapillen        
homozygoter Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Nachkommen

Der Nachweis der Modifikation des Tas1r1-Locus auf Proteinebene erfolgte mittels 
immunhistochemischen Untersuchungen an Kryoschnitten homozygoter Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-
Mäuse. Basierend auf der Integration des stationären Markers hrGFP unter der Kontrolle des 
Tas1r1-Promotors konnte das hrGFP-Protein in Gewebeschnitten dieser Linie durch Anregung 
mit Licht der Wellenlänge 488 nm betrachtet werden. Die Analyse von 14-µm-Kryoschnitten von 
Pilz-, Blätter- und Wallpapille sowie des weichen Gaumens und des NIDs am konfokalen 
Laserscan-Mikroskop ergab, dass alle gustatorischen Areale der Mundhöhle bis auf die 
Blätterpapillen hrGFP-Fluoreszenz aufwiesen (Abb. 4.27). Das Ausmaß der hrGFP-Fluoreszenz 
variierte jedoch stark zwischen den einzelnen Papillen. Während in Gewebeschnitten zweier 
betrachteter Wallpapillen homozygoter Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Mäuse jeweils nur eine Zelle pro 
Papille positiv  war, konnte mindestens in jeder zweiten Pilzpapille der Zungenspitze eine 
hrGFP-Fluoreszenz wahrgenommen werden. 

Abb. 4.27. hrGFP-(Tas1r1)-exprimierende Zellen in den Geschmacksknospen der Mundhöhle der 
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus. Dargestellt ist die Fluoreszenz des humanized renilla green fluorescent protein 
(hrGFP; grün) in Kryoschnitten (14 μm) einer Pilz- und Wallpapille sowie in Geschmacksknospen des 
weichen Gaumens und der Papilla incisiva (NID) homozygoter Tiere der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Linie nach 
Laseranregung bei 488 nm mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie. Maßstab: 10 μm.

Die Isolation von Zungenepithel zweier homozygoter Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Mäuse und Auswertung 
am Mirax-Scansystem ergab, dass die zwei untersuchten Mäuse im Mittel 83 Pilzpapillen auf 
ihrer Zungenoberfläche trugen, von denen 27 eine hrGFP-Fluoreszenz aufwiesen. Dies 
entsprach einem Anteil an hrGFP-positiven Pilzpapillen von 32 %. Dabei konnte eine eindeutige 
Häufung der hrGFP-Fluoreszenz in Pilzpapillen der Zungenspitze im Vergleich zum posterioren 
Teil der Zunge beobachtet werden. 

Um die Proteinexpression der zweiten in die Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus eingebrachten Sequenz 
zu analysieren, wurde eine Antikörperfärbung für humanes Rho auf Paraffinschnitten von 
Pilzpapillen vorgenommen. Mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie konnte jedoch nur in etwa 
jeder zehnten Papille ein Nachweis für Rho in Gewebeschnitten der Pilzpapillen homozygoter 
Tiere detektiert werden. Die Identifikation von Rho-positiven Zellen ging dabei zu 100 % mit 
einer Kolokalisation der hrGFP-Fluoreszenz des Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Gewebes einher 
(Abb. 4.28). Eine Detektion von Rho oder einer Eigenfluoreszenz nach Anregung mit Licht von 
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488 nm in gleichartig behandelten Gewebeschnitten von Pilzpapillen der C57BL/6-Maus wurde 
nicht beobachtet. 

Auf Grund der schwachen Nachweisbarkeit von Rho und der 100 %igen Kolokalisation mit 
hrGFP wurde in der nachfolgenden Analyse mit verschiedenen Zelltypmarkern der 
Geschmacksknospenzellen lediglich die Expression der Zelltypmarker im Vergleich zur hrGFP-
Fluoreszenz betrachtet.

Abb. 4.28. Immunhistochemischer Nachweis von Rho in Pilzpapillen der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus. 
Fluoreszenzaufnahmen einer Ebene von Kryopräparaten (14 μm) nach einer Antikörperfärbung gegen 
humanes Rhodopsin (Rho). Die Gewebeschnitte der homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Zungenspitze 
zeigten teilweise Markierungen von zellulären Strukturen in den Pilzpapillen. Jene konnten nicht bei 
Gewebeschnitten, die ohne ersten Antikörper behandelt wurden, oder bei der C57BL/6-Maus beobachtet 
werden. Bei gleichzeitiger Laseranregung mit 488 nm konnte in den Kryoschnitten der                
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Pilzpapillen zusätzlich die hrGFP-Fluoreszenz detektiert werden. Maßstab: 10 μm. 
hrGFP, humanized renilla green fluorescent protein 
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Für die Zuordnung der hrGFP-Fluoreszenz zu einem speziellen Zelltyp in der 
Geschmacksknospe, wurden Zungenspitzen der homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus 
geschnitten und Antikörperfärbungen für die Typ-I-, Typ-II-, bzw. Typ-III-Zellmarker NTPDase 2, 
PLC"2 und AADC durchgeführt. Diese zeigten, dass hrGFP-positive Zellen nicht mit 
NTPDase 2- oder AADC-positiven Zellen kolokalisieren. Lediglich PLC"2-positive Zellen wiesen 
eine teilweise Überlappung mit der hrGFP-Fluoreszenz auf (Abb. 4.29). Die hrGFP-positiven 
Zellen (Tas1r1-exprimierende Zellen) stellen folglich eine Unterpopulation der PLC"2-positiven 
Zellen dar. 

Abb. 4.29. Immunhistochemische Analysen zur Koexpression des Fluoreszenzproteins hrGFP mit 
Zelltypmarkern der Geschmacksknospe in Pilzpapillen der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus. 
Fluoreszenzaufnahmen von Kryoschnitten (14 μm) nach Antikörperfärbung für nucleoside triphosphate 
diphosphohydrolase 2 (NTPDase 2), Phospholipase C"2 (PLC"2) und L-aromatic acid decarboxylase 
(AADC). Eine zeitgleiche Anregung der Gewebeschnitte mit Licht der Wellenlänge 633 nm (für 
Zelltypmarker; weiß) und 488 nm (für Fluoreszenzprotein humanized renilla green fluorescent protein, 
hrGFP, grün) zeigte, dass einzig die Färbung mit dem gegen PLCβ2 gerichteten Antikörper eine 
Kolokalisation beider im Laserscan-Mikroskop detektierten Fluoreszenzen bedingt. Maßstab: 10 μm.

hrGFP - 488 nm Zellmarker - 633 nm Überlagerung
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4.4.2 Charakterisierung des Tas1r2Opsin mws-Mausmodells

Der Tas1r2-Rezeptor bildet zusammen mit dem Tas1r3-Rezeptor einen funktionellen 
Süßrezeptor. Dieser wird vorrangig in der Wall- und den Blätterpapille der Maus exprimiert und 
ist im Fall des hier analysierten modifizierten Mausmodells durch die kodierende Sequenz des 
Opsin mws der Maus ersetzt worden.

4.4.2.1 PCR-Analysen von Geweben der Tas1r2Opsin mws-Maus im Vergleich zu 
Wildtyp-Tieren

Die Expression des Tas1r2- und des Photorezeptors Opsin mws wurde in gustatorischen und 
nicht-gustatorischen Geweben einer C57BL/6, einer heterozygoten und einer homozygoten 
Tas1r2Opsin mws-Maus untersucht (Tab. 4.12). Nach erfolgreicher Qualitätskontrolle der cDNA 
mittels "-Aktin-PCR (Abb. 8.4; siehe Abschnitt 4.4.1.1) wurde die Expression von Tas1r2 und 
Opsin mws analysiert. 

Die Amplifikation des Tas1r2-Rezeptors von C57BL/6-cDNA führte in 15 von 29 Geweben zur 
Detektion einer spezifischen Bande von 912 bp. In neun dieser Gewebe (Nebenhoden, Auge, 
Nasenepithel, Zungenspitze, Wall- und Blätterpapille(n), Gaumen, Speiseröhre und Jejunum) 
konnte die Expression der Tas1r2-mRNA ebenfalls im heterozygoten Tas1r2Opsin mws-Tier gezeigt 
werden (Abb. 8.4). In einer homozygoten Tas1r2Opsin mws-Maus konnte das spezifische 912 bp 
lange Tas1r2-Produkt nicht amplifiziert werden. Jedoch traten hier, wie auch bei der Analyse der 
cDNA vom C57BL/6- und dem heterozygoten Tas1r2Opsin mws-Tier, vereinzelt unspezifische 
Nebenbanden von ~ 300 bp und ~ 500 bp auf. Eine Überprüfung der Sequenz dieser PCR-
Produkte ergab keine Übereinstimmung mit der Tas1r2-Sequenz. Als Positivkontrolle für die 
PCR-Reaktion wurde genomische DNA eingesetzt, deren Amplifikat eine Größe von 2329 bp 
hatte. Opsin mws, der bei der Maus auf Chromosom X kodiert ist, war im Nebenhoden und im 
Auge der C57BL/6-Maus nachweisbar, veranschaulicht durch das Auftreten einer 383  bp 
umfassenden PCR-Bande (Abb. 8.4). Im heterozygoten Tas1r2Opsin mws-Tier konnte neben 
diesen Organen die Opsin-mRNA auch im Nasenepithel, der Zungenspitze und bei erhöhtem 
Template-Einsatz (2 µl statt 1 µl) ebenfalls in der Niere und der Blätterpapille detektiert werden. 
Im homozygoten Tier war die cDNA für Opsin mws in Hoden, Nebenhoden, Auge, 
Vomeronasalorgan, Zungenspitze, Wallpapille, NID, Gaumen, Speiseröhre und den 
verschiedenen Abschnitten des Dünndarms nachweisbar. Abermals gelang auch hier bei 
Verdoppelung der cDNA-Menge der Nachweis der Expression in der Niere. Als Positivkontrolle 
wurde hier ebenfalls auf genomische DNA der C57BL/6-Maus zurückgegriffen. Das 
beobachtete PCR-Produkt wies eine Größe von 3860 bp auf. Bei allen durchgeführten PCR-
Reaktionen blieb die −RT-cDNA frei von Amplifikaten.
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Tab. 4.12. PCR-Analyse gustatorischer und nicht-gustatorischer Gewebe der C57BL/6- und      
Tas1r2Opsin mws-Maus. Nach Isolation der RNA aus Geweben der C57BL/6- und heterozygoten bzw. 
homozygoten Tas1r2Opsin mws-Maus im Alter von fünf bis zwölf Wochen wurde diese in cDNA 
umgeschrieben und als Ausgangsmaterial für die Amplifikation von Genabschnitten von "-Aktin, Tas1r2 
und Opsin mws (medium wavelength sensitive) herangezogen. + Expression; - keine Expression;             
-  (+),  eine Steigerung der Matrizenmenge bedingte die Visualisierung der Expression; NID, Ductus 
incisivus; VNO, Vomeronasalorgan (Jacobson-Organ)

                          Tier
Gewebe

C57BL/6C57BL/6 heterozygot Tas1r2Opsin mwsheterozygot Tas1r2Opsin mws homozygot Tas1r2Opsin mwshomozygot Tas1r2Opsin mws                          Tier
Gewebe

Tas1r2            mws            Tas1r2            mws            Tas1r2            mws            

Blut - - - - - -
Herz - - - - - -

Lunge + - - - - -

Leber + - - - - -

Niere + - -  - (+) -  - (+)

Milz - - - - - -

Thymus + - - - - -

Lymphknoten - - - - - -

weißes Fettgewebe - - - - - -

braunes Fettgewebe - - - - - -

Hoden - - - - - +

Nebenhoden (Kopf) + + + + - +

Nebenhoden (Schwanz) - + - + - +

Oberschenkelmuskel + - - - - -

Auge + + + + - +

Nasenepithel + - + + - +

VNO - - - - - -

anteriore Zunge + - + + - +

Blätterpapillen + - +  - (+) - +

Wallpapille + - + - - +

NID + - - - - +

weicher Gaumen + - + - - +

Speiseröhre + - + - - +

Magen - - - - - -

Duodenum  - (+) - - - - +

Jejunum + - + - - +

Ileum - - - - - +

Dickdarm mit Caecum - - - - - -

Pankreas - - - - - -
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4.4.2.2 In-situ-Hybridisierungen von Zungengewebe der Tas1r2Opsin mws-         
Nachkommen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren

Der RNA-Nachweis des Tas1r2-Knockouts und Opsin-mws-Knockins im Tas1r2Opsin mws-Modell 
wurde auf zellulärer Ebene mittels In-situ-Hybridisierung erbracht und mit Gewebeschnitten der 
C57BL/6-Maus verglichen. Die Hybridisierung von Gewebeschnitten der Wallpapille der  
C57BL/6-Maus mit der Tas1r2-as-Sonde führte zu gefärbten Zellen in nahezu jeder 
Geschmacksknospe der Papille. Die Hybridisierung der Wallpapillen von heterozygoten    
Tas1r2Opsin mws-Tieren mit der as-Sonde führte im Vergleich hierzu zu einer deutlichen Reduktion 
markierter Zellen. In Gewebeschnitten der homozygoten Tas1r2Opsin mws-Maus war hingegen 
keine Färbung in den Wallpapillen nachweisbar (Abb. 4.30). Das in die Maus eingebrachte 
Opsin mws war nicht in Zungenschnitten der C57BL/6-Maus detektierbar. Die Hybridisierung 
von Gewebeschnitten der Wallpapille heterozygoter Tas1r2Opsin mws-Tiere mit der Opsin-mws-as-
Sonde führte demgegenüber zur Markierung vereinzelter Zellen. Die Anzahl der positiven 
Opsin-mws-Zellen war in den Wallpapillen homozygoter Tas1r2Opsin mws-Mäuse noch größer 
(Abb. 4.30). Eine Auszählung positiver Signale für Tas1r2-as auf C57BL/6-Gewebe und Opsin-
mws-as auf homozygoten Tas1r2Opsin mws-Gewebeschnitten zeigte keine gravierenden 
Unterschiede in der Expression. So lag die Anzahl Tas1r2- positiver Zellen je Graben der 
Wallpapille einer C57BL/6-Maus bei durchschnittlich 13,5 ± 4,5 Zellen. In einer homozygoten 
Tas1r2Opsin mws-Maus konnten demgegenüber 10,8 ± 2,8 Zellen pro Graben der Wallpapille als 
Opsin-mws-positiv ermittelt werden.

Der Nachweis von Tas1r2 in C57BL/6-Mäusen und Opsin mws in homozygoten Tas1r2Opsin mws-
Tieren mit den jeweiligen As-Sonden gelang ebenfalls in den Blätterpapillen der Mäuse, 
während Tas1r2-as auf homozygoten Tas1r2Opsin mws- und Opsin-mws-as auf C57BL/6-
Gewebeschnitten keine Geschmackszellen markierte (Daten nicht gezeigt). In einigen Fällen 
konnte die mRNA-Expression der Süß-Rezeptoruntereinheit Tas1r2 auch in den Pilzpapillen der 
C57BL/6-Maus detektiert werden. Ein Nachweis der Opsin-mws-Expression in Pilzpapillen 
homozygoter Tas1r2Opsin mws-Mäuse konnte nicht erbracht werden (Daten nicht gezeigt). 
Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass Tas1r2 in gustatorischen Geweben der 
C57BL/6-Maus nachgewiesen werden konnte, nicht jedoch Opsin mws. Die Opsin-mRNA 
konnte allerdings in Geweben der Tas1r2Opsin mws-Maus detektiert werden. 

Weiterhin wurden Gewebeschnitte der C57BL/6- und Tas1r2Opsin mws-Wallpapille mit einer gegen 
Gustducin gerichteten Sonde hybridisiert. Die As-Sonde führte unabhängig vom Genotyp 
jeweils zu starken Markierungen fast jeder Geschmacksknospe in den betrachteten 
Wallpapillen.

Demgegenüber wies keiner der mit den sense-Sonden behandelten Gewebeschnitte eine 
Markierung von Zellen in den Geschmacksknospen auf (Abb. 4.30).
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Abb. 4.30. RNA-Expressionsanalyse mittels In-situ-Hybridisierung an Wallpapillen der            
Tas1r2Opsin mws-Maus im Vergleich zu C57BL/6-Maus. Für die Analyse des Tas1r2-Knockouts unter 
Knockin des Opsin mws (medium wavelength sensitive) wurden hetero- und homozygote Tiere der        
Tas1r2Opsin mws-Linie im Vergleich zu C57BL/6-Tieren unter Zuhilfenahme von Tas1r2- und Opsin-mws-in-
situ-Hybridisierungssonden untersucht. Die Hybridisierung von Schnitten der Wallpapille (14 μm) mit der 
antisense-(as)-Sonde von Tas1r2 führte zu deutlichen Markierungen von Geschmacksknospen der 
C57BL/6-Maus. Im heterozygoten Tas1r2Opsin mws-Tier konnte ebenfalls eine Tas1r2-Expression 
nachgewiesen werden, wenn auch deutlich schwächer als im C57BL/6-Tier. Eine Markierung von Tas1r2-
mRNA mittels In-situ-Hybridisierung im homozygoten Tas1r2Opsin mws-Tier erfolgte nicht. Die Hybridisierung 
der Gewebeschnitte der Wallpapille mit der as-Sonde für Opsin mws hingegen mündete in keiner 
nachweisbaren Expression des Opsins im C57BL/6-Tier, in einer vereinzelten Markierung in 
Gewebeschnitten der heterozygoten Tas1r2Opsin mws-Maus und in einer deutlichen Markierung von Zellen 
in der Wallpapille eines homozygoten Tas1r2Opsin mws-Tieres. Die Hybridisierung von Gewebeschnitten der 
Wallpapille mit einer gegen Gustducin (Gust) gerichteten as-Sonde bedingte vergleichbare Markierungen 
von Zellen in den Wallpapillen von Tas1r2Opsin mws und C57BL/6, die ebenfalls in ähnlicher Häufigkeit 
auftraten. Die sense-(s)-behandelten Schnitte blieben frei von Signalen. Pfeile zeigen exemplarisch auf 
mRNA-Markierungen in den Geschmacksknospen der Pilzpapille. Maßstab: 35 μm.
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4.4.2.3 Immunhistochemische Untersuchungen von Geschmackspapillen        
homozygoter Tas1r2Opsin mws-Nachkommen

Der Proteinnachweis zur Manipulation des Tas1r2-Locus in der Tas1r2Opsin mws-Maus sollte über 
einen gegen das mittelwellige Opsin der Maus gerichteten Antikörper erfolgen. Für die 
Überprüfung der Funktionalität dieser wurden Gewebeschnitte des Auges angefertigt und einem 
immunhistochemischen Protokoll unterzogen. Die Opsine, die im Auge vorkommen, konnten 
hierbei stets in einzelnen Zapfen in der Retina detektiert werden (Abb. 8.2). Eine Übertragung 
des Protokolls auf Gewebeschnitte der Zunge hingegen führte zu keinem positiven Ergebnis. 
Die beobachtete schwache Markierung von Geschmacksknospen der Wallpapille in 
homozygoten Tas1r2Opsin mws-Tieren wich kaum bei einem der getesteten Antikörper von der 
gleichartig behandelter Gewebeschnitte der C57BL/6-Maus ab. Auch Optimierungsversuche 
des Protokolls bezüglich Blockierreagenzien sowie die Integration von Erhitzungs- oder 
Amplifikationsschritten brachten keinen Erfolg. Auf den Proteinnachweis für Opsin mws, 
welches im betrachteten Mausmodell unter der Kontrolle des Tas1r2-Promotors exprimiert wird, 
musste zunächst verzichtet werden.

4.4.3 Charakterisierung des Tas2r114Opsin sws-Mausmodells
Der Rezeptor Tas2r114 ist einer der 35 Rezeptoren der Maus, die an der Vermittlung des 
Bittergeschmacks beteiligt sind. In dem hier generierten Mausmodell ist die kodierende 
Sequenz des GPCR durch ein im UV-Bereich des Spektrums sensitives Opsin der Maus ersetzt 
worden. Das Anregungsmaxima des Photorezeptors beträgt 359 nm. Es wird unter Kontrolle 
des Tas2r114-Promotors in dieser Mauslinie exprimiert.

4.4.3.1 PCR-Analysen von Geweben der Tas2r114Opsin sws-Maus im Vergleich zu 
Wildtyp-Tieren
Die Expression der mRNA des Bitterrezeptors Tas2r114 und des Photorezeptors Opsin sws, der 
in dem betrachteten Mausmodell unter der Kontrolle der endogenen Opsin-sws- und Tas2r114-
Promotoren stand, sollte in verschiedenen gustatorischen und nicht-gustatorischen Geweben 
analysiert werden (Tab. 4.13). Hierfür wurden aus Geweben einer C57BL/6-, einer 
heterozygoten und einer homozygoten Tas2r114Opsin sws-Maus, die RNA isoliert und in cDNA 
umgeschrieben. Die cDNA-Qualität wurde mittels PCR auf das "-Aktin-Gen überprüft (Abb. 8.5; 
siehe Abschnitt 4.4.1.1). Nach Überprüfung der Qualität der cDNA wurde diese als Matrize für 
die Amplifikation von Tas2r114 und Opsin sws eingesetzt. 

Der Nachweis der mRNA des Bitterrezeptors Tas2r114 auf cDNA der C57BL/6-Maus gelang im 
Thymus, im Hoden, im Nasenepithel und Vomeronasalorgan, in Wall- und Blätterpapille, im NID 
und im Gaumen (Tab. 4.13). Bei Nutzung der cDNA aus einer heterozygoten Tas2r114Opsin sws-
Maus als Ausgangsmaterial für die PCR war die Tas2r114-mRNA nur noch in Thymus, Hoden, 
Wall- und Blätterpapille sowie im Gaumen amplifizierbar. Bei Einsatz der doppelten 
Matrizenmenge konnte weiterhin auch für das Nasenepithel ein PCR-Produkt detektiert werden. 
Eine Amplifikation des Rezeptors von cDNA eines homozygoten Tas2r114Opsin sws-Tieres war 
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nicht möglich. Ebenso wiesen alle −RT-Proben kein Amplifikationsprodukt auf. Als 
Positivkontrolle kam genomische DNA einer C57BL/6-Maus zu Einsatz. Bedingt durch die 
intronfreie Sequenz der Bitterrezeptoren war die Größe der PCR-Produkte auf cDNA und 
genomischer DNA jeweils 535 bp (Abb. 8.5). Die Analyse der Expression von Opsin sws 
belegte, dass der Photorezeptor in Wildtyp-Mäusen in den analysierten Geweben 
ausschließlich im Thymus und Auge exprimiert war, was an der Detektion eines 400 bp großen 
PCR-Produktes deutlich wurde. Bei Verwendung der cDNA einer heterozygoten      
Tas2r114Opsin sws-Maus als Ausgangsmaterial konnte darüber hinaus das kurzwellige Opsin in 
Hoden, Wall- und Blätterpapille sowie Gaumen nachgewiesen werden. Eine Expression des 
Photorezeptors im nasalen Epithel der Maus war nur mit Erhöhung der Matrizenmenge möglich. 
Im homozygoten Tas2r114Opsin sws-Tier war die cDNA für Opsin sws im Thymus, Hoden, Auge, 
Wallpapille, NID und Gaumen nachweisbar. Abermals gelang auch hier nur bei Verdoppelung 
der Matrizen-Menge der Beleg für die Expression in weiteren Organen wie Blätterpapillen, 
Vomeronasalorgan und Nasenepithel (Tab. 4.13). Die Amplifikation des cDNA-Fragmentes von 
Opsin sws ging dabei oftmals mit der Detektion eines zusätzlichen PCR-Fragmentes mit 
genomischer Länge (582 bp) einher (Abb. 8.5). Als Positivkontrolle wurde genomische DNA der 
C57BL/6-Maus eingesetzt. Die Kontroll-PCR-Reaktionen (−RT) waren jeweils negativ. 

Tab. 4.13. PCR-Analyse gustatorischer und nicht-gustatorischer Gewebe der C57BL/6- und  
Tas2r114Opsin  sws-Maus. Isolierte RNA aus Geweben einer C57BL/6-, einer heterozygoten und einer 
homozygoten Tas2r114-Maus im Alter von fünf bis zwölf Wochen wurde in cDNA umgeschrieben und als 
Matrize für die Amplifikation von "-Aktin-, Tas2r114- und Opsin sws-(short wavelength sensitive)-
Genabschnitten eingesetzt. + Expression; - keine Expression; -(+), eine Steigerung der Matrizenmenge 
bedingte die Visualisierung der Expression; NID, Ductus incisivus; VNO, Vomeronasalorgan (Jacobson-
Organ)

                          Tier
Gewebe

C57BL/6C57BL/6 heterozygot         
Tas2r114Opsin sws

heterozygot         
Tas2r114Opsin sws

homozygot          
Tas2r114Opsin sws

homozygot          
Tas2r114Opsin sws                          Tier

Gewebe
Tas2r114     sws           Tas2r114 sws         Tas2r114     sws           

Blut - - - - - -
Herz - - - - - -

Lunge - - - - - -

Leber - - - - - -

Niere - - - - - -

Milz - - - - - -

Thymus + + + + - +

Lymphknoten - - - - - -

weißes Fettgewebe - - - - - -

braunes Fettgewebe - - - - - -

Hoden + - + + - +

Nebenhoden (Kopf) - - - - - -

Nebenhoden (Schwanz) - - - - - -

Oberschenkelmuskel - - - - - -

Auge - + - + - +

Nasenepithel + - - (+) - (+) - - (+)

VNO - (+) - - - - - (+)

anteriore Zunge - - - - - -
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                          Tier
Gewebe

C57BL/6C57BL/6 heterozygot         
Tas2r114Opsin sws

heterozygot         
Tas2r114Opsin sws

homozygot          
Tas2r114Opsin sws

homozygot          
Tas2r114Opsin sws                          Tier

Gewebe
Tas2r114     sws           Tas2r114 sws         Tas2r114     sws           

Blätterpapillen + - + + - - (+)

Wallpapille + - + + - +

NID + - - - - +

weicher Gaumen + - + + - +

Speiseröhre - - - - - -

Magen - - - - - -

Duodenum - - - - - -

Jejunum - - - - - -

Ileum - - - - - -

Dickdarm mit Caecum - - - - - -

Pankreas - - - - - -

4.4.3.2 In-situ-Hybridisierungen von Zungengewebe der Tas2r114Opsin sws-      
Nachkommen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
Die Expressionsanalyse des Tas2r114-Rezeptors erforderte eine Signalamplifikation mittels 
TSA. Trotz dieser war der Bitterrezeptor in der Wallpapille der C57BL/6-Maus nur sehr schwach 
und in wenigen Geschmacksknospen pro betrachteter Papille detektierbar. Die Färbung nach 
Hybridisierung mit der Tas2r114-as-Sonde trat dabei vorrangig in Nähe der Geschmackspore 
auf und wurde nicht auf Knockout-Gewebeschnitten beobachtet (Abb. 4.31). Der Einsatz zweier 
As-Sonden für das kurzwellige Opsin führte zu keiner Signalgebung auf gustatorischem 
Geweben der C57BL/6-Maus. Jedoch konnte in mehreren Geschmacksknospen pro 
Gewebeschnitt der Wallpapille von homozygoten Tas2r114Opsin sws-Tieren eine solche 
Zellmarkierung detektiert werden. Auch hier waren die Signale vorrangig in der Nähe der 
Geschmackspore zu beobachten (Abb. 4.31). Ferner wurden Gewebeschnitte von Wallpapillen 
der Tas2r114Opsin sws- und C57BL/6-Maus mit einer gegen Gustducin gerichteten Sonde 
hybridisiert. Die as-Sonde führte unabhängig vom Genotyp zu starken Markierungen fast jeder 
Geschmacksknospe in den untersuchten Papillen. Die Verwendung von sense-Sonden für die 
Rezeptoren und das G-Protein führte zu keinen spezifischen Signalen (Abb. 4.31).
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Abb. 4.31. RNA-Expressionsanalyse mittels In-situ-Hybridisierung von Wallpapillen der      
Tas2r114Opsin sws-Maus im Vergleich zu C57BL/6-Tieren. Für die Untersuchung der Expression von 
GPCRs wurden Gewebeschnitte (14 μm) der Wallpapille von homozygoten Tas2r114Opsin sws-Tieren im 
Vergleich zu C57BL/6-Mäusen mit Hilfe der Tas2r114-Sonde (mit TSA-Schritt) und Opsin-sws-Sonden 
(sws, short wavelength sensitive) hybridisiert. Die Hybridisierung der Gewebeschnitte mit der Tas2r114-
antisense-(as)-Sonde führte zu Markierungen von wenigen Zellen in den Wallpapillen der C57BL/6-Maus, 
jedoch nicht in Gewebeschnitten eines homozygoten Tas2r114Opsin sws-Tieres. Die Hybridisierung mit der 
as-Sonde für Opsin sws hingegen führte bei Einsatz von zwei Sonden bereits ohne Amplifikation zur 
Markierung von einzelnen Zellen in der Wallpapille der Tas2r114Opsin sws-Maus. Eine Anlagerung der As-
Sonden im Gewebe der C57BL/6-Maus war nicht erkennbar. Gewebeschnitte der Wallpapille beider 
Mauslinien, die mit einer gegen Gustducin (Gust) gerichteten Sonde hybridisiert wurden, zeigten in 
Anzahl und Intensität vergleichbare Markierungen von Zellen. Gewebeschnitte, die mit den sense-(s)-
Sonden hybridisiert wurden, blieben ohne detektierbare Markierung. Pfeile zeigen exemplarisch auf 
mRNA-Markierungen in den Geschmacksknospen der Pilzpapille. Maßstab: 35 μm.
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4.4.3.3 Immunhistochemische Untersuchungen von Geschmackspapillen        
homozygoter Tas2r114Opsin sws-Nachkommen

Der immunhistochemische Nachweis des kurzwelligen Opsins in der Mundhöhle des 
homozygoten Tas2r114Opsin sws-Mausmodells erfolgte unter Einsatz eines mit TSA amplifizierten 
Färbeprotokolls auf 14-µm-Kryoschnitten (Abb. 4.32). Gewebeschnitte der Blätter- und 
Wallpapille zeigten stets zelluläre Markierungen nach Antikörperinkubation und Anregung am 
konfokalen Laserscan-Mikroskop mit Licht von 488  nm. Opsin-sws-positive Zellen im NID 
konnten ebenfalls in fast jeder betrachteten Geschmacksknospe nachgewiesen werden. 
Schwieriger war der Nachweis in Knospen des weichen Gaumens und der Pilzpapillen. 
Während für den weichen Gaumen generell nur wenige Geschmacksknopsen betrachtet 
wurden, erfolgte für die Pilzpapillen eine Untersuchung von 329 Papillen von vier 
Zungenspitzen homozygoter Tas2r114Opsin sws-Tiere beiden Geschlechts. Von ihnen konnten 27 
als Opsin-sws-positiv eingestuft werden. Dies entsprach einem Anteil von 8 %. 

Ein Vergleich der Opsin-sws-Expression auf Proteinebene mit der mRNA-Expression von 
Tas2r114 (ebenfalls mit TSA-Amplifikation nachgewiesen; vgl. Abb. 4.31) und Opsin sws 
(Nachweis ohne TSA-Amplifikation; vgl. Abb. 4.31) zeigte, dass das Opsin-Protein häufiger und 
eindeutiger nachgewiesen werden konnte, als die entsprechenden mRNAs. Allerdings wurde 
auch hier ersichtlich, dass der Rezeptor zumeist in unmittelbarer Nähe zur Geschmackspore 
lokalisiert und nur in vereinzelten Geschmacksknospen pro Gewebeschnitt nachweisbar war.

Abb. 4.32. Opsin-sws-(Tas2r114)-exprimierende Zellen in den Geschmacksknospen der 
Mundhöhle der Tas2r114Opsin sws-Maus. Dargestellt sind grün fluoreszierende Zellen eines Fluoreszenz-
gekoppelten immunhistochemischen Opsin sws-(short wavelength sensitive)-Nachweises nach 
Laseranregung bei 488 nm mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie. Opsin-sws-positive Zellen (grün) 
waren in Gewebeschnitten (14 μm) von Pilz-, Blätter- und Wallpapillen sowie Geschmacksknospen des 
weichen Gaumens und der Papilla incisiva (NID) homozygoter Tas2r114Opsin sws-Tiere nachweisbar. 
Maßstab: 10 μm.

Um die Opsin-sws-Expression einem Zelltyp  zuordnen zu können, wurden Kofärbungen von 
Opsin sws mit NTPDase 2, PLC"2 und AADC vorgenommen. Hierfür wurden Wallpapillen von 
homozygoten Tas2r114Opsin sws-Tieren und C57BL/6-Mäusen betrachtet. Bedingt durch die 
häufige Detektion der Opsin-sws-Fluoreszenz in unmittelbarer Nähe zur Geschmackspore war 
eine genaue Zuordnung zu verschiedenen Zelltypmarkern in zahlreichen Gewebeschnitten nur 
bedingt möglich. Bei Opsin-sws-anzeigenden Fluoreszenzen, die größere Teile einer 
Zellstruktur ausfüllten, jedoch wurde deutlich, dass nur PLC"2-positive Zellen eine teilweise 
Überlappung mit Opsin-sws-positiven Zellen aufwiesen. Eine derartige Kolokalisation für 
NTPDase  2- oder AADC-positive Zellen wurde zu keinem Zeitpunkt beobachtet (Abb. 4.33). 

WallpapillePilzpapille NID GaumenBlätterpapille

44
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Folglich stellen die Opsin-sws-positiven Zellen (Tas2r114-exprimierende Zellen) eine 
Unterpopulation der PLC"2-positiven Zellen dar. 

Abb. 4.33. Immunhistochemische Analysen zur Koexpression von Opsin-sws-positiven Zellen mit 
Zelltypmarkern der Geschmacksknospe in Wallpapillen der Tas2r114Opsin sws-Maus. 
Fluoreszenzaufnahmen einer Ebene von Kryoschnitten (14 μm) nach Antikörperfärbung für nucleoside 
triphosphate diphosphohydrolase 2 (NTPDase 2, weiß), Phospholipase C"2 (PLC, weiß) und L-aromatic 
acid decarboxylase (AADC, weiß) und Opsin short wavelength sensitive (sws, grün). Eine zeitgleiche 
Anregung mit Licht der Wellenlänge 633 nm (für Zelltypmarker) und 488 nm (für Opsin sws) belegte, dass 
die Fluoreszenz-gekoppelten Antikörper, die gegen die Spezies der Antikörper für NTPDase 2 und AADC 
gerichtet waren, zu keiner Kolokalisation mit der bei 488 nm anregbaren Fluoreszenz des Opsin sws 
führten. Einzig die Färbung mit dem gegen PLC gerichteten Antikörper bedingte eine Kolokalisation 
beider im Laserscan-Mikroskop detektierten Fluoreszenzen (Pfeil). Maßstab: 20 μm.
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5 Diskussion
5.1 Funktionelle Charakterisierung von Bitterrezeptoren der Maus im Vergleich zu 
humanen Geschmacksrezeptoren
Die Maus (Mus musculus) ist in der Geschmacksforschung ein sehr häufig eingesetztes 
Versuchsmodell. Schnelle Geschlechtsreife und kurze Zuchtzeiten, ein geringer Platzbedarf und 
leichtes Handling machen die Maus zu einem praktikablen Versuchstier. Des Weiteren kann die 
genetische Variabilität durch Inzuchtverpaarungen gering gehalten werden (Hedrich & Bullock, 
2004). Die Möglichkeit der genetischen Manipulation des seit 2002 entschlüsselten Genoms 
bedingten eine weitere Steigerung des Einsatzes der Maus als Versuchstier 
(Bundesministerium für Ernährung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz, www.bmelv.de). 

Da die Maus – wie der Mensch – zu den Säugetieren gehört, wird eine bedingte Übertragbarkeit 
der am Mausmodell gewonnenen Ergebnisse auf den Menschen und umgekehrt angenommen. 
So auch in der Wahrnehmung von Bitterstoffen. Hier lag der Fokus der Deorphanisierung im 
letzten Jahrzehnt auf den Bitterrezeptoren des Menschen, von denen 20 mindestens ein Ligand 
zugewiesen werden konnte (Chandrashekar et al., 2000; Bufe et al., 2002, 2005; Kim et al., 
2003; Behrens et al., 2004, 2009; Kuhn et al., 2004; Pronin et al., 2004, 2007; Sainz et al., 
2007; Dotson et al., 2008; Maehashi et al., 2008; Intelmann et al., 2009; Meyerhof et al., 2010; 
Narukawa et al., 2011). Demgegenüber waren zu Beginn dieser Arbeit nur zwei der 35 Tas2rs 
der Maus hinsichtlich ihrer Agonisten untersucht und in der Literatur beschrieben. Jedoch galt 
zu diesem Zeitpunkt die allgemeine Annahme, dass Bitterrezeptoren der Maus durch die 
gleichen Bitterstoffe wie ihre humanen, orthologen TAS2Rs aktiviert werden (Chandrashekar 
et al., 2000).

Die wenigen bekannten Liganden für die Bitterrezeptoren Tas2r105 und Tas2r108 aus der 
Publikation von Chandrashekar et al. (2000) und die Identifizierung von Cucurbitacin E als 
Liganden des Bitterrezeptors Tas2r114 2007 durch Dr. Peng Shi (zu jenem Zeitpunkt Mitarbeiter 
der Abteilung Molekulare Genetik am DIfE; unveröffentlicht) schienen die Annahme zu 
bestätigten, dass orthologe Rezeptoren von Mensch und Maus durch das gleiche 
Ligandenspektrum aktiviert werden. Genaue Analysen zu dieser Hypothese fehlten jedoch. Um 
diese Aussage zu überprüfen und um eine bessere Grundlage für Verhaltensexperimente mit 
dem Organismus Mus musculus und Bitterstoffen zu erzielen, wurde eine ausführliche 
Untersuchung des Agonistenspektrums von 16 Bitterrezeptoren der Maus vorgenommen. 
Hierfür wurden HEK293T-G!16gust44-Zellen mit Rezeptorplasmiden transient transfiziert und 
in Calcium-Imaging-Experimenten auf ihre Aktivierbarkeit durch chemisch divergente 
Bittersubstanzen analysiert. 

Im Zuge dieser Untersuchungen gelang es für acht der 16 betrachteten Bitterrezeptoren 
Liganden zu identifizieren (vgl. Tab. 4.1), unter ihnen fünf Rezeptoren, die bis dato als orphan 
galten. Allen Rezeptoren war die Aktivierung durch Bitterstoffe gemein. Die acht deorphanen 
Bitterrezeptoren der Maus konnten insgesamt durch 41 % der getesteten Bitterstoffe aktiviert 
werden. Diese Tas2rs umfassten Sensoren für Terpenoide, Alkaloide, Flavonoide und 
Glycoside, die häufig im Pflanzenreich vertreten sind. Rezeptoren wie Tas2r105, Tas2r114 und 
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Tas2r119 scheinen dabei vorrangig an der Vermittlung des Bittergeschmacks von Terpenoiden 
beteiligt zu sein, während unter den Liganden von Tas2r108, Tas2r140 und Tas2r144 häufig 
Alkaloide zu finden waren (Substanzklasseneinteilung siehe Anhang). 

Insbesondere Tas2r105 und Tas2r144 zeichneten sich mit der Erkennung von zusammen 39 
der 114 (34  %) getesteten Bitterstoffe durch ein sehr breites Agonistenspektrum aus (vgl. 
Abb. 4.4).

Tas2r105-transfizierte Zellen konnten dabei nicht nur allein durch 25  % der getesteten 
Substanzen aktiviert werden, sondern bewirkten mit Ausnahme von Yohimbin auch eine 
tendenziell stärkere Ca2+-Ausschüttung bei identischen Liganden im Vergleich zu Tas2r144-
transfizierten Zellen. Dementsprechend scheint Tas2r105 unter den 16 betrachteten 
Bitterrezeptoren eine gewichtige Funktion in Wahrnehmung von Bitterstoffen bei der Maus 
einzunehmen.

Die Beobachtung eines großen Ligandenspektrums für Tas2r105 stand dabei im klaren 
Widerspruch zu Publikationen von Chandrashakar et al. (2000) und Sainz et al. (2007). Erstere 
testeten 55 Substanzen inklusive Zucker, Süßungsmittel, Aminosäuren und 24 Bitterstoffe, auf 
die Aktivierung von Tas2r105. Hierbei wurde einzig für Cycloheximid eine Aktivierung des 
Rezeptors beschrieben. Von den von Chandrashekar getesteten 24 Bitterstoffen kamen 19 
auch im Zuge unserer Experimente zum Einsatz. Die hier eingesetzten Konzentrationen lagen 
mit Ausnahme von der für Salicin deutlich unter den von Chandrashekar verwendeten. Dennoch 
konnten wir neben Cycloheximid aus jener Auswahl weiterhin eine Aktivierung des Rezeptors 
durch Denatoniumbenzoat, PROP, Chinin und Yohimbin feststellen (vgl. Tab. 4.2. und Abb. 4.4). 

Der Geschmacksstoff Cycloheximid wird von Mäusen als extrem bitter wahrgenommen 
(Chandrashekar et al., 2000; Kusano et al., 1971; Lush & Holland, 1988). Bereits 
Konzentrationen von ~  0,25 µM bzw. 2 µM können von Schmecker-Stämmen bzw. Nicht-
Schmecker-Stämmen wahrgenommen werden (Kusano et al., 1971; Lush & Holland, 1988). 
Chandrashekar beschrieb für den von ihm angewandten, zellbasierten Assay für Tas2r105 
einen EC50-Wert von 0,5 µM und eine Detektionsgrenze von ~  0,2  µM. Im Zuge unserer 
Experimente konnte ein vergleichbarer EC50-Wert von 0,25 ± 0,23 µM und eine 
Detektionsgrenze von 0,01 µM erfasst werden. Die Detektion der Aktivierung von Tas2r105-
transfizierten Zellen bei deutlich niedrigeren Konzentrationen als in der Publikation von 
Chandrashekar beschrieben, bekräftigt die höhere Sensitivität des hier verwendeten 
Verfahrens.

Nach gegenwärtiger Datenlage führt Cycloheximid einzig zur Aktivierung des Bitterrezeptors 
Tas2r105. Der Knockout dieses Rezeptors sollte folglich zum Verlust der Wahrnehmung dieses 
Carbonsäureimids führen. Eine Tas2r105-Knockout-Maus, die 2005 von Mueller und    
Kollegen/innen publiziert wurde, zeigte in der Tat einen fast vollständigen Verlust der 
Cycloheximiddetektion. Einzig Gaben im mM-Bereich führten zu aversivem Verhalten. Die 
Wahrnehmung solch hoher Konzentrationen Cycloheximids könnte einerseits durch eine Tas2r-
vermittelte Rezeption eines Rezeptors, der ein im mM-Bereich gelegenes Aktivierungsspektrum 
aufweist, durch postingestive Effekte oder durch direkte intrazelluläre Beeinflussung bedingt 
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sein (siehe unten). Lickometerexperimente belegten, dass der Knockout von Tas2r105 keine 
Unterschiede in der Rezeption zahlreicher Bitterstoffe im Vergleich zu Wildtyp-Tieren nach sich 
zog (Mueller et al., 2005). 

Auch in unserem HEK293T-basierten Assay konnte für eine Vielzahl dieser getesteten Stoffe, 
unter ihnen die Substanzen Atropin, Brucin, Chloroquin, Colchicin, Papaverin, Spartein, 
Strychnin und Theophyllin, keine Aktivierung des Bitterrezeptors Tas2r105 beobachtet werden 
(Tab. 4.1 und Abb. 4.4). Abweichend hiervon wurden Chinin, Denatonium und PROP in den von 
uns durchgeführten Calcium-Imaging-Experimenten als Agonisten von Tas2r105 identifiziert, 
während die Tas2r105-Knockout-Tiere eine Ablehnung im nahezu identischen 
Konzentrationsbereich wie die Wildtyp-Tiere zeigten. Dass der Verlust von Tas2r105 keine 
veränderte Wahrnehmung der drei Bittersubstanzen zur Folge hatte, könnte kompensatorisch 
wirkenden Bitterrezeptoren geschuldet sein. So führen Denatonium und PROP unter den bisher 
analysierten Tas2rs zur Aktivierung zweier weiterer Rezeptoren, während Chinin über drei 
zusätzliche Rezeptoren wahrgenommen werden kann. Auch nicht rezeptorvermittelte 
Signalwege wären eine mögliche Erklärung für den von Mueller beobachteten Phänotyp. So 
können Geschmackseindrücke von Bitterstoffen auch Rezeptor-unabhängigen Signalwegen 
geschuldet sein. 1994 beschrieben Naim et al. die direkte Aktivierung von G-Proteinen wie 
Transducin und Gi/Go-Proteine durch amphiphile Süß- und Bitterstoffe, bspw. Chinin. Weiterhin 
wurde für Chinin eine inhibitorische Wirkung auf K+-Kanäle und Einflüsse auf den zellulären 
Ionentransport durch Blockierung der Na+/K+-ATPase, des Na+/K+/2Cl−-Kotransporters und des 
Na+/H+-Austauschers berichtet (Smith & Levison, 1989). Aber auch inhibitorische Effekte auf K+-
Kanäle sowie die Blockierung von Na+-Transportern und Na+-Kanälen wurden für verschiedene 
Geschmacksstoffe beschrieben (Spielman et al., 1992; Lindemann, 1996).

Auch hinsichtlich des von mir ermittelten Ligandenspektrums des Bitterrezeptors Tas2r108 
wurden Abweichungen zu publizierten Daten festgestellt (vgl. Tab. 4.1. und Abb. 4.3). Während 
Chandrashekar und Kollegen/innen eine Aktivierung durch Denatoniumbenzoat und hohe 
Konzentrationen von PROP berichteten, konnte mit unserem Nachweissystem nur die 
Aktivierung des Rezeptors mit PROP belegt werden. Weiterhin konnten aus der Auswahl, der 
von Chandrashekar getesteten Substanzen, ebenfalls Chinin und Yohimbin als Liganden von 
Tas2r108 identifiziert werden.

Hierbei ist anzumerken, dass beide Arbeitsgruppen voneinander abweichenden Messsysteme 
nutzten. Während Chandrashekar Einzelzell-Calcium-Imaging-Experimente durchführte, wurden 
in unserem Fall Zellantworten von einer Vielzahl an Zellen im 96-Loch-Format im FLIPR erfasst. 
Auch variierten die Messsysteme hinsichtlich des verwendeten G-Proteins. So nutzte 
Chandrashekar HEK-Zellen, die dass G-Protein G!15 exprimierten, während die von uns 
genutzten Zellen die G-Protein-Chimäre G!16gust44 exprimierten.

Eine von mir durchgeführte Kotransfektion des Rezeptors Tas2r108 mit G!15 bestätigte die 
Beobachtungen von Chandrashekar, dass die von ihm beschriebene Aktivierung G!15-
abhängig ist und dass Denatoniumbenzoat bei Anwesenheit dieses G-Proteins Tas2r108 
aktiviert.
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Folglich könnten auch die zuvor erwähnten Unterschiede, die für die Aktivierung von Tas2r105 
und Tas2r108 beobachtet wurden, auf eine andere Kopplungseffizienz des G-Proteins G!15 im 
Vergleich zur hier verwendeten G-Protein-Chimäre G!16gust44 mit dem Rezeptor 
zurückzuführen sein. In In-vitro-Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass das 
verwendete G-Protein einen Einfluss auf das Ligandenspektrum und die Pharmakologie eines 
Rezeptors haben kann (Kostenis et al., 2005; Shirokova et al., 2005). Funktionelle Analysen von 
Rezeptoren sollten daher unter der nativen Zellsituation möglichst nahe kommenden 
Konditionen erfolgen (Kenakin, 2002). 

Eine andere Möglichkeit für die beobachteten Sensitivitätsunterschiede könnte eine variierende 
Effizienz des Transportes der Rezeptorproteine zur Plasmamembran in HEK293T-Zellen sein. 
Zahlreiche Studien zeigen, dass GPCRs Chaperone benötigen, um ihre Prozessierung und 
Zielsteuerung zu gewährleisten (Baker et al., 1994; Dwyer et al., 1998; Krautwurst et al., 1998). 
Um die Effizienz des Transportes zur Plasmamembran zu erhöhen, wurden von der 
Arbeitsgruppe um Charles Zuker Rho-Tags eingesetzt, die die ersten 39 Aminosäuren des 
bovinen Rho kodierten, während hier ein Zielsteuerungsmotiv aus den 45 N-terminalen 
Aminosäuren des Somatostatinrezeptors Subtyp 3 der Ratte verwendet wurde. 

Basierend auf der oben erwähnten Identifizierung der ersten Liganden für zwei Bitterrezeptoren 
der Maus postulierte Chandrashekar, dass murine Bitterrezeptoren durch die gleichen Liganden 
wie ihre humanen Verwandten aktiviert werden (Chandrashekar et al., 2000).

Ein Vergleich der identifizierten Liganden der acht deorphanen Bitterrezeptoren der Maus mit 
den bekannten Aktivatoren der humanen TAS2Rs offenbarte jedoch, dass nur in 10 % der Fälle 
eine Aktivierung der Bitterrezeptoren beider Spezies durch denselben Bitterstoff auftrat (vgl. 
Tab. 4.2). 

Im Zuge dieser Analysen wurden unter anderem auch fünf Eins-zu-eins-Orthologe-Beziehungen 
betrachtet, unter ihnen die murinen Bitterrezeptoren Tas2r108, Tas2r119, Tas2r131, Tas2r138 
und Tas2r144. Bei Untersuchung der Aktivierung dieser Rezeptoren und ihrer humanen 
Verwandten konnte, mit Ausnahme des weiterhin orphanen Rezeptors Tas2r131, nur eine 
Deckungsgleichheit zwischen 9 % und 20 % beobachtet werden.

Die statistische Überprüfung, ob die Aktivierung von Bitterrezeptoren der Maus abhängig von 
der Aktivierung der humanen Rezeptoren erfolgte, wurde mittels Chi-Quadrat-Vierfeldertest 
verifiziert. Der Chi-Quadrat-Vierfeldertest erlaubt die Prüfung, ob zwei dichotome Merkmale 
(Aktivierung und keine Aktivierung eines Rezeptors) stochastisch unabhängig sind oder ob die 
Verteilung dieses Merkmals in zwei Gruppen (orthologe Rezeptoren von Maus und Mensch) 
identisch ist. Bei der Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 ergibt sich ein 
kritischer Entscheidungswert für Chi-Quadrat von 3,841. Da die erhaltenen Prüfwerte für alle 
aktivierbaren Bitterrezeptoren der Maus im Vergleich zu ihren orthologen, humanen Rezeptoren 
größer waren, als der kritische Wert zum gewählten Signifikanzniveau, besteht zwischen der 
Aktivierung der Bitterrezeptoren beider Spezies ein signifikanter Unterschied. Folglich tritt die 
beobachtete Aktivierung von Bitterrezeptoren der Maus unabhängig von der Aktivierung der 
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humanen Bitterrezeptoren auf. Die Aussage, dass Mausrezeptoren durch dieselben Bitterstoffe 
wie ihre humanen, orthologen Rezeptoren aktiviert werden, ist daher nicht haltbar. 

Bspw. werden PROP und PTC nach heutiger Datenlage beim Menschen ausschließlich über 
TAS2R38 erkannt (Meyerhof et al., 2010). Für den Eins-zu-eins-orthologen Mausrezeptor 
Tas2r138 konnte jedoch für keine der beiden Substanzen eine Aktivierung aufgezeigt werden 
(vgl. Abb. 4.5). PROP führte allerdings zur Aktivierung von Tas2r105, Tas2r108 und Tas2r120 
(vgl. Tab. 4.1). Demgegenüber war 5-Propyl-2-thiouracil, dass nur durch die Stellung der 
Propylgruppe von PROP abweicht, in der Lage, eine Ca2+-Ausschüttung durch Interaktion mit 
Tas2r138 im Zellassay herbeizuführen. Eine Aktivierung der murinen Rezeptoren, die mit 
PROP interagierten, wurde allerdings für diese Substanz nicht beobachtet (vgl. Tab. 4.1).

Ein anderes Beispiel ist Amarogentin. Amarogentin aktiviert die humanen Rezeptoren TAS2R1, 
TAS2R4, TAS2R39, TAS2R43, TAS2R46, TAS2R30 und TAS2R50. Bei der Maus konnte die 
Aktivierung von Tas2r105, Tas2r108 und Tas2r140 durch das Terpenoid nachgewiesen werden 
(vgl. Tab. 4.1). Folglich wird der Bitterstoff von beiden Spezies detektiert, jedoch erfolgt die 
Vermittlung des Bittergeschmacks, mit Ausnahme der Orthologen TAS2R4 und Tas2r108, 
jeweils über nicht-orthologe Rezeptoren. So werden beim Menschen vier Rezeptoren aus dem 
humanen Cluster durch Amarogentin aktiviert, jedoch führte die Substanz weder bei Tas2r120 
noch bei Tas2r136 – den homologen Mausrezeptoren – zu einer Stimulation. Umgekehrt wird 
die Bitterkeit von Amarogentin bei der Maus nach heutigem Kenntnisstand vorrangig über 
Tas2r105 vermittelt. Dessen einziger humaner Orthologe TAS2R10 zeigte jedoch keine 
Aktivierung durch diesen Bitterstoff (vgl. Abb. 4.3).

Auch das Alkaloid Noscapin führte zur Aktivierung von humanen und murinen Bitterrezeptoren. 
Während im Menschen Noscapin einzig zur Aktivierung von TAS2R14 führte, konnte bisher das 
Alkaloid als Agonist für Tas2r108 in der Maus identifiziert werden. Eine orthologe Beziehung 
zwischen jenen Rezeptoren besteht nicht. Gleiches gilt für die Schwefelverbindung PEITC, die 
TAS2R38 und Tas2r105 aktiviert. 

Phenyl-"-D-Glucose und strukturell verwandte Glycoside wie Salicin, Helicin und Arbutin, die 
beim Menschen zur Aktivierung von TAS2R16 führen, aktivierten – in Übereinstimmung mit den 
experimentellen Daten von Mueller et al. (2005) – keinen der 16 analysierten Bitterrezeptoren. 

Weiterhin wurde postuliert, dass Cluster, die aus Duplikationen einzelner Rezeptoren in einer 
Spezies während der Evolution hervorgegangen sind, das gleiche Ligandenspektrum abdecken 
wie der singuläre, orthologe Rezeptor einer anderen Spezies (Meyerhof et al., 2010). Auch 
diese Hypothese kann entsprechend der hier vorliegenden Daten nicht bestätigt werden. 

Die Betrachtungen des humanen und der murinen Cluster offenbarten die größten 
Abweichungen zwischen den Spezies. Die Prüfung der Aktivierbarkeit der zwei Mausrezeptoren 
Tas2r120 und Tas2r136, die acht humanen Rezeptoren ortholog sind, zeigte nur eine 
übereinstimmende Aktivierung durch zwei Substanzen für Tas2r120 und keine Aktivierbarkeit 
von Tas2r136, während durchschnittlich 46 Substanzen nur das humane Cluster aktivierten. Die 
Annahme, dass Tas2r120 und Tas2r136 das Ligandenspektrum des humanen Clusters 
abdecken, ist folglich nicht haltbar. 
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Die analysierten Bitterrezeptoren der Mauscluster eins und zwei wurden demgegenüber nur in 
19 % bis 39 % bzw. 0 % bis 8 % der Fälle durch die gleichen Bitterstoffe wie die humanen, 
orthologen TAS2R10 bzw. TAS2R14 aktiviert. 

Tas2r114 ist höchstwahrscheinlich der direkte Vorfahr, aus dem sich das Cluster eins in der 
Maus durch Duplikation entwickelt hat (Conte et al., 2003). Dabei war auffällig, dass Tas2r114 
der einzige Rezeptor war, dessen Agonisten alle den humanen, orthologen Rezeptor TAS2R10 
aktivierten. Jedoch aktivierten 25 % der analysierten Substanzen TAS2R10, jedoch nicht den 
Mausrezeptor Tas2r114. Für das Mauscluster um TAS2R14 konnte eine solche 
Deckungsgleichheit nicht geprüft werden, da der unmittelbare Orthologe Tas2r125 nicht in der 
vorliegenden Untersuchung betrachtet wurde. Des Weiteren konnten nur für einen der vier aus 
diesem Cluster betrachteten Mausrezeptoren überhaupt Liganden identifiziert werden. Von den 
sechs aufgedeckten Aktivatoren konnte jedoch nur bei drei von ihnen auch eine Aktivierung von 
TAS2R14 beobachtet werden.

Es kann somit festgehalten werden, dass die aus jenen Clustern aktivierten Rezeptoren der 
Maus nach heutigem Kenntnisstand spezifischer als ihre direkten humanen Verwandten 
agieren.

Darüber hinaus wird aus diesen Analysen ersichtlich, dass Bitterrezeptoren der Maus zumeist 
durch deutlich weniger Bitterstoffe aktiviert werden als die humanen. Im Durchschnitt aktivierten 
20 der 114 betrachteten Substanzen einen humanen Rezeptor, während für die orphanen 
Mausrezeptoren durchschnittlich nur 10 Liganden identifiziert wurden. Auch führten 37 
Substanzen ausschließlich zur Aktivierung der humanen Rezeptoren, jedoch zu keiner 
Aktivierung von einem der 16 untersuchten murinen Bitterrezeptoren. 

Die variierende Sensitivitäten der Bitterrezeptoren der Spezies spiegeln sich auch in der 
unterschiedlichen Wahrnehmung einiger Bitterstoffe wider. So lehnen bspw. Mäuse 
Chloramphenicollösungen von 1 mM nicht ab, während diese für den Menschen bereits extrem 
bitter sind (Lush, 1991). Auch Denatoniumbenzoat wird von Mäusen nur so bitter wie Chinin 
empfunden, während Denatonium nach heutigem Kenntnisstand für den Menschen die bitterste 
synthetische Verbindung ist (Lush, 1991). Auch liegen Unterschiede in der Wahrnehmung von 
PTC und PROP zwischen beiden Spezies vor. Während die Bitterkeit dieser beiden 
Verbindungen beim Menschen an den Genotyp des Bitterrezeptors TAS2R38 gebunden ist, 
erfolgt bei der Maus die Vermittlung beider Substanzen unabhängig voneinander, was die 
Aktivierung von unterschiedlichen Rezeptoren durch jene Bitterstoffe vermuten lässt (Guo & 
Reed, 2001; Nelson et!al., 2003).

Diese Unterschiede könnten auf eine geringere Konservierung der Sequenz der 
Bitterrezeptorproteine bei Mensch und Maus zurückzuführen sein (Conte et al., 2003). Folglich 
scheint es mehr Rezeptoren in der Maus zu bedürfen, um die Diversität an Bitterstoffen in der 
Natur wahrzunehmen und die Aufnahme von potentiell toxischen Stoffen zu unterbinden bzw. 
zu reduzieren. Dies korreliert mit der Sachverhalt, dass die Maus ein etwa 40 % größeres 
Rezeptorrepertoire besitzt als der Mensch.
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Die Variation der TAS2-Rezeptoren zwischen den Spezies könnte die Anpassung an individuelle 
Lebensräume, basierend auf Genduplikationen und Bildung von Pseudogenen, widerspiegeln 
(Behrens et al., 2004). Die Wahl der Nahrung und die Veränderungen in der 
Nahrungszubereitung könnten hierbei direkten Einfluss auf die Evolution der Tas2r-Proteine 
genommen haben (Harris, 1992; Leonard, 2002; Milton, 2003). Für den Menschen dürfte 
insbesondere die Nutzung des Feuers vor 800.000 Jahren (Goren-Inbar et al., 2004) und der 
damit verbundene reduzierte Konsum pflanzlicher Lebensmittel, einhergehend mit einem 
gesteigerten Verzehr von Fleisch, die Reduktion der TAS2Rs bedingt haben, da tierisches 
Gewebe weniger bittere und toxische Komponenten enthält als pflanzliches (Glendinning, 
1994).

Dass am Ende von den 16 untersuchten Bitterrezeptoren acht orphan blieben, ist daher sehr 
wahrscheinlich auf das enge Aktivierungsspektrum der murinen Bitterrezeptoren 
zurückzuführen. Auch wäre denkbar, dass sich die Bindung bzw. die Kopplungseffizienz dieser 
Rezeptoren an das G-Protein von den deorphanisierten Tas2rs unterscheidet. 

Eine andere Erklärung für die nicht gelungene Deorphanisierung der Rezeptoren Tas2r102, 
Tas2r103, Tas2r109, Tas2r115, Tas2r118, Tas2r131, Tas2r136 und Tas2r143 könnten 
Variationen in der Expression der Rezeptoren in HEK293T-Zellen sein. Für Tas2r103, Tas2r131 
und Tas2r136 kann dieser Punkt nicht unberücksichtigt gelassen werden, da nur vereinzelte, mit 
diesen Plasmiden transfizierte Zellen, eine HSV-Expression aufzeigten (vgl. Abb. 4.1). Für 
andere weiterhin orphane Rezeptoren, insbesondere Tas2r115, Tas2r118 und Tas2r143 gilt 
dieses Argument nicht. Auch konnte mit den Rezeptorplasmiden Tas2r105 und Tas2r114 gezeigt 
werden, dass auch bei gering exprimierten Rezeptoren Aktivierungen durch spezifische 
Bitterstoffe erfasst werden können (vgl. Tab. 4.1). Demzufolge wird eine direkte Beziehung 
zwischen Expression und Aktivierbarkeit für unwahrscheinlich gehalten.

Des Weiteren könnte diese Beobachtung auf verschiedene Genvarianten der Tas2rs innerhalb 
der Spezies zurückzuführen sein. So ist für die Maus seit mehr als 40 Jahren beschrieben, dass 
verschiedene Inzuchtstämme Bitterstoffe mit unterschiedlicher Sensitivität wahrnehmen. Zu 
diesen Bitterstoffen zählen bspw. Sucroseoctaacetat (SOA; Warren & Lewis, 1970; Whitney & 
Harder, 1986, 1994; Boughter Jr. & Whitney, 1997; Capeless et al., 1992), 
Raffinoseundecaacetat, Cycloheximid, Kupferglycinat und Chinin (Lush, 1984, 1986; Lush & 
Holland, 1988). Die Analyse einer Nicht-Schmecker-Rezeptorvariante würde daher eine 
mögliche Erklärung für die ausgebliebene Aktivierung oder die Notwendigkeit des Einsatzes 
höherer Konzentrationen, die nicht mit dem Messsystem vereinbar sind, darstellen. Der hohe 
Anteil an orphanen Rezeptoren macht diese Vermutung jedoch ebenfalls nicht sehr 
wahrscheinlich. 

Es kann nicht vollständig ausgeschlossen werden, dass sich unter den 114 getesteten 
Substanzen nicht-identifizierte Liganden für die 16 betrachteten Bitterrezeptoren der Maus 
befanden, da den verwendeten Konzentrationen an Bitterstoffen hinsichtlich der Löslichkeit und 
Toxizität für die Zellen Grenzen gesetzt waren. Ob eine Aktivierung durch solch 
hochkonzentrierte Bitterlösungen jedoch physiologisch relevant ist und die natürlichen 
Gegebenheiten widerspiegelt, wird bezweifelt.
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Für die Identifizierung weiterer Liganden und Deorphanisierung weiterer Rezeptoren wird es 
daher weitere Untersuchungen mit anderen Bittersubstanzen bedürften. 

Neben Unterschieden im Agonistenspektrum zeigten die Experimente weiterhin, dass 
Bitterrezeptoren der Maus in der Breite ihres Ligandenspektrums variierten. Während einzelne 
Rezeptoren nur durch einige wenige Bitterstoffe aktiviert wurden, reagierten andere auf 
zahlreiche Bitterstoffe. Eine solche Variation des Ligandenspektrums wurde zuvor auch für die 
humanen Bitterrezeptoren beschrieben (Meyerhof et al., 2010). Dabei ergaben sich nicht nur 
Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der Liganden einzelner Rezeptoren, auch führten einzelne 
Bitterstoffe zur Aktivierung mehrerer Rezeptoren. So stimulierten 25 % der Bitterstoffe zwei 
Rezeptoren, sechs Substanzen drei Rezeptoren und zwei natürliche Bitterstoffe (Chinin und 
Yohimbin) vier der betrachteten Bitterrezeptoren der Maus (vgl. Tab. 4.1).

Für Chinin wurde bereits in den 90er Jahren eine solche Mehrfachaktivierung von 
Bitterrezeptoren postuliert. Schon früh wurde beschrieben, dass Chinin von Mausstämmen 
unterschiedlich intensiv wahrgenommen wird. (Lush, 1984; Bachmanov et al., 1996; Nelson 
et al., 2005). Diese Sensitivitätsunterschiede sollten polygenetische Variationen geschuldet sein 
(Boughter Jr. et al., 1992). Clusteranalysen von DBA/2J- und C57BL/6-Tieren, die Chinin 
unterschiedlich intensiv  schmecken, zeigten, dass Tas-Gene zwischen den Markergenen 
D6Mit61 und D6Mit374 auf Chromosom sechs für diese Unterschiede in der Chinindetektion 
verantwortlich sein könnten (Nelson et  al., 2005). Innerhalb dieses Genabschnitts liegen die 
zwei Bitterrezeptoren Tas2r105 und Tas2r140, die von uns in Calcium-Imaging-Experimenten 
positiv  auf die Aktivierung durch Chinin getestet wurden. Beiden Rezeptoren ist gemein, dass 
sie im DBA-Mausstamm missense-Mutationen aufweisen, die die Wahrnehmung des 
Bitterstoffes beeinflussen könnten. Die Gene Tas2r108 und Tas2r144, deren Proteine ebenfalls 
durch Chinin aktiviert wurden, liegen hingegen weit ausserhalb dieser Region auf Chromosom 
sechs. Ein Indiz, dass Tas2r105 und Tas2r140 daher vorrangig an der Vermittlung des 
Bitterstoffes beteiligt sind, war jedoch nicht erkennbar, da für alle identifizierten Rezeptoren eine 
vergleichbare Ca2+-Ausschüttung erfasst wurde. Jedoch belegen unsere Daten die 
Wahrnehmung von Chinin durch mehrere Tas2rs, wie zuvor von Boughter postuliert (Boughter 
Jr. et al., 1992).

Die simultane Aktivierung mehrerer Tas2rs durch einen Geschmacksstoff könnte die 
Wahrnehmung dieses Stoffes über einen größeren Konzentrationsbereich ermöglichen 
(Meyerhof et al., 2010). Würden mit zunehmender Bitterkeit mehr Tas2rs aktiviert werden, wäre 
dies eine mögliche Erklärung wie ein Organismus bestimmt, welche Konzentration eines 
Bitterstoffes er toleriert und welche er ablehnt, da eine Aktivierung mehrerer Bitterrezeptoren 
eine Verstärkung der zellulären Antworten bewirken könnten, was einen intensiveren 
Bittereindruck zur Folge hätte, der vor dem Konsum toxischer Lebensmittel warnt. 

Der überwiegende Anteil (57 %) der zur Aktivierung von Tas2rs führenden Bitterstoffe bedingte 
jedoch nur die Aktivierung eines einzelnen Rezeptors. Vergleichbare Zahlen (50 %) wurden 
zuvor auch für die humanen Bitterrezeptoren berichtet (Meyerhof et al., 2010).
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Darüber hinaus wird seit langem diskutiert, ob die Bitterkeit eines Geschmacksstoffs mit seiner 
Toxizität korreliert. Der Beweis eines solchen direkten Zusammenhangs steht jedoch bis heute 
aus (Glendinning, 1994). Unter meinen Ergebnissen ließen sich verschiedene Beispiele für eine 
solche Korrelation finden. 

So konnte für das Alkaloid Strychnin, welches in den Samen der Gewöhnlichen Brechnuss 
(Strychnuos nux vomica) vorkommt und bereits in geringen Mengen zu Muskelstarre führt, 
indem es am Rezeptor des inhibitorischen Neurotransmitters Glycin angreift (Zarbin et al., 

1981), aus den 16 getesteten Tas2rs für einen der Rezeptoren, dem Tas2r140, eine Aktivierung 
aufgezeigt werden (vgl. Tab. 4.1). Eine Aktivierung desselben oder eines anderen Rezeptors 
durch das strukturell sehr ähnliche Brucin, das natürlicherweise ebenfalls in der Brechnuss 
vorkommt und einen 75-fachen geringeren oralen LD50-Wert (Chem ID plus;                        
http://toxnet.nlm.nih.gov) aufweist, konnte jedoch nicht beobachtet werden. Zwar kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass Brucin in höheren Konzentrationen eine solche Aktivierung 
hervorruft, jedoch wurde bereits beschrieben, dass die Wahrnehmung von Brucin an das 
Schmecken von SOA gekoppelt ist, welches zahlreiche Mausstämme nicht schmecken 
(Whitney  & Harder, 1994; Boughter Jr. & Whitney, 1997). Die Beobachtung, dass die Maus eher 
Strychnin als Brucin wahrnimmt, korreliert demzufolge gut mit der Toxizität der Substanzen. 

Auch konnten von den sieben toxischsten Verbindungen in unserem Screening, für die bei der 
Maus LD50-Werte bekannt sind (Emetin, PROP, Strychnin, Nicotin, Cucurbitacin D & I, 
Colchicin, Picrotoxinin; LD50-Werte zwischen 0,015 mg/kg KG und 8,98 mg/kg KG; vgl. Tab. 8.1; 
Chem ID plus; http://toxnet.nlm.nih.gov), sechs unter den 16 getesteten Bitterrezeptoren 
mindestens ein GPCR zugeordnet werden, der den Bittergeschmack dieser Stoffe vermittelt. 
Von Bitterstoffen, die hingegen als nicht-toxisch eingestuft wurden oder einen EC50-Wert 
> 3000 mg/kg KG aufwiesen, wurde keiner der getesteten Tas2rs aktiviert. 

Demgegenüber gab es auch Beispiele, die einen solchen Zusammenhang widersprachen. So 
konnten die beiden Sesquiterpenlactone Picrotoxinin und Picrotin, die sich strukturell nur durch 
eine Hydroxylgruppe unterscheiden, jedoch stark in ihrer Toxizität variieren, kein 
Zusammenhang zwischen Aktivierbarkeit von Bitterrezeptoren und Toxizität festgestellt werden. 
Picrotin ist mit einem LD50-Wert (i.p.) von 135 mg/kg KG für die Maus 15-mal weniger toxisch 
als Picrotoxinin (Chem ID plus; http://toxnet.nlm.nih.gov). Beide Substanzen werden nach 
bisherigem Kenntnisstand über die Bitterrezeptoren Tas2r105 und Tas2r114 wahrgenommen 
(vgl. Tab. 4.1). Eine Korrelation zwischen Signalamplitude und Toxizität konnte allerdings bei 
beiden Rezeptoren nicht beobachtet werden (vgl. Abb. 4.3 und 4.4). Auch führte Picrotin bei 
Tas2r114-transfizierten Zellen bereits bei einer Konzentration von 1  mM zu einer                 
Ca2+-Ausschüttung, während für Picrotoxinin 3 mM für eine Aktivierung benötigt wurden (vgl. 
Abb. 4.2).

Folglich kann auch in der vorliegenden Arbeit keine eindeutig Aussage über die Korrelation von 
Bitterkeit und Toxizität entsprechend dieser Daten getroffen werden.
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Die Kenntnisse über Spezifität und Affinität von verschiedenen Bitterstoffen und ihrer 
Rezeptoren steigern das Verständnis wie Bittersubstanzen wahrgenommen und diskriminiert 
werden. Auch hilft die Identifizierung der Bitterrezeptoragonisten physiologische Funktionen, 
bspw. auch in nicht-gustatorischen Geweben, besser zu verstehen. 

Das Auffinden von Bitterrezeptoren im Gastrointestinaltrakt (Rozengurt, 2006; Wu et al., 2002, 
2005; Wu et al., 2002) beflügelte die Hypothese, dass Tas2rs im Darm die Stimulation von 
lokalen Hormonen beeinflussen, um so Bitterstoffe, die die erste Kontrolle (Zunge und 
Mundhöhle) passiert haben, an ihrer Absorption zu hindern bzw. eine beschleunigte 
Ausscheidung der Stoffe aus dem Körper zu gewährleisten (Jeon et al., 2008; Janssen et al., 
2011; Glendinning et al., 2008). Inzwischen konnte bestätigt werden, dass es Hormone (bspw. 
Progesteron) und Gallensäuren (bspw. Taurocholsäure) gibt, die zur Aktivierung von Tas2rs 
führen (vgl. Tab. 4.2) und so zur Regulation physiologischer Prozesse beitragen könnten. 

Weiterhin ermöglicht die Darlegung der orthologen Beziehungen zwischen Mensch und Maus 
und die Identifizierung der Liganden der TAS2-Rezeptoren beider Spezies ein besseres 
Verständnis für die Interpretation und Übertragung von Daten aus Tierexperimenten auf den 
Menschen.

Die im Vergleich zu menschlichen Rezeptoren spezifischen Tas2rs der Maus machen deutlich, 
dass die vermutete Übertragbarkeit von bekannten Liganden der humanen Bitterrezeptoren auf 
die orthologen Rezeptoren der Maus nicht möglich ist. Auch scheint ein Cluster von 
Bitterrezeptoren in einer Spezies nicht das Ligandenspektrum einzelner orthologer Rezeptoren 
in einer anderen Spezies widerzuspiegeln. 

Ob ein Tas2r durch einen Bitterstoff aktiviert wird oder nicht, kann folglich nur durch individuelle 
Prüfung auf Aktivierung einwandfrei festgestellt werden.
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5.2 Erzeugung und Charakterisierung von genetisch veränderten 
Mausmodellen mit lichtsensitivem Geschmackssystem
Der Verzehr von Nahrungsmitteln führt zur Aktivierung komplexer neuronaler Schaltkreise. Die 
Analyse solch komplexer neuronaler Schaltkreise ist schwierig, da Neuronen innerhalb des 
Gefüges nur schwer eine Funktion zugeordnet werden kann. Eine früh angewandte Methode 
zur Untersuchung solch neuronaler Aktivitäten ist die elektronische Stimulation von 
Gehirnregionen. Verfahren wie diese haben den Nachteil, dass sie nur eine geringe räumlichen 
Auflösung bieten, unspezifische Neuronentypen aktivieren und mechanische Schädigungen des 
Gewebes hervorrufen. 

Eine neue Herangehensweise zur gezielten Initiation neuronaler Prozesse, unter Umgehung 
dieser Probleme, ist die Nutzung von Licht (Callaway, 2005; Callaway & Yuste, 2002; Kramer 
et al., 2009). Die Stimulation neuronaler Prozesse mit Licht, bietet die Möglichkeit einer nicht-
invasiven Methode, die eine hohe zeitliche und räumliche Auflösung gewährt. Hierbei kamen in 
den letzten Jahren vorrangig zwei Verfahren zum Einsatz. Eins davon ist die Verwendung von 
Neurotransmittern, die sich durch eine photolabile, schützende Gruppe auszeichnen, die sich 
bei Exposition mit Licht ablöst, sogenannte caged-Neurotransmitter (Lester & Nerbonne, 1982). 
Zurück bleibt eine bioaktive Verbindung, zumeist Glutamat (Wieboldt et al., 1994; Dalva, 1994; 
Schubert et al., 2001). Bedingt durch die Tatsache, dass verschiedene Neuronentypen im 
Gehirn von Säugetieren zumeist durch identische Neurotransmitter stimuliert werden, wird mit 
dieser Methode jedoch keine selektive Aktivierung von Neuronen in dem beleuchteten Hirnareal 
erzielt. 

Das zweite Verfahren beruht auf der genetischen Einbringung von lichtaktivierbaren Sensoren 
in kultivierte Zellen und Organismen. Hierfür wurden zumeist Kanalrhodopsine 
(Channelrhodopsin, ChR), lichtsensitive Ionenkanäle der Grünalgen Chlamydomonas oder 
Volvox (Nagel et al., 2002, 2003, 2005; Feldbauer et al., 2009; Zhang et al., 2008), oder 
vereinzelt von Lichtenergie getriebene Chlorid- bzw. Protonenpumpen der Archeabakterien, das 
sogenannte Halo- bzw. Bakteriorhodopsin (Zhang et al., 2007; Hayashi et al., 2003), verwendet. 
In sehr seltenen Fällen kamen lichtsensitive Proteine des visuellen Systems von Invertebraten 
und Vertebraten (Rho, Opsin sws und mws) zum Einsatz. 

Experimente mit dem Opsin sws der Drosophila verdeutlichten, dass es für die Aktivierung 
dieses Opsins nicht nur des Proteins des Photorezeptors, sondern weiterer Gene, die für 
Proteine der Sehkaskade kodierten, unter ihnen Arrestin und die !-Untereinheit eines              
G-Proteins, bedurfte (Zemelman et al., 2002), um in Oozyten und Rattenneuronen des 
Hippocampus eine Aktivierung des Opsin sws durch Licht herbeizuführen. 

Im Gegensatz dazu konnte in Neurone von Wirbeltieren eingebrachtes Rho über endogene 
Signalproteine native Ionenkanäle regulieren (Li et al., 2005). Die beobachteten 
Nervenantworten traten jedoch zögerlich auf, waren nur von marginalem Umfang und variierten 
in der nervalen Antwort in Abhängigkeit vom neuronalen Zelltyp und dessen 
Ionenkanalausstattung. Ähnliche Ergebnisse wurden bei der Expression von Melanopsin, einem 
Photopigment, welches in lichtsensitiven Ganglienzellen der Retina exprimiert ist und die 
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circadiane Rhythmik reguliert, beobachtet (Lin et al., 2008). Dies machte lichtsensitive Proteine 
aus dem Tierreich für die Analyse neuronaler Aktivitäten in genetisch veränderten 
Mausmodellen weniger attraktiv als die Kanalrhodopsine der Mikroben.

Da lichtsensitive Proteine des Tierreiches allerdings eine Signalkaskade anstoßen, die in den 
ersten Schritten den Signalkaskaden der Geschmacksqualitäten umami, süß und bitter gleicht, 
sollte in dieser Arbeit das Geschmackssystem durch die Einbringung von Opsinen unter 
Kontrolle von Geschmacksrezeptorpromotoren dieser drei Geschmacksmodalitäten manipuliert 
werden. Die Funktionalität eines Mausmodells, welches anstelle von Geschmackslösungen mit 
Licht definierter Wellenlänge stimuliert werden kann, eröffnet die Möglichkeit der Analyse 
gustatorischer Nervenbahnen unter Ausschaltung von geschmacksstoffassoziierten Stimuli. 

Um die Funktionalität der angestrebten genetisch veränderten Mausmodelle vorab zu prüfen 
und die funktionelle Interaktion von Photorezeptoren mit der geschmacksspezifischen                         
G-Proteinuntereinheit !-Gustducin experimentell zu belegen, wurden Oozyten vom 
Krallenfrosch Xenopus laevis mit dem Zwei-Elektroden-Spannungsklemm-Verfahren analysiert.

5.2.1 Nachweis der funktionellen Interaktion von Opsinen mit Gustducin

In-vitro-Experimente mit Oozyten stellen eine ideale Methode dar, um G-Protein-abhängige 
Signalwege zu visualisieren, da Änderungen der intrazellulären Ca2+-Konzentration wie sie 
durch Aktivierung von PLC auftreten, in der Öffnung von Cl−-Kanälen münden, die zu 
Veränderungen des Stromflusses führen (Gillo et al., 1987; McIntosh et al., 1987). Um die 
Funktionsweise der lichtsensitiven Proteine zu analysieren, wurden Opsin-injizierte Oozyten mit 
solchen verglichen, die zusätzlich zum Opsin Gustducin und PLC und/oder Poly(A)-RNA des 
Auges exprimierten.

Die Aufzeichnung der Stromkurven zeigte, dass die Stimulation von Opsin-injizierten Oozyten 
mit Licht teils in auswärtsgerichteten, transienten Ionenströmen mündete, die trotz anhaltender 
Belichtung zum Ausgangsniveau zurückkehrten. Die Auswärtsrichtung der Ströme war dem 
Haltepotential von 0 mV geschuldet, das positiver als das Ruhepotential der Oozyten war. Die 
Ionenströme traten in Übereinstimmung mit publizierten Daten nicht vor dem dritten Tag nach 
der Injektion auf (Knox et al., 1993, 2000, 2003; Khorana et al., 1988; Mole et al., 1996). Auch 
konnten keine Unterschiede im Reaktionsverhalten der injizierten Oozyten auf Lichtstimuli 
zwischen den Messungen am dritten oder vierten Tag beobachtet werden. Generell unterlagen 
die lichtinduzierten Stromänderungen der Oozyten einer großen individuellen Variabilität von 
keiner Reaktion bis hin zu Stromänderungen von mehreren µA. Solche Abweichungen in der 
Oozytenreaktion auf die gleichen Stimuli decken sich mit den erhobenen Daten von Knox, der 
Variationen in der Reaktion von Rho-injizierten Oozyten von 10 nA bis 200 nA, einhergehend 
mit einem häufigen Ausbleiben von Stromänderungen, berichtete (Knox et al., 2000).

Die beobachtete Lichtempfindlichkeit ließ den Rückschluss zu, dass die Opsine, unabhängig 
von Art und Ursprung, funktionell in Xenopus-Oozytenmembranen exprimiert wurden. Die 
verschiedenen Opsine reagierten dabei mit einer variierenden Empfindlichkeit gegenüber dem 
Lichtstimulus nach Inkubation mit dem Kofaktor 11-cis-Retinal. 
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Das murine Opsin sws wies im Vergleich zum humanen Rho und dem murinen Opsin mws die 
geringste Signalamplitude als Antwort auf einen einmaligen Lichtstimulus auf (vgl. Tab. 4.4). 
Hierbei wurden Opsin-sws-injizierte Oozyten mit kurzwelligem Licht stimuliert, während 
Oozyten, die mit Rho oder Opsin mws injiziert wurden, mit Weißlicht exponiert wurden. Die 
geringe Signalamplitude von Opsin-sws-injizierten Oozyten ist höchstwahrscheinlich auf die 
nicht optimale Anregung des Opsins zurückzuführen, da die maximale Anregungswellenlänge 
für Opsin sws 359  nm beträgt, die Stimulation aber mit einer UV-Lampe mit einer 
Anregungswellenlänge von 312 nm erfolgte. Spätere Experimente mit variierenden Lichtquellen 
(vgl. Abb. 4.13, Tab. 4.9) zeigten deutlich, dass die Stimulation von Opsin-sws-injizierten 
Oozyten mit einer UV-Licht-Quelle von 365 nm signifikant höhere Signalamplituden ergab. 

Die optimale Anregungswellenlänge für Rho liegt hingegen bei 497 nm, die des Opsin mws bei 
508 nm. Beide Wellenlängen liegen im Bereich des Weißlichts (400 nm bis 750 nm), mit dem 
die entsprechenden Oozyten stimuliert wurden und gewährleisteten die Anregung jener Opsine. 
Lichtquellen, die ausschließlich Licht von ~  500  nm aussenden, könnten ebenfalls höhere 
Signalamplituden hervorrufen, standen jedoch nicht zur Überprüfung dieser Vermutung zur 
Verfügung. 

Neben der Diskrepanz der optimalen Anregung der Oozyten könnten die variierenden 
Signalamplituden der Photorezeptoren auch auf einen unterschiedlich effizienten Einbau der 
Opsine in die Oozytenmembran zurückzuführen sein. Weiterhin wären auch unterschiedlich 
stark ausgeprägte Interaktionen der verschiedenen Opsine mit dem G-Protein Gustducin 
beziehungsweise endogenen G-Proteinen als Erklärung denkbar. Diese Wechselwirkungen 
scheinen im Vergleich zu Rho bei den Zapfenopsinen stärker ausgeprägt zu sein, wie die 
deutlich häufigere Antwort (~ 50 %) der mit den Opsinen der Zapfen injizierten Oozyten im 
Vergleich zu den mit Rho-injizierten Oozyten (~  30 %) vermuten lässt (vgl. Tab. 4.4). Dies 
könnte einerseits auf abweichende Eigenschaften der Opsine in den Stäbchen und Zapfen 
deuten. Andererseits könnten hier auch speziesbedingte Unterschiede zum Tragen kommen, da 
die Zapfenopsine beide murinen Ursprungs waren, während die Rho-Sequenz für das humane 
Opsin der Stäbchen kodierte. Solche speziesabhängigen Unterschiede wurden bereits von 
Knox beim Vergleich von bovinem und Limulus-Rho, dem Rho des Pfeilschwanzkrebses, 
beobachtet (Knox et al., 2000). Demgegenüber ist allen Opsinen gemein, dass Oozyten, die 
Opsin, Gustducin und PLC exprimierten, zwei- bis dreimal häufiger sensitiv  für Licht waren, als 
Oozyten, die nur mit dem jeweiligen Opsin injiziert wurden. Auch zeigten Oozyten, denen nur 
Opsin injiziert wurde, eine geringere Signalamplitude bei Stimulation mit Licht als Oozyten, die 
auch Proteine der gustatorischen Signalkaskade exprimierten (vgl. Tab. 4.4 und 4.6). 

Die Koinjektion von Poly(A)-RNA führte zur weiteren Steigerung der Aktivierbarkeit (vgl. 
Abb. 4.6). Dies deckt sich mit publizierten Daten der Arbeitsgruppen um Nasi und Knox. Mole 
berichtete, dass die Injektion von Poly(A)-RNA der Limulus-Retina, die Aktivierung von fünf von 
zehn Oozyten durch Lichtstimuli bedingte (Mole et al., 1996). Die Injektion von Limulus-Rho-
kodierender cRNA in Xenopus-Oozyten mündete hingegen trotz Inkubation mit 11-cis-Retinal 
und Nachweis der Expression in keine lichtinduzierten Stromänderungen (Knox et al., 1993). 
Dies lässt vermuten, dass die Opsine durch potentielle Hilfsfaktoren in der Poly(A)-RNA 
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effizienter zur Oozytenmembran transportiert und eingebaut werden und/oder die Interaktionen 
mit den Signalkaskadenkomponenten wie G-Proteinen erleichtert wird.

Ableitend aus den Erkenntnissen der Geruchs- und Geschmacksforschung, wo Hilfsproteine 
wie REEP (receptor expression enhancing protein) und RTPs (receptor transport proteins) für 
eine effizientere Signalweiterleitung beschrieben sind (Behrens et al., 2006; Saito et al., 2004; 
Ilegems et al., 2010), kann vermutet werden, dass sich solche Proteine auch in der injizierten 
Poly(A)-RNA befanden und zur Steigerung der Signalamplituden bei Poly(A)-injizierten Oozyten 
beigetragen haben. Um diese Hilfsproteine zu identifizieren, müssten Expressionsscreens von 
cDNA-Bibliotheken aus Mausaugen in weiteren Oozytenexperimenten durchgeführt werden. Die 
Identifikation dieser Hilfsproteine könnte auch für die weitere Erforschung des Geruchs- und 
Geschmackssinns von Bedeutung sein.

RT-PCR-Analysen der in den Oozytenexperimenten verwendeten Poly(A)-RNA bestätigten 
ferner die Expression von lichtsensitiven GPCRs und dem G-Protein Transducin (vgl. Abb. 4.9). 
Weiterhin konnte die mRNA von Gustducin und PLC in der Poly(A)-RNA aus Mausaugen 
nachgewiesen werden. Die Expression von Gustducin im Auge wurde erstmals 2009 per PCR 
dargelegt (Fenech et al., 2009) und mittels Western Blot und Immunhistochemie durch Son 
et al. (2011) bestätigt. 

Basierend jedoch auf den beschriebenen Expressionsorten der zwei G-Proteine kann abgeleitet 
werden, dass eine Koexpression von Transducin und Gustducin im Auge nicht vorliegt (Son 
et al., 2011: Lobanova et al., 2010). Eine funktionelle Substitution der G-Proteine untereinander, 
wie sie im gustatorischen Gewebe auftritt, scheint folglich im Auge nicht vorzuliegen. Dennoch 
belegen die erhaltenen Daten, dass Gustducin nicht nur funktionell mit Geschmacksrezeptoren, 
sondern auch mit Photorezeptoren interagieren kann. 

Die lichtabhängige Aktivierung der Opsine wurde dabei nicht nur in Anwesenheit von 11-cis-
Retinal, sondern auch entgegen publizierter Daten von Knox et al. (1993, 2003) in Anwesenheit 
von belichtetem 11-cis- und all-trans-Retinal beobachtet (vgl. Tab. 4.5). Die Häufigkeit dieser 
Opsinaktivierungen variierte dabei kaum oder gar nicht zwischen den verschiedenen Retinalen. 
Jedoch zeigten Oozyten, die mit 11-cis-Retinal inkubiert wurden, eine tendenziell, aber 
statistisch nicht signifikant höhere Signalamplitude als Oozyten, die mit belichtetem 11-cis- oder 
all-trans-Retinal inkubiert wurden.

Die Belichtung von 11-cis-Retinal führt innerhalb von Sekundenbruchteilen zur 
Konformationsänderung des 11-cis-Retinals zu all-trans-Retinal (Jensen et al., 1989). 
Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass all-trans-Retinal in alkoholischer Lösung unter Licht zu 
~ 25 % zu 11-cis-Retinal isomerisiert, während der größere Anteil weiterhin als all-trans-Retinal 
und ein kleinerer Anteil als 13-cis-, 9-cis- und 7-cis-Retinal vorliegt (Brown & Wald, 1955; 
Waddell & Hopkins, 1977; Denny & Liu, 1977; Waddel & Chihara, 1981). Diese Reaktion ist 
dabei stark von Lösungsmittel und Intensität der Lichtquelle abhängig (Jensen et al., 1989; 
Denny & Liu, 1977). Die ausgebliebene Aktivierung der Oozyten bei Inkubation mit all-trans-
Retinal, wie sie von Knox berichtet wurde (Knox et al., 1993, 2003), könnte daher auf eine 
fehlende Umsetzung von all-trans- zu 11-cis-Retinal zurückzuführen sein. Die tendenziell 
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höheren Signalamplituden bei 11-cis-Retinal-inkubierten Oozyten sind dabei wahrscheinlich 
dem höheren Anteil an verfügbarem 11-cis-Retinal geschuldet. 

Eine andere Möglichkeit für diese Beobachtung wäre, dass die Oozyten selbst 11-cis-Retinal 
enthielten und die Zugabe von externem Retinal nicht notwendig gewesen wäre. Eine Prüfung 
der Aktivierbarkeit von Opsin-injizierten Oozyten ohne 11-cis-Retinal ist jedoch meinerseits nicht 
erfolgt. Auch würde dies den Beobachtungen um die Arbeitsgruppe von Knox widersprechen. 
Diese beschrieb nicht nur, dass keine Aktivierung von bovinem Rho in Anwesenheit von all-
trans-Retinal möglich ist, sondern zeigte auch, dass die Injektion von Limulus-Rho-kodierender 
cRNA in Xenopus-Oozyten trotz Inkubation mit 11-cis-Retinal und Nachweis der Expression des 
Proteins in keinen lichtinduzierten Stromänderungen mündete (Knox et al., 1993, 2003). Er 
schloss daraus, dass das Chromophor nicht in der Lage sei, an das Opsin zu binden. Meine 
Ergebnisse lassen jedoch vermuten, dass weniger die Kopplung des Chromophors als vielmehr 
die Präsenz von weiteren Proteinen der Signalkaskade die Sensitivität gegenüber Licht 
bestimmt. Vermutlich bewirkt die Anwesenheit eines G-Proteins und des Enzyms PLC eine 
verstärkte Freisetzung von Ca2+ aus internen Speichern. Dies würde eine länger anhaltende 
Öffnung der endogenen Ca2+-abhängigen Cl−-Kanäle in der Oozytenmembran nach sich ziehen, 
welche das Messsystem als Änderung in der Stromkurve der Oozyten detektiert. 

Die erhöhte Anzahl lichtsensitiver Oozyten bei Koinjektion von Opsin mit Gustducin und PLC 
lassen den Schluss zu, dass das humane Rho und die murinen Opsine (sws und mws) mit dem 
geschmacksspezifischen G-Protein Gustducin funktionell interagieren können. 

Daraus lässt sich ableiten, dass die Opsine die Geschmacksrezeptoren als erste Instanz der 
Geschmackskaskade prinzipiell ersetzen können. Die Stimulation der Zungen der angestrebten 
Mausmodelle zur Untersuchung der Kodierung von Geschmacksinformationen mit Licht 
definierter Wellenlänge sollte folglich die Induktion der gustatorischen Signalkaskade bewirken. 
Eine Koinsertion von weiteren Lichtsignalkaskaden-Elementen für die Funktionalität der Opsine 
in diesen Mausmodellen, wie von Zemelman et al. (2002) beschrieben, wäre nach der 
vorliegenden Datenlage nicht notwendig. Eine abschließende Gewissheit über die Funktionalität 
dieses Signalweges im gustatorischen System kann jedoch nur durch die Analysen der Mäuse 
selbst gewonnen werden, da native Prozesse wie posttranslationale Modifikationen (bspw. 
Glycosylierung und Palmitylierung), Unterschiede in Aktivität und Effektivität der beteiligten 
Proteine im Vergleich zum In-vitro-System hervorrufen können (Goc et al., 2008). 

Gleiches gilt auch für die Lichtsensitivität der Opsine. Hier mussten bereits vereinzelte 
Abweichungen zwischen den in den Oozyten-Experimenten gewonnenen Daten und der in der 
Literatur publizierten Lichtempfindlichkeiten festgestellt werden. 1998 beschrieb Yokoyama, 
dass trotz eines UV-Bereiches von 40  nm bis 370  nm, UV-Pigmente nur durch ein engen 
Wellenlängenbereich um 360 nm aktiviert werden (Yokoyama et al., 1998). In Übereinstimmung 
mit dieser Aussage beobachtete ich ebenfalls für das Opsin sws ausschließlich eine 
Lichtsensitivität gegenüber UV-Licht mit einer maximalen Aktivierbarkeit um 365  nm (vgl. 
Abb. 4.13). Demgegenüber zeigten Rho und das Opsin mws in den Oozytenexperimenten ein 
sehr breites Anregungsspektrum (vgl. Abb. 4.11 bis 4.12). Für Rho wurde in der Literatur eine 
Aktivierbarkeit mit Licht zwischen ~ 400 nm und ~ 600 nm (Allen et al., 2010; Shichi & Somers 
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et al., 1974; Shichida & Imai, 1998) beschrieben, während für das Zapfenopsin mws eine 
Empfindlichkeit gegenüber Licht der Wellenlängen von ~  400  nm bis ~  700  nm (Sun et al., 
1997; Shaaban et al., 1998; Nikonov  et al., 2006) berichtet wurde. Eine Aktivierbarkeit der Rho- 
und Opsin-mws-injizierten Oozyten durch Weißlicht und Rotlicht (nur für Opsin mws) war daher 
zu erwarten (vgl. Abb. 4.11 und 4.12). Die starke Lichtempfindlichkeit dieser Opsine gegenüber 
UV-Licht war jedoch überraschend. Weisen diese Opsine wirklich ein so breites 
Aktivierungsspektrum auf oder sind diese Beobachtungen auf das verwendete In-vitro-System 
zurückzuführen?

Fakt ist, dass die Umgebung und damit die zelluläre Ausstattung zwischen der Retina des 
Auges und den Oozyten – als angewandtes In-vitro-System – variiert. So könnten                  
pH-Bedingungen und die An- bzw. Abwesenheit von Hilfsproteinen unterschiedliche Faltungen, 
Konformationen und Lokalisationen der Proteine sowie Variationen in der Stabilität des Opsin-
G-Protein-Komplexes bedingen, die sich möglicherweise auch in der Funktionalität und 
Aktivierbarkeit niederschlagen. 

Weiterhin konnte dargelegt werden, dass auch der Gehalt am G-Protein Transducin im 
Außensegment der Photorezeptoren des Auges die Sensitivität gegenüber Licht bestimmt 
(Pugh & Lamb, 1993; Sokolov  et al., 2002). Dabei scheint insbesondere die !-Untereinheit des 
zu aktivierenden G-Proteins eine wichtige Rolle in der Bestimmung physiologischer 
Eigenschaften zu spielen. So zeigten Chen und Kollegen/innen, dass die Expression der         
!-Transducin-Untereinheit der Zapfen (GNAT2) in den Stäbchenzellen des Auges die 
Sensitivität und Aktivierbarkeit der Signalkaskade der Stäbchen herabsetzt (Chen et al., 2010). 
Folglich könnte auch die Kopplung von Gustducin anstelle von Transducin an das Opsin sowie 
dessen Konzentration für die beobachteten Variationen im Aktivierungsspektrum verantwortlich 
sein. 

Ob sich die Opsine im gustatorischen Gewebe wie in den Oozytenexperimenten verhalten oder 
doch nur durch ein relativ  enges Spektrum an Licht aktiviert werden können, muss daher 
ebenfalls im Mausmodell eingehend geprüft werden.

5.2.2 Erzeugung der genetisch veränderten Mausmodelle

Um die neuronalen Netzwerke für die Wahrnehmung verschiedener Geschmacksqualitäten 
unter Ausschaltung geschmacksstoffassoziierter Stimuli zu visualisieren, sollten drei 
Mausmodelle generiert werden. In diesen Mausmodellen sollten die kodierenden Sequenzen 
der Geschmacksrezeptoren Tas1r1, Tas1r2 bzw. Tas2r114 durch die cDNA-Sequenz 
verschiedener Opsine ersetzt werden. Basierend auf den Experimenten von Zhao et al. (2003) 
und Mueller et al. (2005), die zeigten, dass Geschmacksrezeptorzellen auf eine 
Geschmacksmodalität festgelegt sind, wurde angenommen, dass der Ersatz eines 
Geschmacksrezeptors durch einen Photorezeptor in ein für eine Geschmacksmodalität 
spezifisches, lichtsensitives Geschmackssystem mündet, dass durch Licht definierter 
Wellenlänge aktiviert werden kann. 
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Hierfür wurden ES-Zellen einer Locus-spezifischen Modifikation durch homologe 
Rekombination unterzogen. Diese erlaubt die gezielte Manipulation eines Genortes und besitzt 
gegenüber anderen Methoden den Vorteil, dass Integrationsort und -häufigkeit bekannt sind. 

5.2.2.1 Identifizierung eines homologen Rekombinationsereignis im Geschmacks-
rezeptorlocus

Die Modifikation eines Genlocus durch homologe Rekombination basiert auf dem Austausch 
von Sequenzabschnitten zwischen zwei DNA-Strängen mit gleicher oder ähnlicher Sequenz. 
Um eine Änderung der kodierenden Sequenz im Tas1r1-, Tas1r2- bzw. Tas2r114-Locus 
herbeizuführen, wurden die homologen Sequenzbereiche, die 5´ und 3´ zu der 
Rezeptorsequenz lagen, für die Generierung eines Targeting-Vektors genutzt. Die zwei 
homologen Sequenzabschnitte flankierten in jenen Targeting-Konstrukten die cDNA-Sequenz 
der Opsine und die Selektionskassette ACN. Diese Methode erlaubt die komplette Ersetzung 
der kodierenden Sequenz der Geschmacksrezeptoren unter Einbringung von Knockin-
Sequenzen, die unter Kontrolle der natürlichen gustatorischen Rezeptorpromotoren exprimiert 
werden. 

Die Häufigkeit, mit der ein homologes Rekombinationsereignis auftritt, ist gering und ist 
abhängig von der Zugänglichkeit des zu manipulierenden Locus, der Größe und dem Grad der 
Analogie der homologen Bereiche (Brinster et al., 1989). Je größer die Sequenzähnlichkeit 
zwischen Targeting-Vektor und dem Zielgen in der murinen ES-Zell-DNA, umso spezifischer die 
Rekombination. Zur Steigerung der Wahrscheinlichkeit des Ereignisses, sollte die Gesamtlänge 
der homologen Bereiche nicht kleiner als 1,7 kb sein (Hasty  et al., 1991; Thomas & Capecchi, 
1987; Deng & Capecchi, 1992). Längere homologe Bereiche mit möglichst wenigen repetitiven 
Sequenzen steigern zusätzlich die Effektivität der Rekombination.

Für die angestrebte Rekombination zwischen den homologen Bereichen der Targeting-Vektoren 
und der murinen ES-Zell-DNA wurden homologe 5´- und 3´-Abschnitte zwischen 1,2  kb und 
3,8  kb verwendet. Die Modifikation der Umami-Rezeptoruntereinheit Tas1r1 erfolgte durch 
Targeting-Konstrukte, die homologe Bereiche von 6,1  kb umfassten (vgl. Abb. 4.15). Die 
Analyse der ES-Zellen, die mit einem Targeting-Konstrukt für den Tas1r1-Locus elektroporiert 
wurden, welches neben den homologen Sequenzen für Rho und ACN kodierte, brachte keinen 
ES-Zellklon hervor, der die gewünschte Rekombination trug. Erst die Erweiterung des 
Targeting-Konstruktes um IRES-hrGFP führte zur Identifizierung zweier homolog rekombinierter 
ES-Zellklone (vgl. Abb. 4.20). Die Rekombinationshäufigkeit des Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Konstruktes 
betrug 0,8 %. Die homologen Bereiche zur Manipulation der Süß-Rezeptoruntereinheit Tas1r2 
umfassten 3,2 kb (vgl. Abb. 4.17). Eine Erweiterung der homologen Bereiche, insbesondere des 
5´-Fragmentes, wurde auf Grund repetitiver Sequenzen nicht umgesetzt. Unter den analysierten 
ES-Zellklonen, die mit dem Tas1r2Opsin mws-Vektor elektroporiert wurden, zeigte einer von 339 
Klonen die gewünschte Rekombination (vgl. Abb. 4.20). Für die Manipulation des Tas2r114-
Locus konnte ebenfalls ein Klon aus 54 analysierten ES-Zellklonen mit der erhofften homologen 
Rekombination identifiziert werden (vgl. Abb. 4.20). Die homologen 5´- und 3´-Fragmente des 
hier verwendeten Targeting-Konstruktes umfassten 4,4 kb (vgl. Abb. 4.19). 

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !      Diskussion

146



Die über Elektroporation erfolgreich in die ES-Zellen des Mausstammes 129/Sv eingebrachten 
Targeting-Konstrukte variierten folglich in ihren Rekombinationshäufigkeiten zwischen 0,3  % 
und 1,9 %. Dabei fiel die Rekombinationshäufigkeit der Tas1r-Loci zwei- bis sechsmal geringer 
aus, als die des Tas2r114-Locus. Dies könnte einerseits auf die Größe der kodierenden Region 
der Tas1rs zurückzuführen sein. Bedingt durch die Exon-Intron-Struktur der Tas1r-Gene 
mussten für die vollständige Entfernung der kodierenden Regionen 10,7 kb bzw. 16,7 kb ersetzt 
werden. Dies sollte durch Targeting-Konstrukte mit einer Knockin-Sequenz von etwa 4,8 kb 
erfolgen. Demgegenüber mussten für die kodierende Region des Tas2r114-Locus nur 930 bp 
durch die Integration von Opsin sws und ACN-Kassette substituiert werden. Der Einfluss der 
Größe der zu ersetzenden kodierenden Rezeptorregion wird durch die erfolgreiche 
Rekombination des um etwa 1645  bp verlängerten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Targeting-Vektors 
bekräftigt. 

Die Rekombinationshäufigkeit wird weiterhin durch den Vektoraufbau des Targeting-
Konstruktes, die Zelllinie, die Elektroporationskonditionen und die chromosomale Position, in 
die der Vektor integrieren soll, beeinflusst (Araki et al., 1997). Insbesondere die Loci der Tas1rs 
befinden sich dabei in unmittelbarer Nähe zu den weniger zugänglichen Telomeren des 
Chromosoms vier, während der Tas2r114-Locus etwas zentraler auf Chromosom sechs gelegen 
ist (www.ensembl.org).

Vor Einsatz der Elektroporation wurde das Targeting-Konstrukt linearisiert und aufgereinigt. Eine 
vollständige Linearisierung ist Voraussetzung für eine effiziente Rekombination, da die 
Elektroporation von linearisierten Targeting-Konstrukten häufiger zur Integration ins Genom 
führt als zirkuläre DNA (Brinster et al., 1985). Die Linearisierung der Konstrukte wurde vor der 
Verwendung mittels Gelelektrophorese auf Vollständigkeit überprüft.

Ein weiterer Parameter, der die Elektroporationskonditionen neben Anzuchtbedingungen, 
Pufferzusammensetzung und DNA-Konzentration bestimmt, ist die Elektroporationskonstante. 
Sie ist ein Indikator für die Effizienz der Transfektion und beschreibt die Zeit, die benötigt wird, 
um die angelegte Spannung auf 37 %  abfallen zu lassen. Die Elektroporationskonstante sollte 
einen Wert zwischen 5,8 ms und 6,4 ms annehmen. Elektroporationskonstanten deutlich größer 
als 6,4  ms gehen mit einer starken Belastung der Zellen einher, die die Vitalität der 
Stammzellen herabsetzt. Den Elektroporationen der verschiedenen Targeting-Konstrukten war 
eine vergleichbare Elektroporationskonstante zwischen 6,1 ms und 6,5 ms gemein. 

Eine variierende Anzucht einzelner ES-Zellklone, sowie unterschiedlich effiziente Inkubationen 
der ES-Zell-DNA mit Restriktionsendonukleasen und Hybridisierungen mit den entsprechenden 
S o n d e n i m S o u t h e r n B l o t , kö n n te n e xp e r i me n te l l e U n te r sch i e d e i n d e r 
Rekombinationshäufigkeit der einzelnen Targeting-Vektoren bedingt haben. Insbesondere für 
Tas2r114Opsin sws konnte, bedingt durch einen ineffizienten Restriktionsverdau, nur einem kleinen 
Teil der angezüchteten ES-Zellen ein eindeutiger Genotyp zugeordnet werden (vgl. Abb. 4.20). 

ES-Zellen, die eine homologe Rekombination für den jeweiligen Geschmacksrezeptorlocus 
aufwiesen, wurden nachfolgend in Blastocysten verbracht, wo sie ihre Entwicklung fortsetzten 
(Nagy  et al., 1993). Dies führte zur Generierung von chimären Mäusen. Im Vergleich zu den 
Chimären der Linien Tas1r1Rho-IRES-hrGFP und Tas2r114Opsin sws bei denen die einmalige Injektion 
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des homolog rekombinierten ES-Zellklones zu hochchimärem Nachwuchs führte, bedurfte es 
für Tas1r2Opsin mws sieben Injektionen desselben homolog rekombinierten ES-Zellklones bis 
keimbahngängige Chimären geboren waren. 

Die Generierung der Chimären zeigte einerseits, dass die injizierten ES-Zellklone ihre 
pluripotenten Eigenschaften über ihre Kultivierung nicht verloren hatten, machten andererseits 
aber auch deutlich, dass die Erzeugung genetisch veränderter Organismen ein sehr sensibles 
Verfahren ist. Durch den Erhalt der Fähigkeit zur Bildung von Keimzellen und dem Ausbleiben 
von Spontanmutationen während der Zellkultur reichte für jede der drei erzeugten Mauslinien 
ein ES-Zellklon aus, um Chimären zu gewinnen und eine stabile Mauslinie                 
( B 6 ; 1 2 9 S v - Ta s 1 r 1 t m 1 . 1 R h o d o p s i n - I R E S - h r G F P ; B 6 ; 1 2 9 S v - Ta s 1 r 2 t m 1 . 1 O p s i n  m w s ;                            
B6;129Sv-Tas2r114tm1.1Opsin sws) zu erzeugen.

5.2.2.2 Nachweis der Entfernung der Selektionskassette

Für die Generierung dieser zielgerichtet veränderten Mäuse wurden ES-Zellen mit einem 
Targeting-Vektor transfiziert. Um rekombinierte ES-Zellklone zu selektionieren, wurden diese 
während ihrer Kultivierung mit G418 inkubiert. Grundlage hierfür war die Integration einer 
Selektionskassette (ACN), die ein Resistenzgen samt Promotor enthielt. Da die Integration 
eines zusätzlichen Promotors ins Genom die Expression anderer Gene beeinflussen oder 
unerwünschte Effekte haben kann (Ramirez-Solis et al., 1993; Fiering et al., 1995; Meyers 
et  al., 1998; Nagy  et  al., 1998; Scacheri et  al., 2001), wird die Entfernung solcher 
Selektionskassetten befürwortet. Um zusätzliche Schritte für die Beseitigung der 
Selektionskassette zu umgehen, wurde für die Generierung der drei Mauslinien eine mit Cre-
Rekombinase-Erkennungsstellen (LoxP) flankierte Neomycin-Resistenz-Kassette mit einer 
spezifisch in der männlichen Keimbahn aktivierten Cre-Rekombinase (Bunting et al., 1999) 
verwendet (vgl. Abb. 4.14, 4.16 und 4.18). Die Aktivierung des Cre/LoxP-Systems unter 
Kontrolle des tACE-Promotors erlaubt die Entfernung der Resistenzkassette zwischen den 
LoxP-Sequenzen während der Spermatogenese (Kos, 2004; Nagy, 2000). 

Die Analyse genomischer DNA von Nachwuchs aus der Verpaarung von Chimären mit    
C57BL/6-Tieren mittels Southern Blot zeigte bei allen drei Linien die erfolgreiche Entfernung der 
ACN-Kassette (Abb. 4.22 bis 4.24). Das Auftreten von Promotoreffekten in diesen Mauslinien 
kann damit ausgeschlossen werden. 

5.2.2.3 Untersuchung der Mausmodelle mit manipuliertem Geschmacksrezeptor-
locus

Die Untersuchung der Expression von Geschmacksrezeptoren erfolgte bis heute, bedingt durch 
das Fehlen funktioneller Antikörper, überwiegend auf RNA-Ebene mittels RT-PCR und In-situ-
Hybridisierung. Neuere Vorstöße, die Geschmackswahrnehmung weiter aufzuklären, beruhen 
daher vorrangig auf der Generierung und Analyse von genetisch modifizierten Mauslinien.
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Für die Untersuchung der peripheren und zentralen Kommunikationsbahnen der 
Geschmacksqualitäten umami, süß und bitter wurden im Zuge dieser Arbeit die Mauslinien 
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP, Tas1r2Opsin mws und Tas2r114Opsin sws erzeugt. Bedingt durch die Modifikation 
eines Geschmacksrezeptorlocus sollten die Geschmacksrezeptorzellen dieser Tiere einen 
Photorezeptor bzw. im Fall der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Linie zusätzlich das stationäre Markerprotein 
hrGFP an Stelle eines Geschmacksrezeptors exprimieren.

Die erfolgreiche Modifikation der Geschmacksrezeptorloci durch Integration von Opsin-cDNA-
Sequenzen in den drei Mausmodellen konnte auf Expressionsebene durch RT-PCR-Analysen 
bestätigt werden (vgl. Tab. 4.11 bis 4.13). So konnte in der Mehrheit der Organe, in denen in 
C57BL/6-Mäusen eine Expression eines Geschmacksrezeptors aufgezeigt wurde, in 
homozygoten Nachkommen der genetisch veränderten Mäuse die Expression des 
entsprechenden Photorezeptors nachgewiesen werden. 

Einzelne Diskrepanzen in der Expressionsanalyse der Rezeptoren konnten zumeist durch die 
Verdopplung der Matrizenmenge überwunden werden. Dennoch waren wenige Rezeptoren, 
insbesondere im heterozygoten Tier nicht detektierbar, was vermutlich auf eine zu geringe 
mRNA-Kopienzahl der einzelnen Rezeptoren im Gesamtgewebe zurückzuführen ist. Auch 
könnten Unterschiede im Alter der Tiere, welches zwischen fünf und zwölf Wochen lag, für 
diese Unstimmigkeiten verantwortlich sein. Weiterhin könnten Variationen in der 
Rezeptorexpression auch im genetischen Hintergrund der Tiere begründet sein, da die 
genetisch veränderten Mäuse ein Hybrid aus C57BL/6 und 129/Sv sind. 

Die vorgenommenen Analysen erfolgten dabei stets mit einem Primerpaar für einen Rezeptor. 
Da RT-PCR-Primer in ihren Effizienzen variieren können, müssten streng betrachtet diese PCR-
Ergebnisse durch die Nutzung anderer Primer validiert werden.

Dessen ungeachtet belegen die drei Mausmodelle die Expression der Geschmacksrezeptoren 
auch außerhalb  des gustatorischen Gewebes. Insbesondere für die Tas1rs konnte in den 
meisten Geweben der C57BL/6-Maus eine Expression der mRNA nachgewiesen werden (vgl. 
Tab. 4.11 und 4.12). Die Untersuchung der Expression des hrGFPs, welches durch eine BGH-
Sequenz (bovine growth-hormone polyadenylation signal) einer größeren Stabilität unterliegt, 
zeigte sogar, dass alle betrachteten Organe einen aktiven Tas1r1-Promotor aufwiesen, was für 
eine ubiquitäre Expression von Tas1r1 spricht. Die biologische Funktion der 
Geschmacksrezeptoren in den zahlreichen nicht-gustatorischen Organen ist jedoch bis dato 
weitestgehend ungeklärt, steht aber in Übereinstimmung mit Ergebnissen anderer 
Arbeitsgruppen. So wurden Geschmacksrezeptoren in Analogie mit meinen Ergebnissen im 
Nasenepithel (Finger et al., 2003; Tizzano et al., 2011; Thomas et al., 1996), 
Gastrointestinaltrakt (Bezencon et al., 2007; Wu et al., 2002, 2005; Rozengurt, 2006; Cumming 
& Overduin, 2007; Rozengurt & Sternini, 2007; Dyer et al., 2005), Pankreas (Nakagawa et al., 
2009; Taniguchi, 2004); Leber (Taniguchi, 2004), Niere (Kiuchi et al., 2006), Thymus (Max et al., 
2001), Lymphozyten (Kiuchi et al., 2006) und Hoden (Iwatsuki et al., 2010, Thomas et al., 1996; 
Kitagawa et al., 2001; Kiuchi et al., 2006; Max et al., 2001; Matsunami et al., 2000) 
nachgewiesen.
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Die Expression des Tas1r2-Rezeptors wurde für einzelne Organe bereits zuvor von Iwatsuki 
anhand einer Tas1r2-Knockout-Maus (T1R2lacZ /lacZ) untersucht. Dieser beschrieb in 
Übereinstimmung mit den von mir erhobenen Daten ebenfalls eine Tas1r2-Expression in 
Abschnitten des Darms und im Hoden (Iwatsuki et al., 2010), während eine Detektion von 
Tas1r2 im Magen weder mittels RT-PCR, noch mittels X-Gal-Färbung von Iwatsuki beobachtet 
werden konnte.

Im Zuge dieser Untersuchungen wurde ferner überraschenderweise die Expression muriner 
Opsine in nicht-visuellen Geweben beobachtet. Belege für eine solche Expression von visuellen 
Opsinen außerhalb  des Auges konnten in der Literatur, mit Ausnahme der Zwirbeldrüse, nicht 
gefunden werden (Blackshaw & Snyder, 1997; Korf et al., 1985). Dies ist eventuell dem 
Umstand geschuldet, dass die Expression von Zapfenopsinen außerhalb des Auges bisher 
nicht untersucht oder auf Grund einer sehr geringen Expression übersehen wurde. Die Opsine 
könnten dabei nicht-visuelle Funktionen ausüben, wie sie für andere nicht-visuelle Opsine im 
Gehirn, der Zwirbeldrüse, der Haut oder der Retina beschrieben wurden (Vigh et al., 2002; 
Gooley et al., 2003; Blackshaw & Snyder, 1999; Peirson et al., 2009; Van Gelder, 2003). 
Möglich ist auch, dass diese Ergebnisse, trotz korrekter Größe des Amplifikationsproduktes, 
einer unspezifischen Vervielfältigung in jenen Geweben geschuldet sind. 

Der Knockout der Geschmacksrezeptoren und der Knockin der Opsine konnte ferner mittels        
In-situ-Hybridisierung auf RNA-Ebene visualisiert werden (vgl. Abb. 4.26, 4.30 und 4.31). 
Hierbei wurde deutlich, dass der Bitterrezeptor Tas2r114 im Vergleich zu anderen 
Geschmacksrezeptoren eine sehr geringe Expression aufweist. Dies betraf sowohl die Anzahl 
an exprimierenden Geschmacksrezeptorzellen als auch die Expressionsstärke in jenen Zellen. 
Die Beobachtung konnte durch meine Kollegin Sandra Hübner (DIfE, persönliche Mitteilung) 
durch quantitative RT-PCR-Analysen bestätigt werden.

Die Hybridisierung von Gewebeschnitten der Knockout-Tiere mit einer gegen Gustducin 
gerichteten Sonde, als auch der Nachweis des Gustducins auf Proteinebene, ließen keine 
Unterschiede im Aufbau der Geschmacksknospen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen erkennen. 
Die Struktur der Geschmackseinheiten schien folglich nicht durch den Verlust eines 
Geschmacksrezeptors beeinträchtigt zu sein.

In zwei der drei Mausmodelle gelang ferner der Nachweis der Knockin-Strukturen (Rho, Opsin 
sws und hrGFP) auf Proteinebene. Immunhistochemische Analysen von Gewebeschnitten 
homozygoter Knockout-Knockin-Tiere zeigten eine Kolokalisation von hrGFP und Opsin sws mit 
dem Markerprotein für Geschmacksrezeptorzellen PLC"2. Die Kolokalisationsstudie ergab, 
dass hrGFP- und Opsin-sws-positive Zellen eine Subpopulation der Geschmacksrezeptorzellen 
darstellen.

Die Einführung des stationären, fluoreszierenden Markerproteins hrGFP im Tas1r1-Locus 
ermöglichte weiterhin die Analyse der Expression der Umami-Rezeptoruntereinheit basierend 
auf dem Fluoreszenzprotein. Um eine Aussage über die Anzahl und Verteilung von Tas1r1-
Rezeptorzellen auf der Zungenoberfläche zu treffen, wurde Zungenepithel von homozygoten 
Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Tieren isoliert und ausgewertet. Hierbei ergab sich, dass die Maus im Mittel 
83 ± 8 Pilzpapillen auf der Zunge hat. Die ermittelte Anzahl stimmt sehr gut mit Daten überein, 
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die meine Kollegin Dr. Anja Voigt in ihrer Dissertation erhoben hat. Sie konnte in einem anderen 
genetisch veränderten Mausmodell, dessen Modifikation ebenfalls den Tas1r1-Locus betraf, 
84  ±  7 Geschmacksknospen in den Pilzpapillen nachweisen. Die Anzahl der ermittelten 
Pilzpapillen fiel jedoch damit geringer aus, als von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. Zaidi 
und Whitehead berichteten 2006 von 104  ±  7 Geschmacksknospen in den Pilzpapillen von 
C57BL/6-Tieren (Zaidi & Whitehead, 2006), während Zhang und Kollegen/innen sogar von 
128 ± 1 Pilzpapillen auf der Zunge identifizierten (Zhang et al., 2008). Die Übereinstimmung der 
Daten zweier Mausmodelle aus unserer Arbeitsgruppe und die Abweichung gegenüber 
publizierten Daten mag durch die technische Umsetzung der Auszählung begründet sein. 
Während in dieser Arbeit die Auszählung auf enzymatisch isoliertem Zungenepithel beruhte, 
erfolgte die Bestimmung der Geschmacksknospen in den anderen Arbeiten durch 
Auszählungen von Kryoschnitten. Im Zuge der Arbeit von Dr. Anja Voigt wurden 
Gewebeschnitte von 80 µm Dicke und in den Arbeiten von Zaidi und Whitehead bzw. Zhang von 
20 µm bzw. 10 µm verwendet. Da der Durchmesser einer Knospe 30 µm bis 50 µm beträgt 
(Speckmann et al., 2008), könnten in den dünnen Gewebepräparaten einzelne 
Geschmacksknospen mehrfach erfasst worden sein und die höhere Anzahl an 
Geschmacksknospen der anderen Arbeitsgruppen erklären. Weiterhin könnten die 
beobachteten Diskrepanzen auch durch unterschiedliche Mausstämme bedingt sein. Die hier 
verwendete Mauslinie wies keinen reinen C57BL/6-Hintergrund auf, sondern war ein Hybrid von 
C57BL/6 und 129/Sv. Für den Mausstamm C57BL/6 konnte eine signifikant geringere Anzahl an 
Geschmacksknospen in der Wallpapille im Vergleich zum SWR/J-Mausstamm ermittelt werden 
(Miller & Whitney, 1989). Ob derartige Speziesunterschiede auch für die Pilz- oder andere 
Geschmackspapillen sowie andere Mauslinien zutreffen, ist nach derzeitiger Datenlage nicht 
bekannt. 

Von den hier ermittelten 83  ±  8 Geschmacksknospen der Pilzpapillen wiesen 27  ±  1 eine 
hrGFP-Fluoreszenz auf. Diese waren zum überwiegenden Teil in der Zungenspitze lokalisiert. 
Der Anteil an positiven hrGFP-fluoreszierenden Geschmacksknospen an der Gesamtzahl der 
Pilzpapillen fiel mit 32 % jedoch sehr gering aus. Studien an Gewebeschnitten von Dr. Anja 
Voigt zeigten, dass etwa 90  % aller Pilzpapillen die Umami-Rezeptoruntereinheit Tas1r1 
exprimieren (persönliche Mitteilung). Diese große Diskrepanz ist höchstwahrscheinlich dem zu 
Grunde liegenden Verfahren geschuldet, da bei der Isolation des Zungenepithels nicht alle 
Geschmacksknospen bei der Trennung von Epithel und Muskelgewebe in Epithel verbleiben 
und damit als hrGFP-negativ  gewertet werden. Auch bedingt die Bildakquisition am 
automatischen Fluoreszenz-Mikroskop eine längere Exposition mit Licht, die die Abschwächung 
der hrGFP-Fluoreszenz zur Folge hat. Folglich könnten schwache Fluoreszenzen einzelner 
Geschmacksrezeptorzellen während Digitalisierung vollständig verblasst und damit nicht erfasst 
worden sein. Die Anzahl hrGFP-positiver Zellen, die mit diesem Verfahren ermittelt wurde, wird 
daher als unterrepräsentiert eingeschätzt. Dies wurde auch durch die Analysen von 
Gewebeschnitten der Zungenspitze bestätigt, da mittels Konfokalmikroskopie in mindestens 
jeder zweiten Pilzpapille eine hrGFP-Fluoreszenz festgestellt werden konnte. Eine erneute, 
genauere Kalkulation hrGFP-positiver Zellen wird daher mittels Analyse von Gewebeschnitten 
favorisiert und empfohlen. 
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Die Intensität der Fluoreszenz könnte dabei auch durch das integrierte cDNA-Konstrukt selbst 
beeinflusst sein, da die Expressionshäufigkeit bei cDNA-Konstrukten zumeist deutlich geringer 
ist, als die Integration von genomischen Sequenzen mit Introns (Brinster et al., 1988). Auch 
konnte gezeigt werden, dass Introns in cDNA-Konstrukten die Expression steigern können, 
ohne dass die Gewebespezifität der Expression verändert wird (Choi et al., 1991; Palmiter 
et al., 1991). In einigen Fällen kann dies durch die Präsenz von Promotorelementen, Enhancern 
oder Bindungsstellen für die Transkriptionsinitiationsmaschinerie in den Intronsequenzen erklärt 
werden. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Prozessierung der transkribierten RNA und ihr 
Export aus dem Kern Unterschieden in Abhängigkeit der An- und Abwesenheit von Introns 
unterliegt (Sharp, 1987; Zeitlin et al., 1987; Wang et al., 1991). Diese Varianzen lassen sich 
unter anderem durch eine reduzierte Nukleasezugänglichkeit und einem effizienteren Transport 
ins Cytoplasma begründen (Korb  et al., 1993; Le Hir et al., 2001, 2003; Moore & Proudfoot, 
2009). Eine generelle Erklärung für diesen Effekt gibt es jedoch nicht, da nicht alle intronischen 
Sequenzen zu einer Intron-bedingten Expressionssteigerung führen (Hentschel & Birnstiel, 
1981; Lengyel, 1982; Hunt & Morimotot, 1985).

Die Betrachtung der Expression der Rezeptoren in den verschiedenen Zungenarealen machte 
ferner deutlich, dass die Expression von Geschmacksrezeptoren topographischen 
Unterschieden unterliegt. So misslang der Nachweis von hrGFP in Gewebeschnitten der 
Blätterpapille von drei homozygoten Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Nachkommen. Auch in den 
Gewebeschnitten zweier Wallpapillen konnte jeweils nur eine hrGFP-positive Zelle 
nachgewiesen werden. Das Opsin sws in der Tas2r114Opsin sws-Linie war hingegen nur in 8 % 
der Pilzpapillen detektierbar, während in fast jeder fünften Geschmacksknospe der Wallpapille 
eine Opsin-sws-Expression nachweisbar war. Dies deckt sich mit Daten anderer 
Arbeitsgruppen, die basierend auf In-situ-Hybridisierung ermittelt wurden (Adler et al., 2000; 
Hoon et al., 1999; Kitagawa et al., 2001; Nelson et al., 2001; Kim et al., 2003).

Bei keiner der Mauslinien waren bedingt durch den Knockout eines Geschmacksrezeptors 
offensichtliche Beeinträchtigungen festzustellen. Die Tiere waren in Übereinstimmung mit den 
beschriebenen Geschmacksrezeptor-Knockout-Mäusen von Zhao, Mueller, Damak und Iwatsuki 
und Kollegen/innen (Zhao et al., 2003; Mueller et al., 2005; Damak et al., 2003; Iwatsuki et al., 
2010; Cartoni et al., 2010) lebensfähig und fertil.

5.2.2.4 Nachweis der Funktionalität des IRES-Elementes
Die Erweiterung des Targeting-Vektors Tas1r1Rho um hrGFP erlaubte die Visualisierung der 
manipulierten Tas1r1-Zellen. Hierfür war der Einsatz eines IRES-Elementes notwendig, welches 
zwischen die kodierende Region des Rho und des stationären Markerproteins hrGFP integriert 
wurde. IRES ermöglicht die Transkription beider kodierender Sequenzen unter der Kontrolle 
desselben Promotors. Durch die spezifische Sekundärstruktur des IRES-Elementes ergibt sich 
eine zweite Ribosomenbindungsstelle, die die Translation der mRNA in zwei eigenständige 
Proteine erlaubt (Houdebine & Attal, 1999; Mountford & Smith, 1995). Während hrGFP das 
gesamte Cytoplasma gleichmäßig ausfüllen sollte, müsste Rho vorrangig in Nähe bzw. in der 
Plasmamembran lokalisiert sein. Tatsächlich füllte die Fluoreszenz von hrGFP zumeist größere 
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Flächen aus, als die Antikörperdetektion von Rho. Je nach Schnittebene war hrGFP auch in 
Zellkernen detektierbar. Dies könnte durch die geringe Größe des Fluoreszenzproteins 
hervorgerufen worden sein, die möglicherweise einen Transport zurück in den Kern erlaubt. 
Rho war hingegen stets cytoplasmatisch und in Membrannähe lokalisiert. Der Nachweis beider 
Proteine bestätigte die Funktionalität des IRES-Elementes.

5.2.3 Funktionelle Charakterisierung und Konsequenzen der Manipulation eines 
Geschmacksrezeptorlocus im genetisch veränderten Mausmodell

5.2.3.1 Funktionelle Konsequenzen des Opsin-Knockins

Die Wahrnehmung von optischen Reizen wie Wellenlänge und Intensität erfolgt über das 
absorbierende System der Netzhaut im Auge. Die Expression von Photorezeptoren des Auges 
unter Kontrolle von Geschmacksrezeptorpromotoren im genetisch veränderten Mausmodell 
sollte der Generierung eines lichtempfindlichen Geschmackssystems dienen, welches unter 
Ausschluss geschmacksstoffassoziierter Stimuli durch Licht definierter Wellenlänge aktiviert 
werden kann. 

Die Funktionalität eines solchen lichtsensitiven Geschmackssystems setzte die Überwindung 
dreier Hürden voraus: 1. eine ausreichende Expression, Prozessierung und erfolgreiche 
Integration des Opsinproteins in die Plasmamembran, 2. eine hinreichende Versorgung des 
Gewebes mit 11-cis-Retinal, um das Apoprotein Opsin in ein lichtsensitives Holoprotein 
umzuwandeln und 3. die funktionelle Interaktion des G-Proteins Gustducin mit den 
Photorezeptoren. 

In den bisher getätigten Analysen der Knockout-Knockin-Mäuse könnte für alle drei Modelle 
eine Expression der Opsine in Geschmacksknospen der Zunge auf RNA- und/oder 
Proteinebene nachgewiesen werden (vgl. Tab. 4.11 bis 4.13; Abb. 4.27, 4.29, 4.32 bis 4.33).

Weiterhin erhalten die Mäuse eine Diät mit erhöhtem Vitamin-A-Gehalt, um eine ausreichende 
Versorgung mit Retinal – auch außerhalb des Auges – zu gewährleisten (vgl. 3.5.1). Dass eine 
ausreichende Versorgung von Opsinen mit Retinal im genetisch veränderten Mausmodell über 
die Diät ohne exogene Gabe von Retinal möglich ist, wurde bereits mehrfach in der Literatur 
beschrieben (Bi et al., 2006; Airan et al., 2009; Zhang et al., 2007). Auch konnte die Kopplung 
von Opsinen mit Gustducin bereits von mir im In-vitro-Modell belegt werden (vgl. 4.2.1 und 
4.2.2). Folglich sehen wir alle Voraussetzungen erfüllt, um die Lichtsensitivität der Opsine im 
gustatorischen Gewebe zu beobachten. Die Erbringung eines Beleges für die 
Lichtempfindlichkeit des Geschmackssystem, die Analyse gegenüber welchen Wellenlängen 
diese Sensitivität besteht, sowie die Identifizierung der optimalen Stimulationskonditionen wird 
Gegenstand zukünftiger Experimente sein.
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5.2.3.2 Funktionelle Konsequenzen des Geschmacksrezeptor-Knockouts

Die Integration der Opsine in das Genom der Mäuse bedeutet gleichzeitig auch den Knockout 
eines für eine Geschmacksmodalität spezifischen Geschmacksrezeptors. 

Studien anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass der Knockout eines Geschmacksrezeptors 
ausschließlich die Nervenaktivitäten der jeweilige Geschmacksmodalität beeinflusste, die der 
eliminierte Geschmacksrezeptor ursprünglich vermittelte (Zhao et al., 2003; Huang et al., 2006; 
Damak et al., 2003; Müller et al., 2005). Demgegenüber wiesen Knockout-Tiere für die 
Signalkaskadenproteine Gustducin, PLC und TrpM5 starke Beeinträchtigungen in der 
Wahrnehmung der Geschmacksmodalitäten umami, süß und bitter auf (Wong et al., 1996; Ruiz 
et al., 2003; Zhang et al., 2003; Damak et al., 2006; Mueller et al., 2005; Dotson et al., 2005; 
Danilova et al., 2006).

Die Beeinträchtigungen, die mit dem Geschmacksrezeptor-Knockout der hier generierten 
Mausmodelle einhergehen, sollen nachfolgend in Verhaltenstests und elektrophysiologischen 
Messungen evaluiert werden. 

Bereits zuvor erhobene Daten von Tas1r1-Knockout-Tieren, die durch Eliminierung der 
heptahelikalen Region erzeugt wurden, zeigten bei Verlust des Tas1r1-Rezeptors einen 
vollständigen Verlust der Aktivität des Chorda-tympani-Nervs gegenüber einzelnen 
Aminosäuren (Zhao et al., 2003). Vergleichbare Befunde wurden für den Knockout der zweiten 
Umami-Rezeptoruntereinheit Tas1r3 von Zhao beschrieben (Zhao et al., 2003). Demgegenüber 
beobachtete Damak in den von ihm generierten Tas1r3-Knockout-Tieren nur ein vermindertes 
attraktives Verhalten und eine reduzierte Nervenantwort für MSG im Two-bottle preference-
Verhaltenstest bzw. in Nervenableitungen des Chorda-tympani-Nervs (Damak et al., 2003). Die 
Nervenantworten des Nervus glossopharyngeus waren hingegen nahezu unverändert (Damak 
et al., 2003). Weist das Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Modell, welches wie die Tas1r3-Knockout-Maus von 
Damak über die komplette Entfernung der kodierenden Region generiert wurde, ebenfalls 
Abweichungen zu den Daten von Zhao auf?

Wäre das der Fall, wäre dies ein weiterer Beleg, dass neben dem Heterodimer Tas1r1/Tas1r3 
weitere Proteine in der Wahrnehmung des Umamigeschmacks insbesondere in Wall- und 
Blätterpapille(n) involviert sind. 

Diskutiert werden in diesem Zusammenhang der metabotropische Glutamatrezeptor mGluR1 
(San Gabriel et al., 2007; Toyono et al., 2003) und mGluR4 (Chaudhari et al., 2000) und die 
kürzeren Varianten von mGluR1 und mGluR4, deren verkürzter N-Terminus Glutamat mit 
herabgesetzter Sensitivität binden kann (San Gabriel et al., 2005; Chaudhari et al., 1996, 2000). 
Aber auch mGluR2 und mGluR3 sowie die ionotropen Glutamatrezeptoren NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat) und der Kainatrezeptor könnten zur Detektion des Umamigeschmacks beitragen 
(Toyono et al., 2007; Brand, 2000). 

Mit dem Tas1r2Opsin mws-Mausmodell soll hingegen die Relevanz des Tas1r2-Rezeptors auf die 
Detektion verschiedener Süßstoffe evaluiert werden. Die süßrezeptorspezifische Untereinheit 
Tas1r2 ist auf der Zunge überwiegend in Geschmacksknospen der Wall- und Blätterpapille(n) 
lokalisiert und nur selten in Geschmacksknospen der Pilzpapillen gefunden worden (Hoon et al., 
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1999). Tas1r2 ist dabei stets mit Tas1r3 koexprimiert, während Tas1r3 auch allein in 
Geschmacksrezeptorzellen vorliegt. Daher wurde vermutet, dass Tas1r3 auch als Monomer 
oder Homodimer funktionell agieren kann (Zhao et al., 2003; Damak et al., 2003). In-vitro-
Analysen bestätigten diese These, jedoch sind für die Aktivierung des Homodimers hohe 
Konzentrationen an Süßstoffen vonnöten (Nie et al., 2005). Die Tas1r3-Sequenz ist dabei 
nachweislich für die variierende Präferenz zahlreicher Süßstoffe zwischen den Mausstämmen 
C57BL/6 und 129 verantwortlich (Inoue et al., 2007). Detaillierte Erkenntnisse über die 
Bindungsstellen einzelner Süßstoffe an die Süß-Rezeptoruntereinheiten Tas1r2 und Tas1r3 der 
Maus sind jedoch nicht bekannt. Basierend auf der Beobachtung, dass Tas1r2/Tas1r3-Doppel-
Knockout-Tiere keine Nervenantworten bei Applikation hoch konzentrierter Mono- und 
Disaccharidlösungen aufweisen, wurde geschlussfolgert, dass einzig Tas1rs Süßstoffe 
erkennen und deren Anwesenheit vermitteln (Zhao et al., 2003). 

Neben den Tas1rs konnten kürzlich im gustatorischen Gewebe auch Mitglieder der GLUT- 
(Glucosetransporter) und der SGLT-Familie (sodium-glucose linked transporter; Na+/Glucose-
Kotransporter) sowie SUR1 (sulfonylurea receptor 1) und Kir (inwardly rectifying potassium 
channel) nachgewiesen werden (Yee et al., 2011; Toyono et al., 2011). Erste präzisere 
Expressionsanalysen der Glucosetransporter lassen vermuten, dass GLUT1, GLUT4, SGLT1 
und SUR1 in Geschmacksrezeptorzellen exprimiert sind (Yee et al., 2011; Toyono et al., 2011). 
Zukünftige, detaillierte Untersuchungen müssen die genauen Funktionen dieser Rezeptoren 
und Kanäle in den Geschmacksrezeptorzellen und deren Involvierung in der Wahrnehmung von 
Süßstoffen ermitteln.

Rezeptoren und Kanäle wie diese könnten eventuell an der Wahrnehmung des Polysaccharids 
Polycose beteiligt sein, welches unabhängig vom Heterodimer Tas1r2/Tas1r3 detektiert werden 
soll (Treesukosol et al., 2009, 2011; Zukerman et al., 2008; Nissenbaum & Sclafani, 1987; Sako 
et al., 1994; Sclafani, 1987, 2004). 

Während die kodierenden Regionen von Tas1r1 und Tas1r2 auf Chromosom vier relativ  weit 
voneinander entfernt liegen, ist der überwiegende Anteil der Bitterrezeptoren in unmittelbarer 
Nähe zueinander in zwei Clustern auf Chromosom sechs lokalisiert. Könnte auf Grund dieser 
Nähe der Knockout eines der Bitterrezeptoren die Expression seiner Nachbaren verändern?

Der im Zuge dieser Arbeit in einem Mausmodell eliminierte Bitterrezeptor Tas2r114 ist am 
distalen Ende des Chromosoms sechs am Ende eines Bitterrezeptorclusters gelegen. 
Unmittelbar benachbart zur kodierenden Region des Tas2r114-Rezeptors ist die Sequenz des 
Bitterrezeptors Tas2r105. War durch das Ereignis der homologen Rekombination die nicht-
kodierende 3´-Sequenz des Tas2r114-Locus verändert und damit die 5´-gelegene Sequenz des 
Tas2r105 oder die Tas2r105-kodierende Sequenz selbst modifiziert? Sequenzanalysen der 
genomischen DNA von Nachkommen der Tas2r114-Linie zeigten, dass weder die kodierende 
Sequenz des Tas2r105-Rezeptors, noch der vorgelagerte Sequenzbereich bei homozygoten 
Tieren von Wildtyp-Mäusen abwich. Da das Stoppcodon des Tas2r114-Rezeptors nur 1672 bp 
von dem Startcodon des Tas2r105-Rezeptors entfernt liegt, konnte entsprechend der 
Sequenzanalysen jedoch nicht ausgeschlossen werden, ob die kodierende Region des 
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Tas2r114-Rezeptors Teil des Tas2r105-Promotors oder Bindungsstelle für regulatorische 
Elemente der Transkription ist. 

In-situ-Analysen für den Bitterrezeptor Tas2r105 von Tas2r114-Nachkommen zeigten, dass nur 
etwa halb so viele Tas2r105-exprimierende Zellen in Blätter- und Wallpapille(n) von 
homozygoten Nachkommen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren nachweisbar waren (vgl. Abb. 8.6). 
Quantitative Analysen meiner Kollegin Sandra Hübner (DIfE, persönliche Mitteilung) mittels 
Real-Time-PCR von isoliertem Zungenepithel der Wall- und Blätterpapille von je drei Mäusen 
beider Genotypen dieser Linie verdeutlichten, dass die Expression von Tas2r105 in 
homozygoten Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen um etwa ein Drittel reduziert war. Die 
Expressionslevel der Bitterrezeptoren Tasr102, Tas2r118, Tas2r119, Tas2r120, Tas2r131 und 
Tas2r138 sowie des G-Protein Gustducins, die nicht unmittelbar in der Nähe des Tas2r114-
Locus lokalisiert sind, waren hingegen unbeeinträchtigt und wiesen keine Unterschiede 
zwischen beiden Genotypen auf. 

Auf Grund der Sequenz- und quantitativen Expressionsanalysen ist es sehr wahrscheinlich, 
dass die Sequenz des Tas2r114-Rezeptors Teil des Tas2r105-Promotors ist und/oder 
regulatorische Bindungsstellen für den Rezeptor enthält. 

Auch muss im weiteren Verlauf der Charakterisierung der Tas2r114Opsin sws-Tiere die Expression 
von Tas2r104 genauer betrachtet werden, da die kodierende Region dieses Rezeptors 
unmittelbar dem Tas2r105- und Tas2r114-Locus folgt und damit auch dessen Promotorbereich 
und Expression durch die Manipulation des Tas2r114-Locus beeinträchtigt sein könnte. 

Auf Grund jener Beobachtungen ist in den funktionellen Analysen nicht nur mit einer 
Beeinträchtigung bei der Wahrnehmung von Liganden des Bitterrezeptors Tas2r114, sonder 
auch eine reduzierte Wahrnehmung von Bitterstoffen, die über Tas2r105 vermittelt werden, zu 
erwarten. Entsprechend der zuvor von Mueller und Kollegen/innen erhobenen Daten von 
Tas2r105-Knockout-Mäusen ist dabei mit einer herabgesetzten Sensitivität gegenüber 
Cycloheximid zu rechnen (Mueller et al., 2005). Beeinträchtigungen gegenüber weiteren 
Bitterstoffen wurden in den von ihnen durchgeführten Verhaltensexperimenten jedoch nicht 
beobachtet. Führt die starke Reduktion der Tas2r105-Expression, trotz eines umfangreichen 
Aktivierungsspektrum (vgl. Abb. 4.5), wirklich nur zur einer Veränderung in der Detektion von 
Cycloheximid?

Im visuellen System führt die Zerstörung der kodierenden Opsin-sws-Region zu einer 
Steigerung der Opsin-mws-Expression (Daniele et al., 2011). Gibt es eine solche 
Gegenregulation auch bei Bittergeschmacksrezeptoren? Generell ist sehr wenig über die 
Regulation der Expression von Geschmacksrezeptoren bekannt. Einzig für den Bitterrezeptor 
Tas2r138 konnte eine SREBP-2-abhängige Transkription beobachtet werden (Jeon et al., 
2008). Die SREBP-Aktivität steht dabei in einem direkten, negativ  korrelierten Verhältnis zu 
Cholesterol. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass Pflanzen einen hohen Gehalt an 
Bitterstoffen und Toxinen aufweisen, jedoch arm an Cholesterol sind, würde dies gut zur 
Annahme passen, dass der Körper seine Sensitivität gegenüber Bitterstoffen bei erhöhtem 
Konsum von pflanzlichem Material steigern kann.
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Zusammengefasst kann festgehalten werden, dass für alle modifizierten ES-Zellen fertile 
Chimäre gewonnen werden konnten, die Grundlage für die Generierung der stabiler Mauslinien 
waren. Allen drei erzeugten Linien war die Entfernung der Selektionskassette gemein, die 
unerwartete Nebeneffekte auf Grund eines zusätzlichen Promotors hätte bedeuten können. 
Expressionsstudien per RT-PCR, In-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie belegten die 
erfolgreiche Integration der Opsine in das Genom der Mäuse, die mit dem Verlust jeweils eines 
Geschmacksrezeptors einher ging. Die Lichtsensitivität der Geschmacksrezeptorzellen sowie 
die Beeinträchtigungen der Geschmackswahrnehmung durch den Rezeptor-Knockout werden 
in nachfolgenden Analysen umfassend untersucht. 

Hierfür sind die Erfassung von Ableitungen gustatorischer Nerven bei Applikation von 
G e s c h m a c k s - u n d L i c h t s t i m u l i s o w i e C a l c i u m - I m a g i n g - E x p e r i m e n t e m i t 
Geschmacksknospenzellen der genetisch veränderten Mausmodelle geplant. Ergänzt werden 
sollen diese Analysen durch Verhaltenstest. Mit ihnen soll überprüft werden, ob bspw. die 
Belichtung der Zunge und der Mundhöhle der homozygoten Tas2r114Opsin sws-Maus mit UV-Licht 
vergleichbare Verhaltensweisen bedingt, wie sie bei der Aufnahme von Bitterstoffen 
beschrieben wurden (Grill & Norgren, 1978; Travers et al., 2007). Ist dies der Fall, sollte die 
Stimulation mit Licht die Expression von immediate early genes auslösen, die in gustatorischen 
Hirnarealen visualisiert werden können (Harrer & Travers, 1996; Guzowski et al., 2001; 

Tzingounis & Nicoll, 2006; Montag-Sallaz & Montag, 2003).

Sollte in diesen Experimenten die Funktionalität der Opsine im gustatorischen System bestätigt 
werden, wären im Verlauf dieser Doktorarbeit Mausmodelle generiert worden, die es 
ermöglichen würden gustatorische, neuronale Netzwerke und Hirnareale zu identifizieren, die 
auf einen reinen geschmacks- und qualitätsspezifischen Stimulus zurückzuführen wären.

Weiterhin soll im Zuge der Verhaltensexperimente mittels Kurzzeit-Präferenz-Tests am 
Lickometer der Einfluss des Geschmacksrezeptor-Knockouts – insbesondere für Tas2r114 – auf 
die Geschmackswahrnehmung überprüft werden. Die zuvor erhobenen In-vitro-Daten zur 
Akt iv ierung von Bit terrezeptoren der Maus werden die Interpretat ionen der 
elektrophysiologischen Messungen und Verhaltenstests erleichtern und bilden damit eine 
wesentliche Grundlage für die Planung und Auswertung nachfolgender Analysen. 

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !      Diskussion

157



6 Zusammenfassung
Die Wahrnehmung von Geschmacksempfindungen beruht auf dem Zusammenspiel 
verschiedener Sinneseindrücke wie Schmecken, Riechen und Tasten. Diese Komplexität der 
gus ta tor ischen Wahrnehmung erschwer t d ie Beantwor tung der Frage w ie 
Geschmacksinformationen vom Mund ins Gehirn weitergeleitet, prozessiert und kodiert werden. 

Die Analysen zur neuronalen Prozessierung von Geschmacksinformationen erfolgten zumeist 
mit Bitterstimuli am Mausmodell. Zwar ist bekannt, dass das Genom der Maus für 35 
funktionelle Bitterrezeptoren kodiert, jedoch war nur für zwei unter ihnen ein Ligand ermittelt 
worden. Um eine bessere Grundlage für tierexperimentelle Arbeiten zu schaffen, wurden 16 der 
35 Bitterrezeptoren der Maus heterolog in HEK293T-Zellen exprimiert und in Calcium-Imaging-
Experimenten funktionell charakterisiert. Die Daten belegen, dass das Funktionsspektrum der 
Bitterrezeptoren der Maus im Vergleich zum Menschen enger ist und widerlegen damit die 
Aussage, dass humane und murine, orthologe Rezeptoren durch das gleiche 
Ligandenspektrum angesprochen werden. Die Interpretation von tierexperimentellen Daten und 
die Übertragbarkeit auf den Menschen werden folglich nicht nur durch die Komplexität des 
Geschmacks, sondern auch durch Speziesunterschiede erschwert. 

Die Komplexität des Geschmacks beruht u. a. auf der Tatsache, dass Geschmacksstoffe selten 
isoliert auftreten und daher eine Vielzahl an Informationen kodiert werden muss. Um solche 
geschmacksstoffassoziierten Stimuli in der Analyse der gustatorischen Kommunikationsbahnen 
auszuschließen, sollten Opsine, die durch Licht spezifischer Wellenlänge angeregt werden 
können, für die selektive Ersetzung von Geschmacksrezeptoren genutzt werden. 

Um die Funktionalität dieser angestrebten Knockout-Knockin-Modelle zu evaluieren, die eine 
Kopplung von Opsinen mit dem geschmacksspezifischen G-Protein Gustducin voraussetzte, 
wurden Oozyten vom Krallenfrosch Xenopus laevis mit dem Zwei-Elektroden-
Spannungsklemm-Verfahren hinsichtlich dieser Interaktion analysiert. 

Der positiven Bewertung dieser Kopplung folgte die Erzeugung von drei Mauslinien, die in der 
kodierenden Region eines spezifischen Geschmacksrezeptors (Tas1r1, Tas1r2, Tas2r114) für 
einen Photorezeptoren kodierten. Durch RT-PCR-, In-situ-Hybridisierungs- und 
immunhistochemische Experimente konnte der erfolgreiche Knockout der Rezeptorgene und 
der Knockin der Opsine belegt werden. 

Der Nachweis der Funktionalität der Opsine im gustatorischen System wird Gegenstand 
zukünftiger Analysen sein. Bei erfolgreichem Beleg der Lichtempfindlichkeit von 
Geschmacksrezeptorzellen dieser Mausmodelle wäre ein System geschaffen, dass es 
ermöglichen würde gustatorische, neuronale Netzwerke und Hirnareale zu identifizieren, die auf 
einen reinen geschmacks- und qualitätsspezifischen Stimulus zurückzuführen wären.
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8 Anhang

8.1 Geschmacksstoffe

Tab. 8.1. Zuordnung von Substanzklassen und LD50-Werten (Chem ID plus; http://toxnet.nlm.nih.gov) 
zu den verwendeten Geschmacksstoffen. n, natürlich; s, synthetisch; *, lichtempfindlich; !, sofern nicht 
anders angegeben

BitterstoffeBitterstoffe CAS-   
Nummer n/s

SubstanzklasseSubstanzklasse Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

CAS-   
Nummer n/s

Klasse Untergruppierung

Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

Absinthin

Acesulfam K

Acetylpyrazin

Allylisothiocyanat

Aloin

Amarogentin

D-Amygdalin

Andrographolid

Androsteron

Arborescin

Arbutin

Arglabin

Aristolochiasäure

Ascorbinsäure

Atropin

Azathioprin

Bacitracin

Berberin

Betain

Biotin

Brucin

Campher

"-Carotin

Cascarillin

Chininsulfat

Chloramphenicol

Chlorhexidin

Chlorogensäure

1362-42-1 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,10 DMSO

55589-62-3 s S-Verbindung Thiazin 10,00 kalt -

244-753-5 n Azabenol Pyrazin 1,00 kalt

57-06-7. n S-Verbindung Isocyanat 0,30 kochen* 308

 1415-73-2 n Anthracen Cascara 0,01 70°C* 200 (i.v.)

21018-84-8 n Terpenoid Monoterpen (Iriodid) 1,00 DMSO

 29883-15-6 n Kohlenhydrat Glycosid 3,00 80°C 343

5508-58-7 n Terpenoid Diterpen 0,10 DMSO 11460 (i.p.)

53-41-8 n Steroid 17-Ketosteroid 0,001 DMSO

6831-14-7 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,10 DMSO

 497-76-7 n Kohlenhydrat Glycosid 30,00 kalt

84692-91-1 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,10 DMSO

313-67-7 n Alkaloid Phenanthren 0,01 kochen 55,9

 50-81-7 n Kohlenhydrat Zuckersäure 1,00 kalt 3367

51-55-8 n Alkaloid Tropan-Alkaloid 0,10 70°C* 75

446-86-6 s S-Verbindung Thionucleosid 0,30 80°C 2500
1405-89-6    

(Zinksalz) n Peptid Polypeptid 0,03 DMSO > 3750

633-65-8        
(Chlorid) n Alkaloid Chinolin-Alkaloid 0,01 80°C

> 29586  
(pures Berbe-

rin: 329)

107-43-7 n/s Ammoniak- 
Derivat (Amin)

Trimethylammoni-
um-Verbindung 3,00 kalt 830 (i.v.)

58-85-5 n Pyrrol Imidazol 1,00 kalt
414-273-38-0         

(N-Oxidhydrat) n Alkaloid Indol-Alkaloid 0,10 80°C 150 (pures 
Brucin)

76-22-2 n Terpenoid Monoterpen 1,00 70°C 1310

7235-40-7 n Terpenoid Carotinoid 0,01 DMSO*

10118-56-6 n Terpenoid Diterpen 0,10 DMSO

 130-95-0 n Alkaloid Chinchona-Alkaloid 0,01 80°C 800

 56-75-7 n Alkanol-     
Verbindung Nitrobenzen 0,30 80°C 1500

56-95-1           
(Acetat) s Ammoniak- 

Derivat (Amid) Biguanid 0,3 µM DMSO 2515

 327-97-9 n Phenol Carboxylsäure 1,00 kalt
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BitterstoffeBitterstoffe CAS-   
Nummer n/s

SubstanzklasseSubstanzklasse Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

CAS-   
Nummer n/s

Klasse Untergruppierung

Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

Chloroquin

Chlorpheniramin

Cnicin

Cobalamin

Coffein

Colchicin

Cortison

Costunolid

Coumarin

Creatinin

Crotalin

Cucurbitacin B

Cucurbitacin D

Cucurbitacin E

Cucurbitacin I

Curcumin

Cycloheximid
Denatonium-    
benzoat
Dentonium-      
saccharid
Dicumarol

Digitonin

Dimethylsulfon

Diphenidol

Docosahexaen- 
säure

Emetin

Epicatechin
Epigallocatechin-
gallat
Eriodictyol

Erythromycin

Ethylpyrazin

Falcarindiol

Folsäure

50-63-5       
(Diphosphat) s Qinolin Aminoquinolin 1,00 kalt 350

113-92-8 
(Chlorphenamin· 

Maleat)
s Pyridin Pheniramin 0,10 kalt 121

 24394-09-0 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,10 DMSO 452

13870-90-1 n Pyrrol Corrinoid 0,1 µM DMSO

58-08-2. n Alkaloid Xanthin-Alkaloid 1,00 kalt 127

 64-86-8 n Alkaloid Cholchicin-Alkaloid 3,00 kalt 5,89

53-06-5. n Steroid 17-Hydroxycortico-
steroid 0,003 DMSO

553-21-9 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,03 DMSO

91-64-5 n Pyran Benzopyran 0,30 80°C 196

 60-27-5 n Pyrrol Imidazol 3,00 kalt

315-22-0 n Alkaloid Pyrrol-Alkaloid 0,01 70°C

6199-67-3 n Terpenoid Triterpen 0,10 kochen 14

3877-86-9 n Terpenoid Triterpen 0,30 80°C 5

18444-66-1 n Terpenoid Triterpen 0,10 kochen 340

2222-07-1. n Terpenoid Triterpen 0,15 80°C 5

458-37-7 n Alkan Catechol 0,10 80°C > 2000

66-81-9 n Piperidin Carbonsäureimid 1,00 80°C 133

3734-33-6 s Ammoniak- 
Derivat (Amin)

quartäre Ammoni-
um-Verbindung 3,00 80°C 584 (Ratte)

90823-38-4 s Ammoniak- 
Derivat (Amin)

quartäre Ammoni-
um-Verbindung 3,00 70°C

66-76-2 n Pyran Benzopyran 0,001 70°C 233

11024-24-1 n Kohlenhydrat Herzglycosid 0,001 80°C 90

67-71-0 n Sulfon Sulfoxid 10,00 kalt 5000 (Ratte)

3254-89-5 
(Hydrochlorid) s Piperidin 0,01 90°C 400

 6217-54-5 n Lipid Omega-3-Fettsäure 0,03 DMSO keine Gefahr

316-42-7 
(Hydrochlorid) n Alkaloid Isoquinolin-Alkaloid 0,03 80°C 0,015

490-46-0 n Pyran Flavonoid 1,00 DMSO 1000 (i.p.)

989-51-5 n Pyran Flavonoid 0,01 kalt* 2170

552-58-9 n Pyran Flavonoid 0,01 DMSO

114-07-8. n Kohlenhydrat Makrolid 0,30 80°C 2580
13925-00-3                   
(2-Ethylpyrazin) n Azabenol Pyrazin 3,00 kalt

55297-87-5 n Lipid Polyacetylen 0,03 DMSO               
(1 h haltbar)

59-30-3 n Pteridin Pterin 0,30 kalt* 10000
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BitterstoffeBitterstoffe CAS-   
Nummer n/s

SubstanzklasseSubstanzklasse Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

CAS-   
Nummer n/s

Klasse Untergruppierung

Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

Genistein

Genistin

Ginkgolid A

Helicin

Humulon 

Indol-3-essigsäure

Indol-3-carbinol

Lidocain

Limonin

Naringin

Natriumbenzoat

Neohesperidin

Nicotin

Noscapin

Ouabain

Pantothensäure

Papaverin

Parthenolid

Phenanthrolin

Phenyl-beta-D-  
Glucose            
Phenylethylisothio-
cyanat
Phenylthiocarbamid 
(PTC) 

Picrotin

Picrotoxinin

Pilocarpin

Progesteron
5-Propyl-2-thio- 
uracil 

6-Propyl-2-thio- 
uracil (PROP)

Pyridoxin

Pyrocatechin

 446-72-0 n Pyran Isoflavonoid 0,01 DMSO 500 (i.p.)

529-59-9 n Pyran Flavonoid 0,03 DMSO 2000 (i.p.)

15291-75-5 n Terpenoid Diterpen 0,30 DMSO

618-65-5 n Kohlenhydrat Glycosid 10,00 kalt

26472-41-3 n Cyclohexen 0,003 DMSO
6505-45-9 
(Natriumsalz) n Indol 1,00 kalt* 150 (i.p.)

700-06-1. n Indol 0,30 kalt*

137-58-6 s Ammoniak- 
Derivat (Amid) Acetanilid 0,03 80°C 220

 1180-71-8 n Terpenoid Triterpen 0,30 DMSO

10236-47-2 n Pyran Flavanon 0,01 90°C 2000       
(Ratte, i.p.)

532-32-1 s Carboxylsäure Benzolsäure 10,00 70°C 1600

13241-33-3 n Pyran Flavanon 0,10 kochen

54-11-5. n Alkaloid Pyridin-Alkaloid 0,10 kalt* 3,34
912-60-7 

(Hydrochlorid- 
hydrat)

n Alkaloid Isochinolin-Alkaloid 0,01 DMSO 853 (pures 
Noscapin)

 11018-89-6 n Kohlenhydrat Herzglycosid 3,00 80°C*
137-08-6                     

(D-Calciumsalz) n Aminosäure Alaninderivat 1,00 kalt 10

 61-25-6  
(Hydrochlorid) n Alkaloid Isoquinolin-Alkaloid 0,01 80°C* 130

20554-84-1 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,10 DMSO
5144-89-8 
(Monohydrat) s Phenanthren-Derivat 1,00 70°C

1464-44-4 Kohlenhydrat Glycosid 10,00 70°C 980 (i.p.)

2257-09-2. n S-Verbindung Isothiocyanat 0,03 80°C 700

 103-85-5                
(1-Phenyl-2-

Thiourea)
s S-Verbindung Phenythiourea 0,10 80°C 10

21416-53-5 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 1,00 70°C 135 (i.p.)

17617-45-7 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 1,00 70°C 8,98 (i.p.)
54-71-7     

(Hydrochlorid) n Alkaloid 1,00 kalt 200

57-83-0 n Steroid C21-Steroidhormon 0,003 DMSO 100 (i.v.)

2954-52-1 s Pyrimidin Thiouracil 0,10 70°C

51-52-5 s Pyrimidin Thiouracil 1,00 80°C
0,75 (Appli-
kationsort 

unbekannt)
58-56-0   

(Hydrochlorid) n Pyridin Picolin 1,00 kalt 5500

120-80-9 n Phenol Catechol 1,00 kalt 260
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BitterstoffeBitterstoffe CAS-   
Nummer n/s

SubstanzklasseSubstanzklasse Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

CAS-   
Nummer n/s

Klasse Untergruppierung

Konzen-
tration 
[mM] !

Lösungs-
beding-   
ungen

oral LD50               
[mg/kg KG 

Maus] !

Quassin

Resveratrol

Riboflavin

Salicin

Salicylsäure

Santonin

Sinigrin

Solanidin

!-Solanin

Spartein

Strychnin

Sucroseoctaacetat 
(SOA)

L-Sulforaphan

Tanninsäure

Tatridin A

Tatridin B
Taurin (Amino-   
ethansulfonsäure)

Taurocholsäure

Theobromin

Theophyllin

Thiamin

!-Thujon

Trigonellin

Xanthotoxin       
(Methoxsalen)

Yohimbin

76-78-8 n Terpenoid Triterpenlacton 0,30 kochen

501-36-0 n Phenol Stilben 0,01 DMSO

83-88-5 n Pteridin Flavin 0,01 µM DMSO 10000     
(Ratte)

138-52-3 n Kohlenhydrat Glycosid (Benzyl- 
alkohol) 10,00 kalt > 500 (i.p.)

69-72-7 n Phenol Phenolcarbonsäure 1,00 kurz 70°C 480

481-06-1. n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,10 DMSO* 900

3952-98-5 n Kohlenhydrat Glucosinolat/Senföl-
glycosid 1,00 70°C*

80-78-4 n Steroid Diosgenin 0,01 DMSO

20562-02-01. n Steroid Steroid-Alkaloid 0,001 DMSO
6160-12-9 

(Sulfat) n Alkaloid Quinolizin-Alkaloid 0,30 70°C 220 (pures 
Spartein)

66-32-0     
(Nitrat) n Alkaloid Indol-Alkaloid 0,03 kalt* 0,93 (pures 

Strychnin: 2 )

126-14-7 s Kohlenhydrat Glycosid 0,30 70°C > 5000   
(Ratte)

142825-10-3              
[(R)-Sulforaphan] n S-Verbindung Isothiocyanat 0,30 DMSO

1401-55-4 n Phenol Gerbstoffpolymer 0,10 kalt* 2000

41653-75-2 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,30 DMSO

41653-76-3 n Terpenoid Sesquiterpenlacton 0,30 DMSO

107-35-7 n S-Verbindung/
Alkan Sulfonsäure 100,00 kalt 7000

 145-42-6 
(Natriumsalz) n S-Verbindung/

Steroid Sulfonsäure 0,30 kalt 110 (Ratte, 
i.v.)

83-67-0 n Alkaloid Xanthin-Alkaloid 1,00 50°C 837

58-55-9 n Alkaloid Xanthin-Alkaloid 10,00 70°C 235
67-03-8                     

(Hydrochlorid) n S-Verbindung Thiazol 1,00 kalt* 8224

76231-76-0 n Terpenoid Monoterpen 0,30 70°C 500 (Ratte)

6138-41-6 
(Hydrochlorid) n Alkaloid 0,3 kalt

5000       
(Ratte, pures      
Trigonellin)

298-81-7 n Pyran Psoralen 0,1 kochen 423

65-19-0   
(Hydrochlorid) n Alkaloid Indol-Alkaloid 0,3 80°C 40
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8.2 Oligonukleotide

Tab. 8.2. Verwendete Oligonukleotide.

Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

Bestimmung des Ligandenspektrums muriner Bitterrezeptoren (Calcium-Imaging-Experimente)Bestimmung des Ligandenspektrums muriner Bitterrezeptoren (Calcium-Imaging-Experimente)Bestimmung des Ligandenspektrums muriner Bitterrezeptoren (Calcium-Imaging-Experimente)
Verbindungsstück zur 
Generierung eines pEAK10-
Leervektors for

EcoRI & NotI AATTCTGAGTGACTGACGC

Verbindungsstück zur 
Generierung eines pEAK10-
Leervektors rev

EcoRI & NotI GGCCGCCGTCAGTCACTCAG

Tas2r102 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGCGAATTCGCCACCATGAACATGGAATCTGTCC 
TTCACAACTTT  

Tas2r102 rev NotI TCAGCGGCCGCCCCTCATAGATTTGTTTGCAACA 
CAGAATACAC

Tas2r105 for MfeI & EcoRI GGCCAATTGGAATTCATGCTGAGTGCGGCAGAAG

Tas2r105 rev MfeI & NotI TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAAAGAACTT
TAATCCTTGCAGTACCTTTA

Tas2r108 for EcoRI AGGGGAATTCATGCTCTGGGAACTGTATGTATTTG 
TGTTTGC

Tas2r108 rev NotI TCAGCGGCCGCCCTTGTAGAAACAGAAAATCTTC
TTTGCTTTAGCTTTC

Tas2r109 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGCGAATTCGCCACCATGGAGCATCTTTTGAAGA 
GAACATTTGA 

Tas2r109 rev NotI TCAGCGGCCGCCTTTCACATAATTTGGCCTGCAT 
TTCAG 

Tas2r114 for MfeI & EcoRI; 
Kozak-Sequenz 

GGCCAATTGGAATTCGCCACCATGCTGAGCACAA 
TGGAAGGTGTC C

Tas2r114 rev MfeI & NotI TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCTGTGTCTCT
GAGTTCTTTACCATTCTCACAGC

Tas2r115 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGCGAATTCGCCACCATGTGTGCTGTTCTACGTA 
GCATACTGACA  

Tas2r115 rev NotI TCAGCGGCCGCCTGAATCCAAGGTTTTCTCACGC 
TTG

Tas2r118 for MfeI & EcoRI GGCCAATTGGAATTCGCCACCATGGTGCCAACGC 
AAGTCACCATC

Tas2r118 rev MfeI & NotI TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGGAAGGCT
CTGGGCTCCAGAACTG

Tas2r119 for MfeI & EcoRI; 
Kozak-Sequenz 

GGCCAATTGGAATTCGCCACCATGGAAGGTCATA
TGCTCTTCTTCCTCCA

Tas2r119 rev MfeI & NotI TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAGATGGCAT
TGTACAGGCTTCTGAGCA

Tas2r120 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

AGGGGAATTCGCCACCATGAATTTGGTAGAATGG
ATTGTTACCATCATAATGA

Tas2r120 rev NotI TCAGCGGCCGCCGCATCTCATCTGCCTCAGCAA 
CAACAG

Tas2r131 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGCGAATTCGCCACCATGTATATGATACTGGTAAG
AGCAGTATTTATAACTGGA

Tas2r131 rev NotI TCAGCGGCCGCCGTAAAGACTGGAGAATCTATGA 
AGGGAGAGG

Tas2r136 for MfeI; Kozak-   
Sequenz 

GGCCAATTGGCCACCATGAAATCACAGCCAGTGA 
CACAACAGC

Tas2r136 rev NotI TCAGCGGCCGCCAGGTTTCTTTTCTTTCAGCCAG  
AACCTTG

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !           Anhang
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Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

Tas2r138 for MfeI & EcoRI; 
Kozak-Sequenz 

GGCCAATTGGAATTCGCCACCATGCTGAGTCTGA
CTCCTGTCTTAACTGTGTC

Tas2r138 rev MfeI & NotI TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCGAGTGTCCT
GGGAGGAACCTTGTGG

Tas2r140 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGCGAATTCGCCACCATGAATGCTACTGTGAAGT
GTACATTATTAATCATCTT       

Tas2r140 rev NotI TCAGCGGCCGCCAGGACCTGGGAGTTCTGCAGC 
ATTAA 

Tas2r143 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGCGAATTCGCCACCATGCCCTCCACACCCACAT 
TGATC 

Tas2r143 rev NotI TCAGCGGCCGCCAAACCTCATCTTCAGGGCCTTT 
CTCAG 

Tas2r144 for EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGCGAATTCGCCACCATGGCAATAATTACCACAA
ATTCTGACTATTTTG 

Tas2r144 rev NotI TCAGCGGCCGCCCCTTTTAAGGTAAAGATGAACA 
TGGTGCTG 

Oozyten-ExperimenteOozyten-ExperimenteOozyten-Experimente

Opsin hRho für pGEHME5 
for

BamHI; Kozak-
Sequenz 

GGGGGATCCGCCACCATGAATGGCACAGAAGGC
CCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGG
GTG

Opsin hRho für pGEHME5 
rev XbaI GGGTCTAGATTAGGCCGGGGCCACCTGGCTCGT

CTCCGTCTTGGACACGGTA
mOpsin mws für pGEHME5 
for

EcoRI; Kozak-
Sequenz 

GGGGAATTCGCCACCATGTCAGGAGAGGATGAC
TTTTACCTGTTTCAG

mOpsin mws für pGEHME5 
rev HindIII GGGGGAAGCTTTCAGTGAGGGCCAACTTTGCTA 

GAAGAGA
mOpsin sws für pGEHME5 
for

BamHI; Kozak-
Sequenz 

GGGGGATCCGCCACCATGGCCCAAAGGCTTACA 
GGTGAACA

mOpsin sws für pGEHME5 
rev XbaI GGGTCTAGATTATGCAGGTGACACTGAAGAGACA 

GATGAGAC

Gustducin für pGEHME5 for MunI & KpnI;  
Kozak-Sequenz  

CAATTGGGTACCGCCACCATGGGAAGTGGAATTA
GTTCAGAGAGC 

Gustducin für pGEHME5 rev MunI & NotI CAATTGGCGGCCGCGAGAAAATAGTTGATTAGAA
AAGCCCACAGTC

PLC für pGEHME5 for HindIII & EcoRI AAGCTTGAATTCTCCACCATGTCTCTGCTCAACC
CTGTCCT

PLC für pGEHME5 rev HindIII & NotI AAGCTTGCGGCCGCTCAGAGGCGGCTCTCCTG

Generierung Tas1r1-MausGenerierung Tas1r1-MausGenerierung Tas1r1-Maus

hRho for AatII; Kozak-  
Sequenz 

GGGACGTCGCCACCATGAATGGCACAGAAGGCC
CTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGG
TG

hRho rev XhoI GGCTCGAGTTAGGCCGGGGCCACCTGGCTCGTC
TCCGTCTTGGACACGGTA

Linker zur Intergration von 
IRES-GFP-BGH in das 
Tas1r1-Konstrukt for

XhoI, PacI & 
PmeI TCGAGATGTTTAATTAATAGAGTTTAAACTGCTC

Linker zur Intergration von 
IRES-GFP-BGH in das 
Tas1r1-Konstrukt rev

XhoI, PmeI & 
PacI TCGAGAGCAGTTTAAACTCTATTAATTAAACATC

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment for 1 CTAGAGCGGACCGGTAAAA

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment for 2 ATAGATTATCTCCTGCTAAC

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !           Anhang
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Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment for 3 CAGCCTTGACATCGGAAGCG

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment for 4 AGGGCCTTAAGACTCTGGCT

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment for 5 AGTGCTGGGATTAAAGGTGT

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment for 6 CGGCAGCATCATCAACACGC

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment for 7 AGGTCCCACCCAGAGCCCTA

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment rev 1 GATGCCACAGCCATCCCTCT

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment rev 2 CAGACACCCTCTCTGTTGCA

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment rev 3 ATCATAATGGAGCCCAGAGG

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment rev 4 AGATCCCACTGAAAGTGAAA

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment rev 5 TGCACACCCATATGGCGATT

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment rev 6 TTGGCTAGTGTCTAACCTCG

Sequenzierung Tas1R1-5´-
Fragment rev 7 ACCTGCTTCCAGTCCCCGCC

Sequenzierung Tas1r1-5´-
Fragment/Rho for CTTCCTGCAGATAAAACAAA

Sequenzierung hRho for TGAAATTGCCCTGTGGTCCTT

Sequenzierung hRho rev TAGTAGTCGATTCCACACGAGCA

Sequenzierung hRho/ACN for AAGAACCCACTGGGTGACGATGA

Sequenzierung hRho II for GTGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAG

Sequenzierung hrGFP for AAGTACCCCGAGGACATCAGCGACTTCTTC

Sequenzierung hrGFP II for CTGCAGGAGATCATGAGCTTCAAGGTGAAC

Sequenzierung hrGFP rev ATGAAGTGGTACTCGGGGAAGTCCTTCACC

Sequenzierung hrGFP II rev ATGAAGAAGTCGCTGATGTCCTCGGG

Sequenzierung IRES CTTGTTGAATACGCTTAGGAGAGC

Sequenzierung ACN for 1 TAAAGCTCTGAGTGAGGGTGGA

Sequenzierung ACN rev 1 ACATACCCATTTCTGCTTAGGGC

Sequenzierung ACN for 2 ATGGTGCAAGTTGAATAACCGG

Sequenzierung ACN rev 2 GTGAAACAGCATTGCTGTCACT

Sequenzierung ACN for 3 TCGAGCGATGGATTTCCGTC

Sequenzierung ACN rev 3 CTCTGACCAGAGTCATCCTAAA

Sequenzierung ACN for 4 TAATATTCAGTCGCCAGCCG

Sequenzierung ACN rev 4 GGGCCTCGTTCATGAATATT

Sequenzierung ACN for 5 CGTCAGAAAGAACACCCAAC

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !           Anhang
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Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

Sequenzierung ACN rev 5 TTGTTCAATGGCCGATCCCA
Sequenzierung ACN for 6 CAGGATCTCCTGTCATCTCA

Sequenzierung ACN rev 6 CCATGATATTCGGCAAGCAG

Sequenzierung ACN for 7 ATCGATCCGTCGATCGACA
Sequenzierung Tas1R1-3´-
Fragment/ACN rev TAGGCTCCTACTCCAGCTAGTT

Sequenzierung Tas1R1-3´-
Fragment for 1 AGCAGTGAAGCCGGTGTGA

Sequenzierung Tas1R1-3´-
Fragment for 2 ACACAGCCAGAGTGGAGTCTT

Sequenzierung Tas1R1-3´-
Fragment for 3 CCTTCAGGTGGCTTTTCAC

Sequenzierung Tas1R1-3´-
Fragment rev 1 CCAGCCTTCAGTTCCAACAT

Sequenzierung Tas1R1-3´-
Fragment rev 2 TGTTCAAGGCGCACTGGA

Sequenzierung Tas1R1-3´-
Fragment rev 3 ACATGGGAAGCCAGTGGTCT

Generierung Tas1r2-MausGenerierung Tas1r2-MausGenerierung Tas1r2-Maus

Verbindungsstück für pKO-
Scrambler-Vektor for

HpaI, AatII, BglII, 
AscI, BamHI, 
PmeI, SspI

AACGACGTCGAGAGATCTGGGCGCGCCAGGATC 
CGTTTAAACAAT

Verbindungsstück für pKO-
Scrambler-Vektor rev

SspI, PmeI, 
BamHI, AscI, 
BglII, AatII, HpaI

ATTGTTTAAACGGATCCTGGCGCGCCCAGATCTC 
TCGACGTCGTT

mOpsin mws for AatII; Kozak-  
Sequenz 

GGGACGTCGCCACCATGGCCCAAAGGCTTACAG 
GTGAACA

mOpsin mws rev BglII GGGAGATCTTTATGCAGGTGACACTGAAGAGACA 
GATGAGAC

mOpsin mws Korrektur-  
fragment for

AatII; Kozak-  
Sequenz GACGTCGCCACCATGGCCCAAAGGCTTA

mOpsin mws Korrektur-  
fragment rev NcoI TAAGCCTTTGGGCCATGGTGGCGACGTC

Tas1r2-5´-Fragment for HpaI GGCAGCGTTAACCAGGCTACCAGGGTAACATGA 
GATGACG

Tas1r2-5´-Fragment rev AatII GGGGGCGACGTCGCCAGCCAAGTAACAGCCTTA 
GACGATG

Tas1r2-3´-Fragment for AscI ATTAGTTGGCGCGCCACCCACCGCCTCAGCAGC 
AGA

Tas1r2-3´-Fragment rev BamHI GGGGGGGGATCCCTTTGAACTTGGATGTGGACC 
CTCACTCAC

Sequenzierung Verbindungs-
stück for CACTGCATTCTAGTTGTG

Sequenzierung Verbindungs-
stück rev CAGTTCGATGTAACCCACTC

Sequenzierung Tas1R2-5´-
Fragment for 1 CTCAGCTTCCTTTTGGTTG

Sequenzierung Tas1R2-5´-
Fragment for 2 GGCTGCATACCAGGTGTATG
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Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

Sequenzierung Tas1R2-5´-
Fragment rev 1 CTCAGATGTGGAATTGCCTC

Sequenzierung Tas1R2-5´-
Fragment rev 2 GAACTGAGATCGTACTGTGGCTG

Sequenzierung Tas1R2-3´-
Fragment for 1 CACCATAGATAGCAATGACAG

Sequenzierung Tas1R2-3´-
Fragment for 2 CTTTGAGGTTTCAGAAGCCCAG

Sequenzierung Tas1R2-3´-
Fragment rev 1 GACTGGCATTTATTGCGTACC

Sequenzierung Tas1R2-3´-
Fragment rev 2 GACCCATGATGCTCATCTGAC

Sequenzierung ACN siehe Tas1r1-Konstrukt

Generierung Tas2r114-MausGenerierung Tas2r114-MausGenerierung Tas2r114-Maus

Verbindungsstück für pKO-
Scrambler-Vektor for

XbaI, Acc651, 
AgeI; SacII, BglII, 
SalI, NotI, AatII

CTAGAATGGTACCTTACCGGTTAAATCCCGCGGA
ACTTGAGATCTATAGTCGACGATAATCGCGGCCG
CACGTTAAGACGT

Verbindungsstück für pKO-
Scrambler-Vektor rev

AatII, NotI, SalI, 
BglII, SacII, AgeI, 
Acc651, XbaI

CTTAACGTGCGGCCGCGATTATCGTCGACTATAG
ATCTCAAGTTCCGCGGGATTTAACCGGTAAGGTA
CCATT

mOpsin sws for SacII; Kozak- 
Sequenz 

GGGGGGCCGCGGGCCACCATGTCAGGAGAGGA
TGACTTTTACCTGTTTCAG

mOpsin sws rev BglII GGGAGATCTTCAGTGAGGGCCAACTTTGCTAGAA 
GAGA

Tas2r114-5´-Fragment for Acc651 GGGGTACCCTCTAGATTTAATTTTTCTTCCGGT

Tas2r114-5´-Fragment rev AgeI GACCGGTCTTTGTTGATCTTTAAAATGGCTT
Tas2r114-5´-Fragment 
(Punktmutations-PCR) for CTCACCTATGTGTGGTCCTTGAATACCAGAACATG

Tas2r114-5´-Fragment 
(Punktmutations-PCR) rev

CATGTTCTGGTATTCAAGGACCACACATAGGTGA 
G

Tas2r114-3´-Fragment for SalI GGGGTCGACAGTCTGGAACACATGCAATCTGGA 
ATT

Tas2r114-3´-Fragment rev NotI GCGGCCGGCGGCCGCAGTCGGAAAAATTGGCTA
TCTTCAGGAAATA

Sequenzierung Tas2R114-5´-
Fragment for 1

AAAGTTTCCAACCATGCCTCAGGGGTACATGTTC 
CACTATGTT

Sequenzierung Tas2R114-5´-
Fragment for 2

TGTAGAGCCTACCTCTAGCAGAAAGACAGGGCA 
TCAAGTGCG

Sequenzierung Tas2R114-5´-
Fragment for 3

ACTCATCTTTGCCTCCCTCTTGCCCTGTTGGCTG
TAAGTA

Sequenzierung Tas2R114-5´-
Fragment rev 1

TTCTCTGGCATCATAGCACTATTAACTCAGAATCA 
TACAA

Sequenzierung Tas2R114-5´-
Fragment rev 2

AGTTCCCTCTCCACACTGTAGGGCATTTCATCTTA 
GGTCC

Sequenzierung Tas2R114-5´-
Fragment rev 3

TGGAAACTTTTTGGGTGTATTCCTAAGAGTGGTAT 
TGCTG

Sequenzierung Tas2R114-3´-
Fragment for 1

AATCAGACAGAGAGGAGGTTCCCTCAAATAAACA 
GCTGGT

Sequenzierung Tas2R114-3´-
Fragment for 2

AATTTCTTCCTGTTTATATCTGTCACTCCTACTCAA 
CTAC
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Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

Sequenzierung Tas2R114-3´-
Fragment rev 1

TAATTTCCCCTCTGATACTATTTTGCATGTAATAAG 
TCTA

Sequenzierung Tas2R114-3´-
Fragment rev 2

GGTCTTATAAAATTCTAGTGAGTAAGCAAGAATAA 
TGGTG

Sequenzierung ACN siehe Tas1r1-Konstrukt

GenotypisierungGenotypisierungGenotypisierung
Tas1r1-Wildtyp-PCR for GAATCCACCTGGTTTCCATCCACGTC

Tas1r1-Wildtyp-PCR rev CTCTCAGGGTGACTTCAGTCTTTAGAGATGG

Tas1r1-Knockin-PCR for AAGTACCCCGAGGACATCAGCGACTTCTTC

Tas1r1-Knockin-PCR rev ATGAAGTGGTACTCGGGGAAGTCCTTCACC

Tas1r2-Wildtyp-PCR for GACACCAAATGAATGGATGAGGCTG

Tas1r2-Wildtyp-PCR rev TGAGGTGAGAGACGCTCTTCACGTT

Tas1r2-Knockin-PCR for GACACCAAATGAATGGATGAGGCTG

Tas1r2-Knockin-PCR rev CCCAGAACGAAGTAGCCATAGATTTGG

Tas2r114-Wildtyp-PCR for CCTCTTGCCCTGTTGGCTGTAAGTATGTC

Tas2r114-Wildtyp-PCR rev NotI GGCGCCGGCGGCCGCTCCAAAGTGAAATGATTA
ACAGGAAACATACA

Tas2r114-Knockin-PCR for CCTCTTGCCCTGTTGGCTGTAAGTATGTC

Tas2r114-Knockin-PCR rev TGACAACGTAGCGTTCAAAAGCCAGG

Southern-Blot-SondenSouthern-Blot-SondenSouthern-Blot-Sonden
Tas1r1-Southern Blot-Sonde I 
for GCATTGTGGTCTAAGGTGG

Tas1r1-Southern Blot-Sonde I 
rev AATCAAACGCCTGGTAACC

Tas1r1-Southern Blot-Sonde II 
for

AatII; Kozak-  
Sequenz 

GGGACGTCGCCACCATGAATGGCACAGAAGGCC
CTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAATGCGACGGG
TG

Tas1r1-Southern Blot-Sonde II 
rev XhoI GGCTCGAGTTAGGCCGGGGCCACCTGGCTCGTC

TCCGTCTTGGACACGGTA
Tas1r2-Southern Blot-Sonde I 
for TTCCCCGCCTGTCTGCTTTTCT

Tas1r2-Southern Blot-Sonde I 
rev TCCATGTGGACCCCAGGCAAAT

Tas1r2-Southern Blot-Sonde II 
for

AatII; Kozak-  
Sequenz 

GGGACGTCGCCACCATGGCCCAAAGGCTTACAG 
GTGAACA

Tas1r2-Southern Blot-Sonde II 
rev BglII GGGAGATCTTTATGCAGGTGACACTGAAGAGACA 

GATGAGAC
Tas2r114-Southern Blot- 
Sonde I for GGATCAGCCAGGATGTGTTGCTCTGA

Tas2r114-Southern Blot- 
Sonde I rev CCCTTCTCATGGTAGCAGCGTTAGGATTA

Tas2r114-Southern Blot- 
Sonde II for

SacII; Kozak- 
Sequenz 

GGGGGGCCGCGGGCCACCATGTCAGGAGAGGA
TGACTTTTACCTGTTTCAG

Tas2r114-Southern Blot- 
Sonde II rev BglII GGGAGATCTTCAGTGAGGGCCAACTTTGCTAGAA 

GAGA

! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !           Anhang
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Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

In-situ-SondenIn-situ-SondenIn-situ-Sonden
Gustducin for GTTTGAGCAAATCAACTGCCC

Gustducin rev TCATGCATTCTGTTCACCTCC

Tas1r1 for GGTCCATTTGTTCCTCTGTCTC 

Tas1r1 rev TATTGCACTGGATCCTTCTGTG

Tas1r2 for SalI CCCGTCGACATATAGCGCCATCACCGACAAGCTG 

Tas1r2 rev NotI GGCGCCGGCGGCCGCCAGGCTGGTCTCGTTAG
GCATGGG

Tas2r105 for MfeI & EcoRI; 
Kozak-Sequenz 

GGCCAATTGGAATTCGCCACCATGCTGAGTGCG 
GCAGAAGGC

Tas2r105 rev MfeI & NotI TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAAAGAACTT
TAATCCTTGCAGTACCTTTACAAAG

Tas2r114 for TGTGTTCCCTAAAACTCCCAGCATGG

Tas2r114 rev AAAAGCTCTCAGGGTCACATGCGTCT

Tas2r114 II for AAGTTTGCTAGACCAAGGGGCCTCTCTT

Tas2r114 II rev GGCGGTTCCTCAGAAAAGTGGACATACTAC

Rho I for CCTAACTTCTACGTGCCCTTCTCCAAT

Rho I rev AGTTGCTCATGGGCTTACACACCAC

Rho II for GTGTGGAATCGACTACTACACGCTCAAG

Rho II rev CCTCATCGTCACCCAGTGGGTTCTT

Opsin mws I for AatII; Kozak-  
Sequenz 

GGGACGTCGCCACCATGGCCCAAAGGCTTACAG 
GTGAACA

Opsin mws I rev TAAGGCCAGTACCTGCTCCAACCAAAGAT

Opsin mws II for AGACATCCTGTGGCCCAGACGTGTT

Opsin mws II rev BglII GGGAGATCTTTATGCAGGTGACACTGAAGAGACA 
GATGAGAC

Opsin sws I for SacII; Kozak- 
Sequenz 

GGGGGGCCGCGGGCCACCATGTCAGGAGAGGA
TGACTTTTACCTGTTTCAG

Opsin sws I rev TGACAACGTAGCGTTCAAAAGCCAGG

Opsin sws II for TAAACCCTTCGGCAGCATCCGCT

Opsin sws II rev BglII GGGAGATCTTCAGTGAGGGCCAACTTTGCTAGAA 
GAGA

hrGFP for SalI GGGGGGGTCGACGTGAGCAAGCAGATCCTGAA 
GAACACC

hrGFP rev NotI GGGGGGGCGGCCGCTTGCTCTTCATCAGGGTG 
CGCAT

PCR-Analysen auf genomischer DNA und cDNAPCR-Analysen auf genomischer DNA und cDNAPCR-Analysen auf genomischer DNA und cDNA
"-actin for TGGGAATGGGTCAGAAGGACTCCTATG

"-actin rev TCTTCATGAGGTAGTCTGTCAGGTCCCG

Tas1r1 for TCGCCTAGTAACGCCAAGCTGG

Tas1r1 rev GGTGCCACTCTCACTGTCCTTTCCTAAT

Tas1r2 for AGAGTTGCCAGCCTGGGCAAAT

Tas1r2 rev GAAAGTTGAGCACAGTGACCAG
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Oligonukleotid Schnittstellen & 
  Anmerkungen Primersequenz (5´→ 3´)

Tas2r105 for MfeI & EcoRI; 
Kozak-Sequenz 

GGCCAATTGGAATTCGCCACCATGCTGAGTGCG 
GCAGAAGGC

Tas2r105 rev MfeI & NotI TCCTCAATTGTCATCAGCGGCCGCCAAAGAACTT
TAATCCTTGCAGTACCTTTACAAAG

Tas2r114 for SalI CCCGTCGACACTATAACAGGAACAAGAAGCTCTC 
TAATATTGGC

Tas2r114 rev NotI GGCGCCGGCGGCCGCTCCAAAGTGAAATGATTA
ACAGGAAACATACA

mRho for [Poly(A)-RNA] GGCCCCAATTTTTATGTGCCCTTC

mRho rev [Poly(A)-RNA] GGTGAATCCTCCGAAGACCATGAAGA

hRho for AAGGCCCTAACTTCTACGTGCCCTT

hRho rev CAAAAGACTCGTTGTTGACCTCCGG

mOpsin mws for CCGGTTCATAAAGACATAGATAATGGGGT

mOpsin mws rev AGACATCCTGTGGCCCAGACGTGTT
mOpsin mws for 
[Poly(A)-RNA] CATCATTTCCTGGGAGAGATGGCTG

mOpsin mws rev 
[Poly(A)-RNA] TTGGAGGTAGCAGAGCACGATGATG

mOpsin sws for  SacII; Kozak- 
Sequenz 

GGGGGGCCGCGGGCCACCATGTCAGGAGAGGA
TGACTTTTACCTGTTTCAG

mOpsin sws rev TGACAACGTAGCGTTCAAAAGCCAGG
mGustducin alpha for 
[Poly(A)-RNA] GTTTGAGCAAATCAACTGCCC

mGustducin alpha rev 
[Poly(A)-RNA] TCATGCATTCTGTTCACCTCC

mTransducin alpha for 
[Poly(A)-RNA] GTACCTGAATTCAGGTGTGTCTCTTGCC

mTransducin alpha rev 
[Poly(A)-RNA] TGTCATATGCAGGTAGCAGGCTGGA

PLCb2 for 
[Poly(A)-RNA] TCCTCGAAGCACATTCCTGGACAA

PLCb2 rev 
[Poly(A)-RNA] AGGGTCTCGCTGCTTCTGATTGAT

hrGFP for AAGTACCCCGAGGACATCAGCGACTTCTTC

hrGFP rev ATGAAGTGGTACTCGGGGAAGTCCTTCACC

Sequenzierungsprimer für StandardvektorenSequenzierungsprimer für StandardvektorenSequenzierungsprimer für Standardvektoren
M13 for TGTAAAACGACGGCCAGT

M13 rev CAGGAAACAGCTATGACC

T3 AATTAACCCTCACTAAAGGG

T7 TAATACGACTCACTATAGGG

pcDNA5/FRT for CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG

pcDNA5/FRT rev (BGH) TAGAAGGCACAGTCGAGG

pcDNA5/FRT rev II GGAAAGGACAGTGGGAGTGGC

pEAK10 for AGCTTGGCACTTGATGTAATTCTCC
pEAK10 rev ACCTGTCCCGCCTTGAG
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8.3 In-situ-Sonden

Tab. 8.3. Verwendete In-situ-Sonden und ihre Hybridisierungs- und Waschkonditionen.

Sonden Sondenkonzentration 
[ng/ml]

RNAse-Konzentration 
[µg/ml]

Waschkonditionen

Gustducin 600 2 50°C; 0,4x SSC

Tas1r1 800 2 50°C; 0,4x SSC

Tas1r2 800 2 50°C; 0,4x SSC

Tas2r105 800 2 50°C; 0,4x SSC

Tas2r114 200 1 60°C; 0,4x SSC

Rho 800 1 50°C; 1x SSC

Opsin mws 800 1 50°C; 1x SSC

Opsin sws 800 1 50°C; 1x SSC

hrGFP 800 1 50°C; 1x SSC

8.4 Vektorkonstrukte
8.4.1 Bitterrezeptorplasmide

Tab. 8.4. Zugrundeliegende Bitterrezeptorsequenzen der Maus in Calcium-Imaging-Experimenten.

muriner Bitterrezeptor Rezeptor Accession number

1 Tas2r102 DBA*
2 Tas2r103 SWR**
3 Tas2r105 NM_020501.1
4 Tas2r108 NM_020502.1
5 Tas2r109 NM_207017.1
6 Tas2r114 NM_207019.1
7 Tas2r115 DBA*
8 Tas2r118 NM_207022.1
9 Tas2r119 MGI:2681253*/***

10 Tas2r120 NM_207023.1
11 Tas2r131 NM_207030.1
12 Tas2r136 NM_181276.1
13 Tas2r138 NM_001001451.1
14 Tas2r140 NM_021562.1
15 Tas2r143 NM_001001452.1
16 Tas2r144 NM_001001453.1

*    basierend auf Sequenzanalysen von Dr. Peng Shi
**   basierend auf Sequenzangaben von Jean-Pierre Montmayeur, Dijon, F
*** Sequenz basierend auf www.ensembl.org; mit einem non-synomynos SNP C/T im Vergleich
      zur in der NCBI-Datenbank hinterlegten Rezeptorsequenz.
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Tas2r102 (DBA)
ATGAACATGGAATCTGTCCTTCACAACTTTGCCACTGTACTAATATATGTGGAGTTTATTTTTGGGAATC
TGAGCAATGGATTCATAGTGTTGTCAAACTTCTTGGACTGGGTCATTAAACAAAAGCTTTCCTTAATAG
ATAAAATTCTTCTTACATTGGCAATTTCAAGAATCACTCTCATCTGGGAAATATATGCTTGGTTTAAAAGT
TTATATGATCCATCTTCCTTTTTAATTGGAATAGAATTTCAAATTATTTATTTTAGCTGGGTCCTTTCTAGT
CACTTCAGCCTCTGGCTTGCCACAACTCTCAGCATCTTTTATTTACTCAGAATAGCTAACTGCTCCTGG
CAGATCTTTCTCTATTTGAAATGGAGACTTAAACAACTGATTGTGGGGATGTTGCTGGGAAGCTTGGT
GTTCTTGCTTGGAAATCTGATGCAAAGCATGCTTGAAGAGAGGTTCTATCAATATGGAAGGAACACAA
GTGTGAATACCATGAGCAATGACCTTGCAATGTGGACCGAGCTGATCTTTTTCAACATGGCTATGTTCT
CTGTAATACCATTTACATTGGCCTTGATTTCTTTTCTCCTGCTAATCTTCTCTTTGTGGAAACATCTCCA
GAAGATGCAGCTCATTTCCAGAAGACACAGAGACCCTAGCACCAAGGCCCACAGGAATGCCTTGAGA
ATTATGGTCTCCTTCCTCTTGCTCTATACCATGCATTTCCTGTCTCTTCTTATATCATGGATTGCTCAAAA
GCATCAGAGTGAACTGGCTGATATTATTGGTATGATAACTGAACTCTTGTATCCTTCAGCCCACTCATT
CATCCTGATTCTAGGAAATTCTAAATTAAAGCAGGCTTCTCTTTGTATGCTGAGGCATTTGAGACGTAG
GCTGAAAGGAGAGAATATCACAACAGCATATAGCAACCAAATAACTAGCTTTTGTGTATTCTGTGTTGC
AAACAAATCTATGAGG

Tas2r103 (SWR)
ACGCGTAATGGTGTTGACAATAAGGGCTATTTTATGGGTAACATTGATAACTATTATAAGTCTGGAGTTT
ATCATAGGAATTTTAGGAAATGTATTCATAGCTCTCGTGAACATCATAGACTGGGTTAAAAGAGGAAAG
ATCTCTGCAGTGGATAAGACCTATATGGCCCTGGCCATCTCCAGGACTGGTTTTTTATTGTCACTAATC
ACAGGGTTCTTGGTATCATTATTGGACCCAGCTTTATTGGGAATGAGAACGATGGTAAGGCTCCTTACT
ATTTCCTGGATGGTGACCAATCATTTCAGTGTCTGGTTTGCAACATGCCTCAGTATCTTTTATTTTCTCA
AGATAGCTAATTTCTCAAATTCTATTTTCCTTGTTCTCAAATGGGAAGCTAAAAAAGTGGTATCAGTGAC
ATTGGTGGTATCTGTGATAATCTTGTTCATAAACATTATAGTCATAAACAAATTCACTGACAGACTTCAAG
TAAACACACTCCAGAACTGTAGTACAAGTAACACTTTAAAAGATTATGGGCTCTTTTTATTCATTAGCAC
TGGGTTTACACTCACCCCATTCGCTGTGTCTTTGACAATGTTTCTTCTGCTCATCTTCTCCCTGTGGA
GACATCTGAAGAATATGCGTCACAGTGCCACAGGCTCCAGAGATGTCAGCACAGTGGCCCACATAAA
AGGCTTGCAAACTGTGGTAACCTTCCTGTTACTATATACTGCTTTTGTTATGTCACTTCTTTCAGAGTCT
TTGAATATTAACATTCAACATACAAATCTTCTTTCTCATTTTTTTACGGAGTATAGGAGTAGCTTTTCCCA
CAGGCCACTCCTGTGTACTGATTCTTGGAAACAGTAAGCGGCCGC

Tas2r115 (DBA)
ATGTGTGCTGTTCTACGTAGCATACTGACAATCATTTTCATTTTGGAGTTCTTCATTGGAAATCTGGGG
AATGGATTCATAGCTCTGGTACAATGCATGGACTTACAAAAGAGAAGAACGTTCCCTTCAGCAGATCAT
TTCCTCACTGCTCTGGCCATCTCCAGGCTTGCTCTGATATGGGTTTTATTTCTAGATTCATTTCTGTTTA
TACAATCCCCATTACTGATGACTAGAAATACATTAAGACTGATTCAGACTGCCTGGAATATAAGCAATCA
TTTCCGTATATGGTTTGCTACCAGCCTCAGCATCTTTTATCTCTTCAAGATAGCCATTTTTTCTAACTATC
TTTTCTTCTACCTGAAGCGGAGAGTTAAAAGGGTGGTTTTGGTGACACTGCTGCTATCCATGATCCTT
TTGTTTTTTAATATATTTTTAGAAATCAAACATATTGATGTCTGGATCTATGGAACCAAAAGAAACATAACT
AATGGTTTGAGTTTGAACAATTTTTCAGAGTTTTCCAGGCTTATTTTAATTCCAAGTTTAATGTTCACATT
AGTACCCTTTGGTGTATCCTTGATAGCTTTCCTCCTCCTAATCTTTTCCCTTATGAAACATGTAAGGAAG
ATGCAGTACTACACCAAAGGATGCAAAGATGTCAGAACCATGGCCCACACCACAGCCCTGCAGACTG
TGGTTGCCTTCCTCCTATTATATACTACTTTCTTTCTGTCTCTAGTTGTGGAAGTTTCAACACTTGAAAT
GGATGAAAGTCTGATGCTTCTGTTTGCAAAAGTTACTATAATGATTTTTCCTTCCATCCACTCCTGTATT
TTCATTTTGAAACATAATAAGTTGAGACAGGACTTGCTTTCAGTACTGAAGTGGCTAAAGTATTGGTGC
AAGCGTGAGAAAACCTTGGATTCA
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Tas2r119 (C57BL/6)
ATGGAAGGTCATATGCTCTTCTTCCTCCTGGTTGTGGTAGTGCAGTTTTTAACTGGGGTCTTGGCAAA
TGGCCTCATTGTGGTTGTCAATGCCATCGACTTGATCATGTGGAAGAAAATGGCCCCACTGGATCTGC
TTCTTTTTTGCCTGGCAACTTCTCGAATCATTCTTCAATTGTGTATATTGTTTGCACAGCTGGGTCTATC
CTGTTTGGTGAGACACACGTTATTTGCTGACAATGTTACCTTTGTCTACATTATAAATGAACTGAGTCTC
TGGTTTGCCACATGGCTTGGTGTTTTCTACTGTGCCAAGATTGCTACCATCCCTCACCCACTCTTTCT
GTGGCTGAAGATGAGGATATCCAGGTTGGTGCCATGGCTGATCCTGGCATCTGTGGTCTATGTAACTG
TTACTACTTTCATCCATAGCAGAGAGACTTCAGAACTTCCTAAGCAAATCTTTATAAGCTTTTCTTCTAA
AAATACAACTCGGGTCAGACCAGCGCATGCCACACTACTCTCAGTCTTTGTCTTTGGTCTCACACTAC
CATTTCTCATCTTCACTGTTGCTGTTCTGCTCTTGTTGTCCTCCCTGTGGAACCACAGCCGGCAGATG
AGGACTATGGTGGGAACTAGGGAACCTAGCAGACATGCCCTCGTCAGTGCGATGCTCTCCATTCTGT
CATTCCTCATCCTCTATCTCTCCCATGACATGGTAGCTGTTCTGATCTGTACCCAAGGCCTCCACTTTG
GAAGCAGAACCTTTGCATTCTGCTTATTGGTTATTGGTATGTACCCCTCCTTACACTCGATTGTCTTAAT
TTTAGGAAACCCTAAGCTGAAACGAAATGCAAAAATGTTCATTGTCCATTGTAAGTGTTGTCATTGTGC
AAGAGCTTGGGTCACCTCAAGGAACCCAAGACTCAGTGACTTGCCAGTGCCTGCTACTCATCACTCA
GCCAACAAGACATCCTGCTCAGAAGCCTGTACAATGCCATCT
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8.4.2 Targeting-Konstrukte

Targeting-Vektor Tas1r1Rho-IRES-hrGFP

DTA-Fragment!          261-837 bp
Tas1r1-5´-Fragment       1212-5015 bp
Rho  ! !                  5028-6074 bp
IRES  !                  6093-6690 bp
hrGFP  !                  6702-7702 bp
ACN-Kassette              7732-11469 bp
Tas1r1-3´-Fragment   11473-13741 bp
 Amp R  !              13825-14612 bp

2

3

DTA-Fragment Amp R
ACN-
Kassette

Tas1r1-3‘-Fragment

IRES
hrGFP

Rho
Tas1r1-5´-Fragment

1

Tas1r2-3‘-Fragment
DTA-Fragment

mws
ACN-

Kassette Amp R
Tas1r2-5‘-Fragment

6

DTA-Fragment ACN-Kassette Amp R
Tas2r114-5‘-
Fragment

sws Tas2r114-3‘-Fragment

9

tACE-Promotorneo Amp RloxPloxP
Cre

RNA-Polymerase-II-
Promotor

13
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3

ACN-Selektionskassette (einzeln aufgeführt)

4
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5
Targeting-Vektor Tas1r2Opsin mws

DTA-Fragment!        261-837 bp
Tas1r2-5´-Fragment!    1205-2358 bp
Opsin mws ! !    2364-3443 bp
ACN-Kassette !    3445-7193 bp
Tas1r2-3´-Fragment     7208-9222 bp 
Amp R  ! !  9326-10113 bp

7

ACN-Selektionskassette (einzeln aufgeführt)

8

Tas1r2-3‘-Fragment
DTA-Fragment

mws
ACN-

Kassette Amp R
Tas1r2-5‘-Fragment

6
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8
Targeting-Vektor Tas2r114Opsin sws

DTA-Fragment!          261-837 bp
Tas2r114-5´-Fragment    1192-3612 bp
Opsin sws !                   3637-4677 bp
ACN-Kassette                 4679-8427 bp
Tas2r114-3´-Fragment  8442-10460 bp  
 Amp R  !               10681-11468 bp

10

DTA-Fragment ACN-Kassette Amp R
Tas2r114-5‘-
Fragment

sws Tas2r114-3‘-Fragment

9
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11

ACN-Selektionskassette (einzeln aufgeführt)

12
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Vektor pACN
loxP! !         682-714 bp
neo  ! !       742-1600 bp
RNA-Pol-II-
Promotor                1617-2322 bp
Cre !                  2338-3650 bp
tACE-Promotor       3651-4350 bp
loxP ! !     4357-4389 bp

! ! ! ! ! ! ! !            Amp R  ! !     5669-6526 bp

14

15

DTA-Fragment Amp R
ACN-
Kassette

Tas1r1-3‘-Fragment

IRES
hrGFP

Rho
Tas1r1-5´-Fragment

1

Tas1r2-3‘-Fragment
DTA-Fragment

mws
ACN-

Kassette Amp R
Tas1r2-5‘-Fragment

6

DTA-Fragment ACN-Kassette Amp R
Tas2r114-5‘-
Fragment

sws Tas2r114-3‘-Fragment

9

tACE-Promotorneo Amp RloxPloxP
Cre

RNA-Polymerase-II-
Promotor

13
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8.5 Funktionalität der In-situ-Sonden und Antikörper für Opsine

Abb. 8.1. RNA-Expressionsanalyse von Opsinen im Auge mittels In-situ-Hybridisierung. Zur 
Überprüfung der Funktionalität der Opsin-in-situ-Sonden wurden Gewebeschnitte des Auges von   
C57BL/6-Tieren untersucht. Die Hybridisierung von Augenschnitten (14 μm) mit antisense-(as)-Sonden 
für humanes Rhodopsin (Rho), Opsin medium wavelength sensitive (mws) und short wavelength 
sensitive (sws) führte zu deutlichen Markierungen in der äußeren Schicht der Retina. Die sense-(s)-
behandelten Schnitte blieben frei von Signalen. Maßstab: 20 μm.

Abb. 8.2. Immunhistochemischer Nachweis von Opsinen. Fluoreszenzaufnahmen von 
Kryopräparaten (14 μm) des Auges nach einer Antikörperfärbung gegen humanes Rhodopsin (Rho), 
Opsin mws (medium wavelength sensitive) und sws (short wavelength sensitive). Die Gewebeschnitte 
zeigten Markierungen von zellulären Strukturen im äußeren Segment der Retina. Diese konnten nicht bei 
Gewebeschnitten, die ohne Erstantikörper oder mit einem Antikörper-Blockierpeptid-Gemisch behandelt 
wurden, beobachtet werden. Maßstab: 20 μm.

swsRho mws

as

s

Maßstab: 20 μm.
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8.6 Gewebeanalysen der Mausmodelle
Für die PCR-Analysen des C57BL/6-Tieres und der genetisch veränderten Mäuse wurden 29 
Organe entnommen. Hierbei wurde zumeist das gesamte Organ (ggf. auch paarig) entnommen 
und aufgearbeitet. Abweichend hiervor wurde für Gewebe der Leber, Niere, Lunge und 
Oberschenkelmuskel verfahren. Für die RNA-Gewinnung dieser Gewebe wurde ausschließlich 
der rechte Leberlappen, die linke Niere, der linke Lungenflügel und der rechter 
Oberschenkelmuskel eingesetzt.
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Abb. 8.3. RT-PCR basierter Nachweis des Tas1r1-Knockouts und des Rhodpsin-hrGFP-Knockins 
in der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Linie im Vergleich zu C57BL/6. Nach Isolation der RNA aus 29 Geweben der 
C57BL/6 und heterozygoten bzw. homozygoten Tas1r1-Maus wurde diese in cDNA umgeschrieben und 
als „Template“ für die Amplifikation von "-Aktin, Tas1r1, Rho (Rhodopsin) und hrGFP (humanized renilla 
green fluorescent protein) herangezogen. Als Positivkontrolle diente genomische DNA der C57BL/6-
Maus. Abweichend davon wurde für die Rho-RCR cDNA des menschlichen Auges und humane 
genomische DNA eingesetzt, während für die hrGFP-PCR genomische DNA der Tas1r1Rho-IRES-hrGFP-Maus 
verwendet wurde. Die Visualisierung der PCR-Produkte erfolgte mittels Ethidiumbromid nach 
elektrophoretischer Auftrennung im 1 %igen Agarosegel. Die Amplifikation von cDNA bzw. genomischer 
DNA führte zu PCR-Fragmenten von 441 bp (cDNA) und 895 bp (genomisch) für "-Aktin, 375 bp (cDNA) 
und 754 bp (genomisch) für Tas1r1, 597 bp (cDNA) und 3584 bp (genomisch) für Rho und 368 bp für 
hrGFP. *, mit Ausnahme für die Rho-RT-PCR zeigt die Spur die Negativkontrolle (Wasser als Matrize), im 
Fall der Rho-RT-PCR ist das PCR-Produkt von cDNA des humanen Auges abgebildet, der die 
Wasserkontrolle folgt.
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Abb. 8.4. RT-PCR basierter Nachweis des Tas1r2-Knockouts und des Opsin mws-Knockins in 
Tas1r2Opsin mws-Maus im Vergleich zur C57BL/6-Linie. Nach Isolation der RNA aus Geweben der 
C57BL/6 und heterozygoten bzw. homozygoten Tas1r2Opsin mws-Maus wurde diese in cDNA 
umgeschrieben und als Template für die Amplifikation von "-Aktin, Tas1r2 und Opsin mws (medium 
wavelength sensitive) herangezogen. Die genspezifische Vervielfältigung führte zu PCR-Fragmenten von 
441 bp (cDNA) und 895 bp (genomisch) für "-Aktin, 912 bp (cDNA) und 2329 bp (genomisch) für Tas1r2 
und 383 bp (cDNA) und 3860  bp (genomisch) für Opsin mws. Als Positivkontrolle diente genomische 
DNA der C57BL/6-Maus. Die Illustration der PCR-Produkte erfolgte mittels Ethidiumbromid nach 
elektrophoretischer Auftrennung im 1 %igen Agarosegel.
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Abb. 8.5. RT-PCR basierter Nachweis des Tas2r114-Knockouts und des Opsin sws-Knockins in 
Tas2r114Opsin sws-Mäusen im Vergleich zur C57BL/6-Maus. Isolierte RNA aus Geweben der C57BL/6 
und einer heterozygoten bzw. homozygoten Tas2r114-Maus wurde in cDNA umgeschrieben und als 
Template für die Amplifikation von "-Aktin, Tas2r114 und Opsin sws (short wavelength sensitive) 
eingesetzt. Die Amplifikation von cDNA bzw. genomischer DNA führte zu PCR-Fragmenten von 441 bp 
(cDNA) und 895 bp (genomisch) für "-Aktin, von 535 bp für Tas2r114 und 400 bp (cDNA) bzw. 582 bp 
(genomisch) für sws. Als Positivkontrolle diente genomische DNA der C57BL/6-Maus. Die Illustration der 
PCR-Produkte erfolgte mittels Ethidiumbromid nach elektrophoretischer Auftrennung im 1 %igen 
Agarosegel.
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Abb. 8.6. RNA-Expressionsanalyse des Bitterrezeptors Tas2r105 in Nachkommen der         
Tas2r114Opsin  sws-Linie. Die Hybridisierung von Gewebeschnitten (14 μm) der Blätterpapille von (A) 
Wildtyp-Tieren und (B) homozygoten Tas2r114-Knockout-Tieren mit einer Tas2r105-antisense-Sonde 
führte in Abhängigkeit des Genotyps zu unterschiedlich vielen Markierungen in den Geschmacksknospen 
der Papille. Maßstab: 20 μm.

Maßstab: 20 μm.

A B
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