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Einleitung

1 Einleitung

Saugetiere haben im Laufe der Evolution drei verschiedene Sensorsysteme zur Wahr-
nehmung und Prifung ihrer chemischen Umwelt, sowie fur die Umwandlung dieser
Sinneseindriicke in spezifische Muster neuronaler Aktivitét, entwickelt.

Zum einen das Riechepithel, welches im hinteren oberen Bereich der Nasenhohle loka-
lisiert ist und zur Erkennung Kkleiner, fltchtiger chemischer Verbindungen dient. Des-
weiteren das Vomeronasalorgan (VNO) des Nasenseptums, das auf die Wahrnehmung
von Pheromonen spezialisiert ist. Schliefdlich das Geschmacksepithel, welches unmit-

telbar die chemischen Eigenschaften der aufgenommenen Nahrung Gberprift.

1.1 Anatomische Grundlagen der Geschmackswahrnehmung

Kdlliker (1855) erkannte, dass der Ort der Geschmackswahrnehmung Uber einen grof3en

Bereich innerhalb der Mundhdhle, sowie des Pharynx verteilt ist. Entgegen der Mei-

nung, freie Nervenendigungen seien fiir das Schmecken verantwortlich (Ubersicht bei

Baradi und Bourne, 1953), konnten Geschmacksrezeptorzellen, welche zu zwiebelarti-

gen, zeluldren Einheiten, den Geschmacksknospen (Caliculi gustatorii) zusammenge-

fasst sind, als erstes Glied in der Kette der Erkennung verschiedener Geschmacksstoffe
identifiziert werden (Kolliker, 1855; Murray, 1971). Beim Menschen sind zirka 2/3 die-
ser Geschmacksknospen in drei speziellen Papillen der Zunge untergebracht (siehe auch

Abbildung 1.3):

a) in den pilzférmigen Papillen (Papillae fungiformes), welche beim Menschen ver-
mehrt an Zungenrand und —spitze vorkommen. Da sie in der Regel nicht verhornt
sind, erscheinen sie al's mit blof?em Auge sichtbare rétliche Pinktchen auf dem Zun-
genruicken. Neben der Geschmacksempfindung sind sie auf3erdem an der Thermo-
und Mechanorezeption beteiligt.

b) in den Blattpapillen (Papillae foliatae), die beim Menschen nur undeutlich im hinters-
ten lateralen Teil der Zunge ausgebildet sind und dort eine Gruppe schrdg abwarts
verlaufender Rinnen bilden.

c) in den 7-12 -bei Mausen und Ratten hingegen nur einer- Wallpapillen (Papillae cir-

cumvallatae), die as die grofdten Papillen in einer Reihe unmittelbar vor dem Sulcus
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terminalis stehen. Am Grunde des Wallgrabens minden die von Ebnerschen Spuil-
drisen, serdse Drisen, die mit ihrem dinnflissigen Sekret den Wallgraben von Ge-

schmacksstoffen freispilen und Bindeproteine fur hydrophobe Geschmacksstoffe
sind.

Schleim/ Speichel .
Apikal {4

Basi-
lateral

A\ Heneser
Creschmackanery

mEnsonEchis

Crangline

Abbildung 1.1

Schemazei chnung einer Geschmacksknospe; aus Kinnamon und Cummings (1992)

DC= Dunkle Zelle (dark cell), LC= Helle Zelle (light cell), BC=Basalzelle, MC= Merkel-ghnliche Zelle
(zelltyp I11)

Etwa 1/3 der Geschmacksknospen befinden sich nicht auf der Zunge, sondern sind im



Einleitung

Bereich des weichen Gaumens, sowie der Epiglottis lokalisiert. Im Laufe des Lebens
nimmt die Gesamtzahl aller Geschmacksknospen stetig ab (Arey et al., 1935). Die In-
nervation der Geschmacksknospen der vorderen 2/3 der Zunge erfolgt durch den Nervus
intermediofacialis, im hintere Zungendrittel durch den Nervus glossopharyngeus (Her-
ness und Gilbertson, 1999). Die pharyngea angesiedelten werden durch den Nervus
vagus innerviert (Nelson, 1998).

Die Geschmacksknospen besitzen einen transversalen Durchmesser von 20-40 um und
eine Lange von 40-60 um (Herness und Gilbertson, 1999). Im apikalen Bereich befin-
det sich eine Geschmackspore, deren Durchmesser sich auf 4-10 um beléuft (Smon und
Roper, 1993). Basal erlauben Licken der Basallamina, die sogenannten Basalporen, den
Durchtritt fir Nervenfasern (Royer und Kinnamon, 1988). Diese stehen tiber Synapsen
mit den Geschmacksrezeptorzellen in Verbindung (Lindemann, 1996), oder entsenden
freie Nervenendigungen zwischen die einzelnen Zellen einer Geschmacksknospe. Als
Botenstoffe im synaptischen Spalt werden Acetylcholin, Serotonin und a-Dopa disku-
tiert (Azzali, 1997). Aufgebaut ist die Geschmacksknospe aus zirca 50-150 Zellen (Kin-
namon und Cummings, 1992), die sich in eine Gruppe von Geschmacksrezeptorzellen,
Stiitzzellen und Basalzellen (Roper, 1989) unterteilen 183. Die Lebensdauer einer Ge-
schmacksknospe betrégt zwischen 10-14 Tagen (Margolskee, 1993). Untereinander sind
die Zellen Uber Zonulae occludentes verbunden, die gewahrleisten, dass Geschmacks-
stoffe nur die in die Geschmackspore reichenden Mikrovilli einiger Geschmacksrezep-
torzellen, nicht aber tiefer gelegene Strukturen, erreichen (Kinnamon, 1996). Diese
Mikrovilli, welche zu einer Vergrof3erung der Zelloberflache fihren, werden mit den in
der Zellmembran liegenden Rezeptoren und lonenkandlen als das erste Glied der Ge-
schmackswahrnehmung angesehen (Kinnamon, 1996). Innerhalb der Geschmacksrezep-
torzellen lassen sich nach der von Farbman (1965), Murray (1971), Delay et al. (1986)
und Reutter und Witt (1993) begriindeten allgemein gebréuchlichen Nomenklatur vier
verschiedene Zelltypen unterscheiden (siehe Tabelle 1.1).
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Zdlltyp | Beschreibung | Haufigkeit | Zellaufbau Spezies | putative Fkt.

I Dunkle Zelle 65% apikaler Zellpol reicht in|Maus, Geschmackswahr-
G.p.; zahlreiche lange und|Hase nehmung  (wenn
dinne M.v., reich an Mikrofi- Synapse  vorhan-
lamenten; basaler Pol an B.l.; den), Sekretion
dunkles Protoplasma, [rER,
eingezogener Nucleus

Intermedidre <10% wie dunkle Zelle; Zytoplasma | Maus Geschmackswahr-

Zelle etwas heller nehmung  (wenn
Synapse  vorhan-
den)

Il Helle Zelle 20% apikaler Zellpol reicht in|Maus, Geschmackswahr-
G.p.; wenige kurze, dicke|Guinea |nehmung  (wenn
M.v.; basaler reicht nicht an| Schwein, | Synapse  vorhan-
B.l.; Protoplasma hell mit|Hase den)

Vacuolen, ER; grof3er, runder
Kern
11 Serotonerge <10% apikaler Zellpol reicht an|alle Geschmackswahr-

Zelle G.p., fenlen von M.v.; basaler nehmung;  event.
Zéellpol nicht an B.l.; Bindel Assoziation zu
von  Intermediérfilamenten; Merkel-Zellen der
Transportvesikel; rER; spe- Haut
zZiesverschiedene Kerne

v Basalzelle 5% runde Zellen entlang der B.l.; | ale Stammzellen
Intermediérfilamente  nahe
desKernes

Tabellel.1

Beschreibung der unterschiedlichen Geschmacksrezeptorzellen

G.p.= Geschmackspore, B.l.= Basallamina, M.v.= Mikrovilli, rER= raues endoplasmatisches Retikulum

modifiziert nach Lindemann (1996), Angaben Uber Mikrovilli ergénzt nach Hoéfer und Drenckhahn (1999)

1.2 Diefunf Geschmacksqgualitaten

(nach Gilbertson et al., 2000; Herness und Gilbertson, 1999; Kinnamon, 1996; Linde-
mann, 2001; Lindemann, 1996; Smith und Margolskee, 2001; Sewart et al., 1997)

Die grole Bandbreite an unterschiedlichsten Geschmacksstoffen wird im Menschen




Einleitung

Uber die funf bekannten Geschmacksqualitéten sauer, salzig, sf3, bitter und umami (der
Geschmack von Natrium-Glutamat) wahrgenommen. Es wird allgemein angenommen,
dass der Sitz der hierfir nétigen Rezeptoren und lonenkandle die in die Geschmackspo-
re reichenden Mikrovilli der Geschmacksrezeptorzellen sind.
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Abbildung 1.2

Schematische Darstellung der molekularen Vorgange der Signaltransduktion von Geschmacksstoffen;
Details siehe Text

modifiziert nach Gilbertson et al. (2000)
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1.2.1 lonenkanal-vermittelte Geschmackswahrnehmung

Sauer:

Saure Geschmacksstoffe, in Form von H*-lonen, strémen durch amilorid-abhangige
lonen-Kandle der (deg)/ENaC-Superfamilie. Dies fuhrt zu einem Verschlul? apikaler
K*-Kanale und somit zu einer Depolarisation des Membranpotentials der Geschmacks-
rezeptorzelle. Uber diesen Mechanismus der Depolarisation fihrt auch die durch Proto-
nen vermittelte Aktivierung von Kationen-Kanélen. Desweiteren tragt eine Veranderung
des intrazelluldren pH-Wertes, der direkt durch den H*-lonen-Einstrom hervorgerufen
wird dazu bel, einen Geschmacksstoff als,, sauer® wahrzunehmen.

L-Arginin hingegen aktiviert Glutamat-abhangige ionotrope Rezeptoren, welche durch-
lassig fur Kationen werden. Dies fuhrt zu einer Depolarisation des Membranpotentials
der Geschmacksrezeptorzelle und somit zur Offnung spannungsabhéngiger Ca?*-Kanéle.
Uber den Einstrom von Ca*-lonen erfolgt die Exozytose von Neurotransmittern in den
synaptischen Spalt.

Ahnlich dem molekularen Mechanismus der oben genannten sauren Geschmackswahr-
nehmung fiihrt der Einstrom von Na'-lonen durch Kanéle der (deg)/ENaC-Superfamilie
zu einer direkten Depolarisation der Zelle.

1.2.2 Rezeptor-ver mittelte Geschmackswahrnehmung

SuR:

Zuckerstoffe fuhren in Geschmacksrezeptorzellen zu einer G-Protein-abhangigen Akti-
vierung der Adenylatzyklase und dadurch zu einer Erhéhung von cAMP. Die Aktivie-
rung der Adenylatzyklase erfolgt Uber Bindung der a-Untereinheit des G-Proteins
Gustducin. Gustducin ist dem Transducin nahe verwandt (McLaughlin et al., 1992) und
spielt bei der Geschmackswahrnehmung von ,,sti3* und ,, bitter* eine entscheidene Rolle
(McLaughlin et al., 1992; Ruiz-Avila et al., 2001; Wong et al., 1996). Das vermehrt ge-
bildete cCAMP fuhrt Gber eine von Proteinkinase A abhéngige Phosphorylierung zum
VerschluR apikaler K*-Kandle. Zum anderen wird durch das cAMP ein Katione-
neinstrom (Na', Ca**) durch cAMP gesteuerte Kandle erreicht. Aus beiden Mechanis-

men resultiert eine Depolarisation des Membranpotentials mit Einstrom von Ca*-lonen
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aus dem extrazelluléren Raum und Freisetzung von Neurotransmittern in den synapti-
schen Spalt.

Kinstliche Sli3stoffe wie Saccharin und SC45647 fuhren 1Ps-vermittelt zu einer Frei-
setzung von intrazelluldr gespeicherten Ca?*-lonen und somit zu einer Neurotransmit-
terfreisetzung.

Bitter:

Bitterstoffe wie Denatoniumbenzoat oder 6-n-Propyl-2-thiouracil (PROP) fihren tber
die a-Untereinheit von Gustducin zu einer Aktivierung einer Phosphodiesterase. Hier-
aus ergibt sich eine Abnahme von intrazellularem cAMP und eventuell Gber die Aufhe-
bung einer durch zyklische Nukleotide (c(NMP) vermittelten Kanal-Blockade ein Ein-
strom von Ca’*-lonen in die Geschmacksrezeptorzelle. Die B- und y-Untereinheit von
Gustducin fuhrt wahrscheinlich tber eine Phospholipase C zu einer Erhdhung von 1P;
und somit zu einer Entleerung intrazellulérer Ca?*-Depots. Bel beiden Mechanismen
bewirken die Erhéhung von intrazelluldren Ca* und die Freisetzung von Neurotransmit-
tern aus der Zelle.

Andere bittere Geschmacksstoffe, wie Tetraethylammonium blockieren K*-Kanale und
flhren zu einer Depolarisation und Entleerung intrazelluldrer Ca?*-Speicher.

L-Glutamat fuhrt ebenfalls Gber G-Protein-gekoppelte Glutamatrezeptoren zu einer Ak-
tivierung der Phosphodiesterase und somit zu einer Abnahme des intrazellularen CAMP-

Spiegels.

Uber lange Zeit nahm man an, dass eine bestimmte Geschmacksqualitét auf der Zunge
nur in einem topographisch streng begrenzten Gebiet wahrgenommen werden kann.
Jede Geschmacksrezeptorzelle sollte nur fur die Rezeption einer Geschmacksqualitét
verantwortlich sein. Da sich zahlreiche Autoren noch auf dieses veratete Modell bezie-
hen und es auch zum Verstandnis dieser Arbeit beitragt, ist esin Abbildung 1.3 erwahnt
und erklart.

Neuere Studien belegten jedoch, dass diese exakte Lokalisation einzelner Orte der Ge-
schmackswahrnehmung nicht zutrifft (Lindemann, 1999; Smith und Margolskee, 2001)

und dass einzelne Geschmacksrezeptorzellen mehrere verschiedene Geschmacksstoffe
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wahrnehmen konnen (Adler et al., 2000; Caicedo und Roper, 2001; Gilbertson et al.,
2001; Lindemann, 2001).

vallala

‘ . circums-
]
)
|

Abbildung 1.3
Veraltete Darstellung der Vertellung der Geschmacksempfindungen auf der Zunge, nach der einzelne

Geschmacksgualitdten nur in bestimmten Bereichen der Zunge wahrgenommen werden. Diese Darstel-
lung ist nicht korrekt, da auf jeder Stelle des Zungenriickens alle Geschmacksqualitéten wahrgenommen
werden kénnen. Die Darstellung berticksichtigt nur Schwerpunktareal e bestimmter Qualitéten.

aus Hoon et al. (1999)
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1.3 Die T1R-Geschmacksrezeptorfamilie

Nach dem heutigen Stand der Forschung umfal3t die Gruppe der T1R drei unterschiedli-
che Geschmacksrezeptoren, namlich T1IR1 und T1R2 (Hoon et al., 1999), sowie T1R3
(Kitagawa et al., 2001; Max et al., 2001; Montmayeur et al., 2001; Sainz et al., 2001).
Sie gehoren zur Untergruppe 3 der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und zei-
gen somit eine enge Verwandtschaft zu anderen Mitgliedern dieser Familie: den Phero-
monrezeptoren V2R (Herrada und Dulac, 1997; Matsunami und Buck, 1997; Ryba und
Tirindelli, 1997), der Gruppe von Kalzium-empfindlichen Rezeptoren (CaSR) (Brown
et al., 1993), der GABAg-Rezeptorgruppe (Kaupmann et al., 1997), einer Gruppe von

Pheromonrezeptoren der Fische (Cao et al., 1998; Naito et al., 1998; Speca et al.,

1999), sowie mit einer Gruppe von metabotropen Glutamatrezeptoren (MGIUR)

(Chandhari et al., 2000; Nakanishi, 1992).

Folgende Charakteristika kennzeichnen die Familieder T1R's:

a) zwischen den DNA-Sequenzen von T1R1, T1R2 und T1R3 und denen anderer Ver-
tretern aus der GPCR-Gruppe bestehen Sequenzhomologie bis zu 30% (Hoon €t al.,
1999)

b) alle diese Rezeptoren zeichnen sich durch sieben transmembrandre Doméanen aus

c) der extrazellulére Bereich enthadlt neun konservierte Cystein-reiche Sequenzen (Oka-
moto et al., 1998)

d) der N-terminal gelegene extrazelluldre Abschnitt ist besonders grof3 und |&3t die
Funktion einer Ligandenbindungsstelle vermuten (Takahashi et al., 1993; Kunishima
et al., 2000).

Innerhalb der T1R-Rezeptorengruppe, welche auf DNA-Ebene durch sechs Exons co-

diert wird (Montmayeur et al., 2001), bestehen grof3e Aminosaure (AS)-Homologien.

Funf dieser Exons codieren den langen extrazelluldren Abschnitt der Rezeptoren. T1R1

und T1R2 besitzen eine AS-ldentitét von 40%, T1R1 und T1R3 von 32% und T1R2 mit

T1R3 von 30%. Die Sequenzhomologien von T1R1, T1R2 und T1R3 der Maus liegen

bezogen auf die der menschlichen Sequenzen bei ungefahr 70%.

Bisher konnte mittels In-situ-Hybridisierung, sowie der Anwendung von spezifischen

Antikorpern gegen die Rezeptoren T1R1, T1R2 und T1R3 Aussagen uber deren Vertel-
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lung in den einzelnen Geschmacksknospen der unterschiedlichen Geschmackspapillen
gemacht werden (siehe Tabelle 1.2). AulRerhalb der Zunge konnte unter Verwendung
dieser Techniken keiner der drei Geschmacksrezeptoren bislang gefunden werden.
T1R3-DNA jedoch wurde mittels RT- PCR auch im Hoden nachgewiesen (Kitagawa et
al., 2001), einem Organ welches auch andere Geschmacksrezeptoren (Matsunami et al.,
2000) und Geruchsrezeptoren (Ninomiya und Funakoshi, 1993) exprimiert. Welche
Funktionen diese Rezeptoren im Hoden besitzen ist noch unklar. Eventuell dienen sie

der Chemorezeption von Spermien.

Papillae circumvallatae | Papillae foliatae Papillae fungiformes
T1R1 <10% 10% 20- 30%
T1R2 20- 30% 20- 30% 5%
T1R3 24% 14% 15%

Tabelle1.2

Angaben Uber die mittels In-situ-Hybridisierung (ISH) detektierten positiven Geschmacksrezeptorzellen
in den verschiedenen Geschmackspapillen.

nach Hoon et al. (1999), Montmayeur et al. (2001)

Doppel-In-situ-Hybridisierungen unter der Anwendung von Antisense-Sonden spezi-
fisch fur T1R-Geschmacksrezeptoren sowie fur Gustducin, zeigten die in Tabelle 1.3

angegebenen Verteilungshaufigkeiten.

T1R1 T1R2 T1R3

Gustducin 15% / 20% 15% / 10% 10- 20% / 10%

Tabelle1.3

Angaben Uber die prozentuale Verteilung -bei Untersuchungen mittels Doppel-1n-situ-Hybridisierung- der
Coexpression von Gustducin und den einzelnen T1R-Geschmacksrezeptoren; die erste Zahlenangabe
bezieht sich auf die prozentuale Haufigkeit von T1R-Expression in Gustducin-positiven Geschmacksre-
zeptorzellen, die zweite auf die Haufigkeit von Gustducin in Zellen, die eine positive Reaktion fur die
jeweiligen Geschmacksrezeptoren zeigten.

aus Hoon et al. (1999), Montmayeur et al. (2001)
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Durch In-situ-Hybridisierung konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die beiden Rezepto-
ren TIR2 und T1R3 stets zusammen in einer Geschmacksrezeptorzelle der drei ver-
schiedenen Geschmackspapillen exprimiert werden. T1IR1 und T1R3 jedoch, wenn -
berhaupt, werden nur in den Zellen der Papillae fungiformes koexprimiert (Nelson et
al., 2001). T1R1 und T1R2 sind in einigen wenigen Rezeptorzellen zusammen expri-

miert.

Heute geht man davon aus, dass die T1R-Geschmacksrezeptorfamilie das erste Glied
bei der Geschmackswahrnehmung ,,sti3* darstellt. Dies widerlegt die von Hoon et al.
(1999) postulierte Vorstellung, der bezogen auf das topographische Zungenmodell (sie-
he Abbildung 1.3) und der Verteilungshaufigkeiten der Rezeptoren, T1R2 zu den Bitter-
Rezeptoren und nur T1R1 zu den Suf3-Rezeptoren zahit.

Diese These kann durch mehrere Forschungsergebnisse gestiitzt werden:

a) Alle drei T1R-Geschmacksrezeptoren haben ihren Genort bei der Maus auf dem kur-
zen Arm von Chromosom 4. Beim Menschen liegt dieser Ort auf Chromosom 1p36.
Dieser auch as,, Sac-Locus’ (englisch: saccharin preffering) bekannte Ort (Bachma-
nov et al., 1997; Blizard et al., 1999; Li et al., 2001) codiert fur die Unterscheidungs-
fahigkeit von verschiedenen sliRen Stoffen bel der Maus (Capeless und Whitney,
1995; Fuller, 1974; Lush, 1989; Lush et al., 1995). Li et al. (2001) stellte diese Be-
hauptung bezogen auf T1R1 jedoch in Frage.

b) Méuse, bel denen der T1R3- Rezeptor durch Austausch von sechs Aminosauren ver-
andert wurde, zeigten keinerlel Reaktion auf siiRe Geschmacksstoffe mehr (Mont-
mayeur et al., 2001; Nelson et al., 2001).

c) Alle drel Geschmacksrezeptoren der T1R-Familie kénnen der Untergruppe 3 der G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren zugeordnet werden, die bei der Geschmackswahr-
nehmung “sif3* eine entscheidende Rolle spielt (siehe auch Abschnitt 1.2).

1.4 Fragestellung

Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, die zu Dissertationsbeginn bekannten Ge-
schmacksrezeptoren T1R1 und T1R2 auf RNA-Ebene unter Anwendung der In-situ-
Hybridisierung (ISH) nachzuweisen.

11
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Desweiteren sollte versucht werden durch die molekularbiologische Herstellung von
T1R1- und T1R2-Fusionsproteinen Antigene fur die Generierung von Antikorpern ge-
gen diese beiden Rezeptoren zu erhalten.
Parallel hierzu sollten Antikdrper unter Anwendung von Peptiden gegen T1R1 und
T1R2 hergestellt werden.
Waéhrend Hoon et al. (1999) Peptid-Antikdrper nur gegen den intrazelluldr gelegenen C-
terminalen Abschnitt des Geschmacksrezeptors T1R1 und seinen Anti-Fusionsprotein-
Antikérper gegen einen Abschnitt des extrazelluldren N-terminalen Schwanzes des Re-
zeptors T1R2 richtete, sollten fir beide Rezeptoren sowohl Peptid-, als auch Anti-
Fusionsprotein-Antikorper gegen die extrazelluldre Doméne hergestel It werden.

Da das a-Gustducin, wie aus Tabelle 1.3 ersichtlich, zusammen mit T1R1 und
T1R2 in einer Geschmacksrezeptorzelle koexprimiert werden kann, auch im Magen
(Hofer et al., 1996) und im Pancreasgang (Hofer und Drenckhahn, 1998) nachgewiesen
werden konnte, sollte versucht werden, die beiden Geschmacksrezeptoren T1R1 und
T1R2 auch aufBerhalb des Zungengewebes und hier vornehmlich in Gewebe des

Gastrointesti naltraktes nachzuwei sen.
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2 Material und Methoden

2.1 Allgemeine LOsungen und Materialien

10x TBE-Puffer

108 g Tris

55 g Borsaure
9,3gEDTA

pH 8,3 einstellen

TE-Puffer 10 mM  TrissHCI, pH 8,0
1 mM EDTA, pH8,0
PBS 137 mM  NaCl
81 mM  NaHPO,
27 mM KCI
15 mM  KH;POy4 pH 7,4
LB-Medium 10 g Casein-Hydrolysat (Bacto-Tryptone)
5 g Hefe-Extrakt (Bacto-Y east)
10g NaCl
ad 11 mit H.O, pH 7,5 einstellen
LB-Agar 10g Casein- Hydrolysat (Bacto-Tryptone)

5 g Hefeextrakt (Bacto-Y east)
10g NaCl
159 Agar
ad 1 mit H,O, pH 7,5 einstellen

2.2 Lebendmaterialien

Tiere:

Kaninchen (Stamm New Zealand white)

Bakterienstdamme: E.coli DH5a, E.coli XL1-blue, E.coli BL21 (DE3) pLysS

E.coli JM 109

13
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2.3 Nukleinsauren

2.3.1 Plasmide

pGEM"-T Vector (Promega, Madison, USA)
Grol3e: 3003bp, Resistenz: Ampicillin

Dieser Vector erlaubt die Ligation von PCR-Produkten mit einem A-Uberhang und ent-

halt seine Multiple cloning site (MCS) zwischen einem T7- und SP6- Promotor.

pRSET A-Vector, pRSET B- Vector (Invitrogen, Leek, Niederlande)

Grole: 2939bp, Resistenz: Ampicillin

Diese Vectoren dienen al's eukaryontische Expressionsvectoren und enthalten eine durch
einen T7-Promotor begrenzte MCS. Unmittelbar vor der MCS befindet sich ein Poly-

His-Schwanz aus sechs Histidinen. Dieser wird zusammen mit der eingeflgten Sequenz
exprimiert und dient zur Aufreinigung und Detektion. Die Vectoren unterscheiden sich
in der unterschiedlichen Anordnung der gleichen Restriktionsendonukleasen und somit
in ihrem Leseraster (,,reading frame").

pGEX 4T-1 (Pharmacia Biotech, Freiburg)

Grole: 4969bp, Resistenz: Ampicillin

Dieser Vector dient ebenso als eukaryontischer Expressionsvector und enthédlt eine
durch einen T7-Promotor begrenzte MCS. Unmittelbar vor der MCS steht eine GST-
Sequenz, welche mitexprimiert wird und so zur Aufreinigung und Detektion dient.
pBluescript” 11 SK (+/-) (Startagene, La Jolla, USA)

Grole: 2958bp, Resistenz: Ampicillin

In der vorliegenden Arbeit dient dieser Vector as Ausgangsvector fir die Herstellung
der cRNA-Sonden bei der In-situ-Hybridisierung, da die enthaltene MCS von T3- und
T7-Promotoren begrenzt werden, welche spezifisch von T3-RNA- und T7-RNA- Poly-

merasen spezifisch erkannt werden.

2.3.2 Nukleinsaure-Gro6fienmar ker

100bp DNA Ladder (MBI Fermentas, St. Leon-Rot)
Ein vollstandiger Verdau von pMLX DNA durch Eco 1471 und Pvul erzeugt die fol-
genden Fragmente:
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1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 (Grofe in bp)
Fermentas-DNA-Marker (MBI Fermentas, St. Leon- Rot)

Ein vollsténdiger Verdau von A-Phage, Wildtyp durch Eco91l erzeugt die folgenden
Fraente:

8453, 7242, 6369, 5687, 4822, 4324, 3675, 2323, 1929, 1371, 1264, 702 (Grofe in bp)

2.4 Molekularbiologische M ethoden

24.1 DNA-Gewinnung

24.1.1 Plasmid-Miniprap

1,5 ml einer angeimpften Ubernachtkultur (3-5 ml LB-Medium mit selektionierendem
Antibiotikum) werden in ein Eppendorf-Reaktiosgeféld gegeben und fur ca. 1 min in
einer Eppendorf Tischzentrifuge abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das
Sediment in 100 pl GTE-Puffer resuspendiert. Anschlief3end werden 200 pl Na-
OH/SDS-L6sung hinzugefigt und der Inhalt einige Male vorsichtig invertiert und bel
RT stehengelassen, bis die Losung Klar ist (dieser Vorgang darf jedoch nicht langer als
5 min dauern). Nach Hinzuftigen von 150 pl KAc-L6ésung und erneutem Invertieren
wird der Ansatz fur 5-10 min auf Eis inkubiert. Nach erneutem Abzentrifugieren wird
der Uberstand in ein frisches Eppendorf-Reaktionsgefald gegeben. Anschlielfend werden
7/10 des Reaktionsvolumens an Isopropanol hinzugefigt und erneut bei RT fur 10-15
min inkubiert. Durch Zentrifugieren fir 15 min und Verwerfen des Uberstandes entsteht
ein DNA enthaltendes Pellet, welches mit 300 pl 70%-tigem EtOH gewaschen und er-
neut fur 10 min zentrifugiert wird. Das DNA-Pellet wird dann luftgetrocknet und in 50
pl TE oder TE-RNaseA aufgenommen.

GTE-Puffer:

50 mM Glucose; 25 mM Tris-HCI , pH 8,0; 10 mM EDTA, pH 8,0; RNaseA 10ul/ml

KAc-L6sung:

60 ml 5M Kalium-Acetat; 11,5 ml Eisessig; 28,5 ml H,O
NaOH/SDS-L ésung: (vor Gebrauch immer frisch ansetzen):
0,2 N NaOH; 1% SDS
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2.4.1.2 Plasmid-Minipraparation nach Qiagen

QIAprep Miniprep-Kit (Qiagen, Hilden)

1,5 ml einer Ubernachtkultur werden fur 10 min bei 6000 rpm zentrifugiert und das
Bakteriensediment in 250 ul Puffer P1 resuspendiert, anschliefRend mit 250 ul Puffer P2
versetzt und vorsichtig invertiert. Esist darauf zu achten, dass dieser Arbeitsschritt nicht
langer als 5 min in Anspruch nehmen darf. Nach der Zugabe von 350 pl Puffer N3 und
erneutem Invertieren, wird der Ansatz fir 10 min abzentrifugiert und der Uberstand in
eine bereitgestellte ,, QIAprep spin column® gegeben. Nach einem Zentrifugieren fir 1
min und Verwerfen des Durchflusses wird die Sdule mit 0,5 ml Puffer PB gewaschen.
Nach einminitigem Abzentrifugieren und Verwerfen des Durchflusses wird die Saule
mit 0,75 ml Puffer PE gewaschen. Nun wird erneut fur eine Minute zentrifugiert, der
Durchfluf verworfen und nochmals zentrifugiert, um sicher zu stellen, dass sémtlicher
Waschpuffer entfernt wurde. Anschlief3end platziert man die ,,QIA spin column® in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal3, pipettiert 50 pl H,O in das Zentrum der Saule und eluiert
mittels Zentrifugation fur 1 min die Plasmid-DNA.

Puffer P1:

50 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNaseA

Puffer P2:

200 mM NaOH; 1% SDS

Puffer N3:

3,0M Nac, pH 5,5

Puffer PB:

750 mM NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% Isopropanol; 0,15% Triton X-100

Puffer PE:
1 M NaCl; 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% | sopropanol

2.4.1.3 Plasmid-Grol3préparation nach Qiagen

QIAprep Maxiprep-Kit (Qiagen, Hilden)

Eine Ubernacht-Starterkultur (3-5 ml LB-Medium mit selektionierendem Antibiotikum)
wird zu 100 ml LB-Medium (Antibiotikum hinzugeben) gegeben und erneut als Uber-
nachtkultur wachsen gelassen. Die entstandene Grof3kultur wird in JA 10- Zentrifugen-
bechern 15 min bei 6000 rpm und 4°C in einer Beckmann-K tihlzentrifuge zentrifugiert.
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Daraufhin wird das Pellet in 10 ml Puffer P1 resuspendiert und mit 10 ml Puffer P2 ver-
setzt. Nach vorsichtigem mehrmaligen Invertieren (dieser Schritt darf nicht lénger als 5
min brauchen), wird der Ansatz mit 10 ml vorgekihltem Puffer P3 invertiert und for 15
min auf Eisinkubiert. Anschliefend folgt eine Zentrifugation fir 30 min. Der Uberstand
wird nun Uber einen Faltenfilter in eine mit 10 ml QBT &quilibrierte QUIAGEN-tip
500-Saule gegeben. Nach zweimaligem Waschen der Saule mit je 30 ml QC-Puffer
wird die Plasmid-DNA mit 15 ml QF-Puffer in ein JA 20- Réhrchen eluiert und mit
10,5 ml Isopropanol versetzt. Nach grindlichem Vermischen des Ansatzes wird dieser
bei 15000 rpm und 4°C erneut abzentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das DNA-
Pellet wird mit 70%-tigem EtOH gewaschen, luftgetrocknet und in 100 ul TE gel 6st.
Puffer P1:

50 mM TrigHCI, pH 8,0; 10 mM EDTA, pH 8,0; pH von 8,0 einstellen und RNaseA (f.c. 100ug/ml)
hinzugeben; Lagerung bei 4°C

Puffer P2:

200 mM NaOH; 1% SDS

Puffer P3:

3,0M KAc, pH 5,5

Puffer QBT:
750 mM NaCl; 50 mM MOPS; 15% | sopropanol; 0,15% TritonX-100; pH auf 7,0 einstellen

Puffer QC:
1,0 M NaCl; 15% Isopropanol; 50 mM MOPS; 0,15% TritonX-100; pH auf 7,0 einstellen

Puffer QF:
1, 25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 15% I sopropanol

2.4.1.4 DNA-Fragmentisolation aus Agar osegelen nach Genomed

JET QUICK Gel Extraction-Kit (Genomed, Bad Oyenhausen)

Unter UV-Licht (UV-Illuminator, Vetter GmbH, Wiesloch) wird die gewtinschte Ethi-
diumbromid geférbte Bande so exakt wie moglich mit sterilen Skalpellen aus dem Aga-
rosegel ausgeschnitten. Fir je 100 mg des herausgeschnittenen DNA-Fragmentes fiigt
man 300 pl Puffer L1 hinzu und inkubiert diesen Ansatz fur 15 min bei 50°C. Wéhrend
dieser Inkubation wird der Ansatz etwa alle 3 min kurz auf einem Vortex (Genie 2™;
Bender und Hobein AG, Zlrich, Schweiz) gemischt. Es ist darauf zu achten, dass

Gelstiicke mit einem Gewicht >300 mg ftr 20-30 min inkubiert werden missen, um ein
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vollstandiges Auflésen der Agarose zu erreichen. Deswelteren darf eine JETQUICK-
Saule nicht mit mehr as 400 mg schweren Agarosestiicken oder 700 pl Reaktionsansatz
beladen werden. Anschlief3end wird das Gemisch in eine JETQUICK- Sdule gegeben
und fur 1 min zentrifugiert. Ein erneuter Waschschritt mit 500 pl Puffer L1 ist ange-
zeigt, wenn das Gewicht des Agarosefragmentes 250 mg Uberschreiten sollte. Die Saule
wird nun mit 700 pl Puffer L2 beladen, 5 min stehen gelassen und abzentrifugiert. An-
schlief3end wird erneut fir eine Minute zentrifugiert und die DNA durch Zentrifugieren

far 2 min mit 50 pl H,O eluiert.

Puffer L1:

NaClQO,; Nac; TBE-solubilizer (néhere Angaben sind gesetzlich geschiitzt und konnten vom Hersteller
nicht in Erfahrung gebracht werden)

Puffer L 2:

167 mM NaCl; 0,33 mM EDTA; 33 mM TrigHCl; 30 ml EtOH; pH 7,5 einstellen

2.4.2 Renigungvon DNA

2421 7,5M Ammoniumacetatféallung

Zu der zu fallenden DNA-haltigen Losung werden 3/10 des Reaktionsansatzes 7,5 M
Ammoniumacetat hinzugefugt und anschlief3end mit 20/10 EtOH abs. (-20°C) versetzt.
Nach grundlichem Vermischen der Losungen wird diese fur 30 min auf Eis inkubiert
und danach fir 15 min abzentrifugiert. Nachdem das Pellet mit 70%-tigem EtOH gewa-
schen wurde, wird die DNA luftgetrocknet und in der gewtnschten Menge TE oder

H,O aufgenommen.

2.4.2.2 Phenol-Chlorofor m-I soamylalkohol-Extraktion (PCI)

Die DNA-haltige L6ésung wird mit gleichem Volumen eines Phenol-Chloroform-
Isoamylalkoholgemisches (25 : 24 : 1; Verwendung von TE-geséttigtem Phenol) ver-
setzt, grindlich gemischt und fir 5 min bel 12.000 g abzentrifugiert. Die im oberen Teil
des Ansatzes entstehende wassrige Phase wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal? tber-
fuhrt und erneut mit Chloroform-Isoamylalkohol vermengt und zentrifugiert.
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24.3 Analysevon Nukleinsauren

2.4.3.1 Konzentrationsbestimmung von DNA

Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren kénnen spektralphotometrisch auf der
Grundlage des Lambert-Behrschen Gesetzes (E= OD= | /I=e[t[d) ermittelt werden. Mit
Hilfe des Spektralphotometers Ultrospec Il (Pharmacia Biotech, Freiburg) bestimmt
man die Extinktion bei 260 nm und 280 nm. Die Konzentration 183 sich unter Anwen-
dung der folgenden Formel berechnen:

Proben-Konzentration= OD4gp [V erdiinnungsfaktor 0X pg/ ml

X entspricht (bei einer OD g von 1,0):
50 pg/ml dsDNA

40 pg/ml RNA oder ssDNA

20 pg/ml Oligonuklectide

Der Reinheitsgrad 18/ sich aus dem Quotienten OD,g / OD2go erschlieffen und sollte
bei >1,8 liegen, wéhrend Kontaminationen zu niedrigeren Werten fuhren. Als Refe-
renzwert der OD dient bei beiden Wellenldngen die Extinktion des jeweiligen reinen

Ldsungsmittels.

2.4.3.2 Agaroseelektrophorese von DNA

Zur elektrophoretischen Groéflenauftrennung von DNA-Fragmenten werden 0,8%-1%-
tige (w/v) Agarosegele verwandt (Agarose Ultrapure von Gibco, Paisley, Schottland).
Als Laufpuffer dient 1x TBE; bei Elutionsgelen, 1x TA. 1/5-1/10 der DNA-Probe wird
in ihrem jeweiligen Losungsmittel mit 6x Probenpuffer (PP) 5:1 verdinnt und in die
Geltaschen geladen. Die Elektrophorese erfolgt fir ca. 1h bei 70V. Anschlief3end wird
das Gel in einem Ethidiumbromidbad geférbt. Lange und Masse der einzelnen Ethidi-
umbromid-geféarbten Fragmente kénnen anschlief3end unter UV-Licht im Vergleich zu
einer Markerspur (2.3.2) bestimmt werden.

6xProbenpuffer:
1 mM EDTA, pH 8,0; 50% Glycerol; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol
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2.4.4 Modifikation von Nukleinsduren

2441 Restriktion von DNA-Sticken

Restriktionsendonukleasen vom Typ Il sind bakterielle Enzyme, die zwel korrespondie-
rende Phosphodiesterbindungen von dsDNA an palindromen Erkennungssequenzen
spalten und dabei ja nach Eigenschaft des Enzymes entweder ein 3'-OH- und ein 5'-
Uberhangendes Ende (,, sticky ends*) erzeugen oder ,,gerade” (,, blunt ends*) schneiden.
Die Restriktion von DNA erfolgt unter den vom Hersteller (MBI Fermentas, St. Leon-
Rot) angegebenen Puffer- und Temperaturbedingungen (in der Regel 37°C).
Zusammensetzung eines Standardverdaues:

DNA-Lo6sung 1-2 ug

10x Restriktionspuffer 1/10 Volumen
Restriktionsenzym 5 U/ug DNA
H.O ad mind. 10 pl

245 Polymerase-K etten-Reaktion (PCR)

2451 Standard-PCR

Um DNA-Abschnitte, welche zwischen zwei bekannten Sequenzbereichen liegen, zu
amplifizieren, gebraucht man im Rahmen der PCR-Reaktion die enzymatische Aktivitét
der Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus. (Diese Polymerase besitzt
keine Exonukleaseaktivitét, d.h. Korrekturlesen ist nicht moglich. Thr pH-Optimum liegt
bei 9, das Temperaturoptimum bei 75°C. Sie bendtigt Mg®* al's Cofaktor). Hierfir miis-
sen zundchst zwel geeignete Primer (,, Startersequenzen”) ausgewahlt werden. Von die-
sen ausgehend erfolgt dann die Amplifikation. Bei der Auswahl ist zum einen darauf zu
achten, dass sich die 3'OH-Gruppen der Primer ,, gegenliberstehen”, die Primer also in
unterschiedlicher, aufeinanderzulaufender Richtung verlangert werden. Zum anderen
sollte die Schmel ztemperatur der Primer anndhernd gleich sein, um Schwierigkeiten bei

der Wahl der Annealing-Temperatur zu umgehen, welche mit artifiziellen Veranderun-
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gen einher gehen konnte. Der Reaktionsablauf, welcher sich in einem Thermocycler
(Perkin EImer, Norwalk, USA) vollzieht, gliedert sich in drel Teile, welche in jedem
Zyklus wiederholt werden. Am Anfang eines jeden Zyklusses steht die Denaturierung
der DNA-Probe (i. d. Regel bel 94°C), der der Schritt der Anlagerung der Primer folgt.
Die Temperatur dieses zweiten Schrittes richtet sich nach den Schmelztemperaturen der
Primer (s. oben). Nach der Anlagerung wird in einem dritten Schritt die DNA-Kette
verlangert. Dieser Schritt der PCR lauft bei 70-72°C ab.

Standardansatz einer PCR- Reaktion (in der Regel 50 pul):

dNTP (je 10 mM von jedem Nukleotid) 1l
10x PCR- Puffer 5l
MgCl, (Ausgangskonzentration 15 mM) 5ul
,uUpper- Primer* (Ausgangskonzentration 25| 1 pl
pmol/ul)

,Lower- Primer* (Ausgangskonzentration 25| 1 pl
pmol/ul)

DNA-Matrize (1ng/ul) 1l
Tag-Polymerase (1U/pl) 1l
H20 35 pl

Esist darauf zu achten, dass die Tag- Polymerase erst bel Erreichen der Anfangstempe-
ratur von 94°C hinzugeftgt wird (hot start).

Eingesetzte Primer:
T1R1-pGEX-A 5>GAATTCATGCTCTTCTGG GCT GCT CAC <3
T1R1-pGEX-B 5>CTCGAGTCA CAT GACCTCCACCTGGTGCCG<F
T1R2-pGEX-A 5> GAA TTCATG GGT CCC CAG GCA AGG ACA <3
T1R2-pGEX-B 5>CTC GAG TCA CAG CTG CAC CAT GGC CTC GAT <3
T1R1-pRSET A-A 5> GCTA GCT AGCATGCTCTTC TGG GCT GCT CAG <3
T1R1-pRSET A-B 5> GCCG GAA TTC TCA CGA CCT GAA GAA CAC TCT
AGC CAG<3
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T1R2-pRSET A-A 5> GCTA GCT AGC ATG GGT CCC CAG GCA AGG
ACA <3

T1R2-pRSET A-B 5> GCCG GAA TTC TCA GAC CAC GCG CTC CCC CGA
AAG <3

2452 Linker-PCR

Die Linker-PCR, als eine Abwandlung der PCR zu betrachten, enthdlt in ihren Primer-
sequenzen, neben der zur DNA-Matrize homologen Sequenz, zusétzlich noch ein Matri-
zen fremdes Motiv. Bel diesem handelt es sich um eine Erkennungssequenz fir eine
Restriktionsendonuklease (2.4.4.1), die ansonsten in der DNA-Matrize nicht schneidet,
fUr eine anschlief3ende Ligation (2.4.6) aber von Noten ist.

2.4.6 Ligation von DNA-Stiicken

Unter Ligation versteht man die Verknlpfung zweier DNA-Fragmente. Dies geschieht

ublicherweise durch die T4-Ligase.

24.6.1 Standard-Ligierung

Allgemeiner Ansatz (in der Regel 10 pl):

Vector-DNA 100 ng
zu klonierende DNA >300 ng
10x Ligationspuffer 1 ul
T4-Ligase 1 ul
H.O ad 10 pl

Ansatz Uber Nacht bel 16°C reagieren lassen.

2.4.6.2 Ligation von PCR-Amplifikaten mittels T-Vector nach Promega

pPGEM"-T Vector Systems (Promega, Madison, USA)

Dieser Klonierungsvector, der an seinem Ende einen 3'-Thymidintriphosphattiberhang
tragt, macht sich die fast 100%-tige Eigenschaft der Tag-Polymerase (2.4.5) zu nutze,
welche an ihr PCR-Amplifikat (insert) ein zusitzliches Adenosintriphosphat hangt. U-
ber diese beiden , sticky ends* (von Vector und PCR-Produkt) ist eine Ligation moglich.
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Zur Errechnung des einzusetzenden Gewichtes von T-Vector und PCR-DNA fir eine

optimale Ligation, wurde die vom Hersteller angegeben Formel herangezogen:

[(ng T-Vector kb insert) + kb T-Vector] - X = ng insert

X entspricht dem Verhéltnis von Insert zu Vector. Diesesreicht von 1:3 bis 6:1.

Der 10 pl Reaktionsansatz entspricht dem unter 2.4.6.1 beschriebenem, mit Ausnahme
der Verwendung von 5 pl eines 2x Rapid Ligierungs-Puffers. Die Ligierung soll Uber

Nacht bel 4°C reagieren.

2.4.7 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Zellen

24.7.1 Herstellung kompetenter Zellen fur Hitzeschocktransfor mation

1 ml einer Ubernachtkultur der gewiinschten Zellen, werden mit 50 ml LB-Medium
versetzt und bis zum Erreichen einer ODgyo= 0,5-0,6 (2.4.3.1) wachsen gelassen. Dar-
aufhin wird der Ansatz in 50 ml Greinerrohrchen (Greiner, Frickenhausen) gefillt (ab
diesem Schritt muf3 bei einer Umgebungstemperatur von 4°C gearbeitet werden) und fur
20 min auf Eis inkubiert. Anschlief3end wird das Gemisch fir 10 min bel 2500 rpm ab-
zentrifugiert, das Sediment in 25 ml 0,1 M MgCl, pH 7,5 aufgenommen und vorsichtig
resuspendiert. Es erfolgt ein weiterer Aktionsschritt (s. oben), wobei die Zellen diesmal
in5ml 0,1 M CaCl, /20% Glycerol aufgenommen und erneut vorsichtig resuspendiert
werden. Der Ansatz wird nun zu 200 pl Aliquots portioniert und in flussigem N
schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei —70°C. Zum Errechnen der Kompetenz wird
eine bestimmte Menge eines bekannten Plasmides hitzeschock- transformiert. Durch
Auszahlen der gewachsenen Kolonien &3t sich dann die Kompetenz bestimmen.

0,1 M MgCly:

10,165 g MgCl,; ad 500 ml H,O; pH 7,5 mit 1 M MOPS, pH 8,0, einstellen
0,1 M CaCl,/ 20% Glycerol:
0,7351 g CaCl,; 10 ml Glycerol; ad 50 ml H,O; pH 7,2-7,6 einstellen

2.4.7.2 Hitzeschocktransformation

Ein Aliquot der Empféangerzellen wird fir 10 min auf Eis aufgetaut und mit 10 pl der
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DNA (Ligationsansatz oder Plasmid-DNA) versetzt. Nun werden die Zellen fur weitere
30 min auf Eis inkubiert, wéhrend sie etwa ale 5 min leicht -durch Anschnipsen des
Eppendorf-Reaktionsgeféfdes- vermengt werden. Nach einem Hitzeschock (42°C) von
exakt 1,5 min werden die Ansétze erneut fur 2 min auf Eis gestellt, bevor man 800 pl
37°C warmes LB-Medium hinzu pipettiert. Darauf folgt eine Inkubation auf einem
Drehrad fur 1 h bel 37°C. Nach einem kurzen Abzentrifugieren, Abnehmen von 800 pl
des Uberstandes und Resuspension der Zellen in den ubrigbleibenden 200 pl, werden je
50 pl und 100 pl der Zellen auf LB-Agar-Platten (mit selektionierendem Antibiotikum)
ausplattiert. Die Platten werden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.4.8 Molekularbiologische Her stellung von Antikor pern

Am Beispiel der Klonierung des T1R1 in den Expressionsvector pGEX4T-1 soll die
Vorgehensweise, sowie die versuchte Herstellung eines Fusionsproteins, welches als
Antigen fUr eine Immunisierung dienen sollte, ndher dargestellt werden. Die Klonierung
des T1R2 in den pGEX4T-1, ebenso wie des T1R1 und T1R2 in den Expressionsvector
PRSET A werden nur kursorisch, wesentliche Unterschiede jedoch genauer dargestellt.

T1R1-pGEXA4T-1

Die von Hoon et al. (1999) vertffentlichte DNA-Sequenz von T1R1 und T1R2 diente
als Grundlage fur die Auswahl der Oligonukleotidprimer T1IR1-pGEX-A und T1R1-
pGEX-B. Die von der oben erwahnten Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellte DNA

wurde durch eine PCR amplifiziert. Die so entstandenen Endprodukte wurden anschlie-
Rend mittels Agarosegelelektrophorese analysiert und durch Elution aus diesem extra
hiert. Bei T1IR1 handelt es sich um ein 600 bp grof3es DNA-Fragment, welches einen
Teil des N-terminalen Abschnitts der extrazelluldren Doméane umfald. Um sicher zu
gehen, dass die freien Enden der PCR-Amplifikate sauber von den in die PCR- Primer
integrierten Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen geschnitten werden konnten,
erfolgte eine Zwischenligation in den pGEM-T-Vector. Danach wurde das PCR-
Produkt unter Anwendung der Restriktionsendonukleasen EcoRIl und Xhol herausge-
schnitten, eluiert, gereinigt und mit einem ebenfalls mit EcoRI und Xhol geschnittenem
pGEX4T-1-Vector ligiert. Nach Transformation des hergestellten Konstruktes in Zellen
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der Bakterienstémme BL21 (DE3) pLysS und XL1-blue erfolgte die Analyse und Ver-
mehrung von inserthaltigen Plasmiden. Zusétzlich wurde die Identitdt der inserierten

DNA durch Sequenzierung Uberprift.

T1R2-pGEX4T-1
Bel diesem ebenso 600 bp grofRen N-terminalen Anteil der extrazellul&ren Doméane
wurde analog der schon bei der Herstellung des T1R1-pGEXA4T-1-Konstruktes be-

schriebenen Arbeitsschritte verfahren. Hierfr wurden die Oligonukleotidprimer T1R2-
pGEX-A und T1R2-pGEX-B verwand.

T1R1-pRSET A

Dieses 870 bp grofe N- terminale Stiick der extrazelluldren Doméane wurde unter An-
wendung der Primer T1R1-pRSET A-A und T1R1-pRSET A-B, sowie der Restriktion-
sendonukleasen Nhel und EcoRI in den Expressionsvector pRSET A ligiert.

T1R2-pRSET A
Dieses 1170 bp umfassende Fragment des extrazelluldren Anteils des Geschmackrezep-

tors, welches zusétzlich noch die Sequenz der ersten transmembrandaren Sequenz bein-
haltet, wurde mit Hilfe der Oligonukleotidprimer T1IR2-pRSET A-A und T1R2-pRSET
A-B, sowie ebenfalls mit den Restriktionsenzymen Nhel und EcoRI, in den pRSET A-
Vector kloniert.

Die Induktion dieser vier Konstrukte (siehe Abbildung 2.1) unter Anwendung von |-
sopropyl-3-D-thiogalactosid (IPTG) im Falle der in BL 21 (DE3) pLysS transformierten
Sequenzen, sowie unter Anwendung von M13/T7-Phagen fir Sequenzen, welche in
XL1-blue-Zéellen transformiert waren, erbrachte kein positives Ergebnis. Der ebenso
versuchte Nachweis von spezifischen Proteinbanden -dies erfolgte jedoch nur bei den in
PRSET A liegierten Sequenzen unter Anwendung von spezifischen Antikérpern gegen
den Poly-His-Schwanz- blieb ebenfalls erfolglos. Hierzu wurden die Induktionsproduk-
te mittels der Western-Blot-Technik auf Nitrocellulose transferiert und unter unter-
schiedlichen Bedingungen, sowie Anwendung verschiedener Poly-His-Antikdrpern
ausgetestet.
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Abbildung 2.1
1%-tiges Elektrophoresegel der fir die Induktion hergestellten Konstrukte.

a) Spur 1: T1IR1 pGEX4T-1, T1R1 600 bp, Induktionsvector pGEX4T-1 4900bp
Spur 2: TIR2-pGEX4T-1, T1R2 600 bp, Induktionsvector pGEX4T-1 4900 bp
b) Spur 3: TIR1-pRSET A, T1R1 870 bp, pRSET A 2900 bp
Spur 4: TIR2-pRSET A, T1R2 1170 bp, pRSET A 2900 bp

2.5 In-situ-Hybridisierung (1SH)

Bel der ISH bildet eine markierte Nukleinsauresonde (sog. Antisense-Sonde) mit kom-
plementarer mRNA im Gewebe Wasserstoffbrickenbindungen (Hybridisierung). Durch
Detektion der markierten Sonde wird die dazu komplementadre RNA nachgewiesen. Zur
Spezifitatskontrolle dient eine gleichermal3en markierte sog. Sense- Sonde, welche die
gleiche Sequenz wie die nachzuweisende mRNA besitzt und somit nicht hybridisieren
kann.

Es gibt cDNA-, cRNA- und Oligodesoxynukleotidsonden, mit denen man alle Arten
von RNA nachweisen kann. In der vorliegenden Arbeit wird mit nicht-radioaktiven
cRNA-Sonden gearbeitet.

25.1 In-vitro-Transkription zur Herstellung der cRNA-Sonden

Die Herstellung der Digoxigenin (DIG)-markierten cRNA-Sonden erfolgt unter Ver-
wendung des DIG RNA Labeling Kits (Boehringer, Mannheim).
Als Ausgangsmaterial wird der pBluescript” 11 SK (+/-)-Vector benutzt, dessen Multiple
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cloning site (MCS) verschiedene cDNA-Insertionen aus dem zu untersuchenden Mate-
rial enthalt.

Nach einer Standard-PCR mit T3- und T7-Primern, erfolgt eine Ligation in den pGEM-
T-Vector (2.4.6.2) mit anschlief3ender Hitzeschock-Transformation (2.4.7.2) in kompe-
tente E.coli IM 109. Daraufhin wird die mittels Plasmidprdparation (2.4.1.1) gewonnene
DNA durch Restriktionsendonukleasen (2.4.4.1) linearisiert und mit PCI (2.4.2.2) ext-
rahiert. Die geféllte Probe wird mit 80%-tigem EtOH gewaschen, das Pellet in 35 pl
DEPC-H,0 aufgenommen und auf Eis inkubiert. Anschlief3end erfolgt die Transkription

und Markierung der Sonden.

Transkription- und Markierungssansatz (2 h bei 37°C):

10x DIG-RNA Labeling Mix S5l
Transkriptionspuffer 5ul
(Sense- bzw.- Anti-sense-) DNA 35ul
RNase- Inhibitor 0,5 ul
T3-RNA-Polymerase 5ul
T7-RNA-Polymerase 5ul

Nach kurzem Abzentrifugieren werden dem Ansatz 5 pl DNase/RNase (Roche Di-
agnostics GmbH, Mannheim) fir 30 min hinzugesetzt, um die Transkriptionsreaktion
durch Entfernen des linearisierten Plasmides abzustoppen.

Es erfolgt nun mit dem Ansatz eine weitere PCI-Extraktion (2.4.2.2) mit anschlief3ender
EtOH-Falung. Die Nukleotide werden fir 1 h bel 45.000 rpm in einer Beckmann-T107
Ultrazentrifuge zentrifugiert und erneut gewaschen. Das resultierende Pellet wird in 50
pul DEPC-H,0/0,5 pl RNase-Inhibitor geldst. Die entstandenen cRNA-Fragmente wer-
den in einem 0,8%-tigen Agarosegel analysiert und ihre Konzentrationen photometrisch
ermittelt (2.4.3.1).

25.2 In-situ-Hybridisierung mit cRNA-Sonden

12 pm dicke Kryostatschnitte des zu untersuchenden Materials werden auf Superfrost
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Plus-Objekttréger aufgezogen und anschlief3end fur 5 min in frisch hergestellter 4%-
tiger wassriger Formalinlésung fixiert. Hierauf werden die Schnitte aus dem Fixans in
100%-tiges EtOH transferiert und bei 4°C gelagert. Anschlief3end erfolgt eine Rehydra-
tiserung mittels einer absteigenden Alkoholreihe (jeweils 1 min in 95%-80%- tigem
EtOH und fir 2 min in 70%-tigem EtOH) mit Uberfiihrung in 2x SSC (je 10 min). Nun
werden die Schnitte 15 min mit 1%-tigem H,O, in MeOH behandelt, sowie zweimal
gewaschen. Durch 0,2 M HCI fir 8 min, erneutem Waschen, sowie 15-minttiger Be-
handlung mit 10 pg/ml Proteinase K gel6st in 10 mM Tris-HCI, mit folgendem Wasch-
schritt, wird eine schwache Deproteinierung des Gewebes hervorgerufen. Unspezifische
Bindungsstellen werden mit Acetylierungspuffer fir 20 min blockiert. Nach erneutem
Spulen fur 2x 5 min in 2x SSC erfolgt die eigentliche Hybridisierung.

Hybridisierung:

Die Gewebeschnitte werden mit 100 ul Hybridisierungspuffer bestlickt und mit Para-
film (American National Can, Neenah, USA) Uberdeckt. Die cRNA-Sonde wird in einer
Konzentration von 0,5-9 ng/pl Hybridisierungspuffer eingesetzt und bei 60°C Uber
Nacht in einer feuchten Kammer (4x SSC) inkubiert.

Posthybridisierung:

Das Entfernen unspezifisch gebundener cRNA- Sonden erfolgt durch folgende Wasch-
schritte:

30 min in 2x SSC, 30 min bei 60°C in 2x SSC/50% Formamid und 2x 10 min in 2x
SSC. Anschliefiend werden die Schnitte fur 30 min bel 58°C mit RNase-Puffer behan-
delt.

Nachweis der DIG-markierten cRNA-Sonden:

Nach 5 min Aquilibrieren in DIG 1-Puffer werden unspezifische Bindungsstellen mit
0,5% Blockierungs-Puffer fir 30 min abgesdttigt. Anschlief3end erfolgt die Detektion
der DIG-Molekiile durch Inkubation mit 1:100 anti-DIG-HRP (gel6st in 0,5% Blockie-
rungs-Puffer) fir 1 h, sowie einem 3x 5-mittigemWaschen mit TNT. Eine Verstarkung

der Nachweisreaktion erfolgt durch eine 7 min Inkubation mit Biotin-Tyramide (gel6st
in Amplification Diluent), nachdem die Schnitte zuvor mit 0,5% Blockierungs- Puffer
in TNB-Puffer (FT-NEN-Kit; Boehringer, Mannheim) 30 min abgeséttigt und mit TNT-
Puffer gewaschen sind. Hierbei werden durch HRP neue Biotinmolekile um das Enzym
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kovalent am Schnitt hergestellt. Hierauf folgen Waschschritte mit TNT und DIG 1-
Puffer. Zuletzt erfolgt der Nachweis der am Schnitt gebundenen Biotin- Molekile durch
Inkubation mit Sa-AP 1:1000 in DIG 1-Puffer fir 1 h mit anschlief3endem Waschen mit
DIG 1- und DIG 3-Puffer. Die Entwicklung geschieht durch die Anwendung des AP-
Nachweismediums.

Die Bildung von Reaktionsprodukten wird lichtmikroskopisch bestimmt und die Reak-
tion nach 12-48 h mit DIG 4-Puffer abgestoppt.

Kontrolle:

Die Spezifitdt der Antisense-cRNA-Sonde wird durch ISH mit der entsprechenden

Sense-cRNA-Sonde Uberpruft.

Acetylierungspuffer:

0,1 M Trietholamin, pH 8,0; 0,25% Essigsdureanhydrid
RNase-Puffer:

600 I Tris-HCI, pH 7,5; 6 ml 5M NaCl; 120 pl 0,5 M EDTA, ad 60 ml H,0
DIG 1-Puffer:

100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl
Blockierungs-Puffer:

0,3g Blocking Reagenz; 30 ml DIG 1-Puffer; Spatelspitze BSA
DIG 3-Puffer:

100 mM Tris-HCI, pH 9,5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,
AP-Nachweismedium:

DIG 3-Puffer mit 0,4 mM BCIPund 0,4 mM TNBT

2.6 Proteinchemische M ethoden

2.6.1 Induktion von Fusionsprotein

26.1.1 Induktion von BL 21 (DE3) pLysS-Zelen mit Isopropyl-R3-D-
thiogalactosid (IPTG)

Eine Ubernachtkultur von BL 21 (DE3) pLysS-Zellen, welche die herzustellende Se-
guenz in einem Expressionsvector enthalten, werden mit LB-Medium (inklusive selek-
tionierendem Antibiotikum) auf eine ODsso von 0,3 (2.4.3.1) kultiviert. Zu dem entste-
henden Ansatz wird IPTG zu einer finalen Konzentration (f.c.) von 1 mM gegeben.
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Unmittelbar darauf werden 0,5 ml als O h-Induktionsprobe abgenommen und fir ca. 40
sec abzentrifugiert, wahrend der Restansatz fur die Induktion bei 37°C auf dem Drehrad
inkubiert wird. Der entstehende Uberstand wird verworfen und das Pellet in 3x Laemm-
li-Probenpuffer (PP) resuspendiert. Anschlief3end wird die Probe mit dem Branson So-
nifier (Danbury, USA) gut aufgeschlossen und fur 5 min bei 95°C erhitzt. Daraufhin
erfolgt die Proteinauftrennung durch eine SDS-PAGE (2.6.3). Mit den 2h-, 4h-, 6h-, 8h-
und Ubernacht-Induktionsproben wird auf gleiche Weise verfahren. Modifikationsmog-
lichkeiten bestehen im Rahmen der IPTG-Konzentration, der Induktionstemperatur so-
wie den Abnahmezeiten der Induktionsproben.

Laemmli-Probenpuffer:
0,454 g Tris; 1,2 g SDS; 7,56 g Glycerol; 30 mg DTE; 400 ul Bromphenolblau (10 mg/ml);
H,O ad 20 ml

2.6.1.2 Induktion von XL 1-blue-Zellen mit M 13/T 7-Phagen

2.6.1.2.1 Aufarbeiten der Phagen

5 ml LB-Medium mit einer f.c. von 10 pg/ml an Tetrazyklin und XL1-blue MRF- Zel-
len werden Uber Nacht kultiviert und anschlief3end auf eine ODggo von 0,3 mit LB- Me-
dium (inkl. selektionierendem Antibiotikum) verdinnt. 100 ml LB-Medium werden
sowohl mit 10 pl des ODgpo-Ansatzes der XL1-blue-Zellen, als auch mit 20 pl der
M13/T7-Phagen versetzt und Uber Nacht inkubiert. Anschlief3end wird der Ansatz bei
7500 rpm und 4°C abzentrifugert. Der entstehende Uberstand wird erneut abzentrifu-
giert, abgenommen und bei 70°C fur 20 min inkubiert. Die Lagerung erfolgt bei 4°C.

2.6.1.2.2 Titerbestimmung der M 13/T 7-Phagen

200 pl einer Ubernachtkultur von XL1-blue MRF-Zellen (mit Tetrazyklin als selektio-
nierendem Antibiotikum) werden in ein 15 ml-Greinerréhrchen gegeben und mit 100 pl
der aufgearbeiteten Phagen (2.6.1.2.1) vermengt. Um eine Verdinnungsreihe zu erstel-
len, werden 10 ul dieses Ansatzes mit 1 ml PBS gemischt. Dies entspricht einer Ver-
diinnung von 102, Aus diesem Verdiinnungsansatz werden nun 10 pl entnommen und

mit 1 ml PBS versetzt (dies entspricht einer Verdiinnung von 10™). Dementsprechend
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wird bis zu einer Verdiinnung von 10™ verfahren. Die einzelnen Verdiinnungsansitze
werden fur 5 min bei 37°C erhitzt. 3 ml einer auf 55°C erhitzten 0,7%-tigen Agar-Agar
(Roth GmbH, Karlsruhe) Losung werden zu den V erdiinnungsansétzen gegeben und gut
gemischt. Der Ansatz wird anschlief3end auf 37°C warme LB-Agar-Platten (ohne selek-
tionierendes Antibiotikum) gegossen und durch leichtes Schwenken gleichméldig ver-
tellt. Die Platten werden fir 30 min stehen gelassen, mit einem Deckel verschlossen
und mit diesem nach unten (,upside down*) Uber Nacht inkubiert. Die entstehenden
durchsichtigen Plaques konnen ausgezahlt werden und so der Titer, also die Plague-

formig-units (pfu), des Phagenansatzes bestimmt werden.

2.6.1.2.3 Induktionsvorgang

Die Induktion erfolgt anfangs ebenso, wie unter 2.6.1.1 beschrieben, wobei die Zellenin
Abanderung bis zu einer ODsso von 0,5 kultiviert werden. 1 h nach der Zugabe von
IPTG werden pro Zelle (ca. 5x 10°) 5-10 pfu (2.6.1.2.2) hinzugegeben und der 0 h-Wert
abgenommen. Anschlief3end wird wie unter 2.6.1.1 beschrieben weiterverfahren.

2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteine ihrem molekularen Gewicht nach auftrennen zu kdnnen, bedient man sich
der Methode nach Laemmli (1970). Dies geschieht durch eine vertikale Gelel ektropho-
rese in Polyacrylamidgelen, welche Natrium-Dodecylsulfat (SDS) enthalten. Fir die
verschiedenen Gellsungen wurden die Vorschriften von Andersen und Petersen (1981)
eingehalten. Zunéchst wird zwischen zwei Glasplatten, welche durch 0,75 mm oder 1
mm dicke Space voneinander getrennt sind, ein Trenngel mit Polyacrylamidanteilen von
10%, 12% oder 15% gegossen. Anschlief3end wird es mit H,O Uberschichtet, um eine
gleichméallige Grenze zum spéteren Sammelgel zu erhalten. Sammelgele, welche erst
nach vollstandigem Auspolymerisieren des Trenngeles (nach ca. 20 min) und Entfernen
der Uberschichteten FlUssigkeit gegossen werden dirfen, besitzen einen Polyacrylamid-
gehalt von 5%. Nach dem Vermengen der Bakterienprobe mit dem Laemmli-
Probenpuffer im Verhdtnis 3:1, wird die Mischung fir 5 min bei 96°C aufgekocht. Auf
ein quantitativ gleichmaliiges Auftragen in die Taschen des Sammelgeles ist zu achten.
Die Elektrophorese in 1x Elektrophoresepuffer wird bel einer Spannung von 80 V im
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Sammelgel und 200 V im Trenngel durchgefihrt. Anschlief3end wird das Gel entweder
in einem Western-Blot (2.6.3) weiterverarbeitet oder fur 30 min in Coomassie-Blau
gefarbt. Das Auswaschen des Farbstoffes erfolgt Gber mehrere Stunden in Entféarbel 6-
sung.

5x Elektrophoresepuffer:

50 g SDS; 720 g Glycerol; 150 g Tris; H,O ad 10 |

Coomassie-Blau:

2,5 g Serva Blau G250; 454 ml Isopropanol; 92 ml Eisessig; 454 ml H,O

Entfarbel 6sung:
500 ml Eisessig; 750 ml Ethanol; H,O ad 10 |

2.6.3 Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-Gelen (Western Blot)

Nach der elektrophoretischen Auftrennung im SDS-Polyacrylamidgel (2.6.2) werden
die Proteine aus dem Gel in einem halbtrockenen (,, semi-dry“) Elektroblot-Verfahren
nach Kyhse-Anderson (1984) auf eine Protein-absorbierende Nitrocellulose-Membran
(0,45 pm; Schleicher und Schuell, Darmstadt) transferiert. Dies erfolgt in einem ,, sand-
wich-ghnlichem® System, bei dem Gel und Nitrocellulose zwischen puffergetrankten
Filterpapieren (Anoden- und Kathodenpuffer) luftblasenfrel auf die Graphitelektroden
der Laufkammer gelegt werden. Bel einer Stromstérke von 43 mA, dies entspricht 0,8
mA pro cm? des SDS-Geles, erfolgt der Proteintransfer in 1,5 h. Um einzelne Laufspu-
ren exakt identifizieren zu kdnnen, werden die Proteinbanden auf dem Nitrocellul ose-
papier nach dem Transfer fir 2 min mit 0,5% Ponceau S in 3% Trichloressigsdure ge-
farbt und anschlieffend mit PBS gewaschen.

Aufbau eines Blot-, Sandwiches* (von unten nach oben):

Graphitboden der Laufkammer

2 Filterpapiere getrankt in Anodenpuffer |
1 Filterpapier getrankt in Anodenpuffer 11
Nitrocellulose

SDS-Polyacrylamidgel

3 Filterpapiere getrankt in Kathodenpuffer
Graphitdeckel der Laufkammer
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Anodenpuffer |:
300 ml IM Tris; 200 ml EtOH; 500 ml H,O

Anodenpuffer I1:
25 ml IM Tris; 200 ml EtOH; 775 ml H,O

Kathodenpuffer:
25 ml 1M Tris; 7,25 g Aminocapronsaure; 200 ml EtOH; 775 ml H,O
Ponceau S

5 g Ponceau S; 30 g Trichloressigséure; ad 1 | mit H,O

2.6.4 Nachweis spezifischer Proteinbanden

2.6.4.1 Nachweis von Proteinen mit Hilfe von Antikoérpern gegen Tetra- bzw.
Penta-Histidin

QIAexpress Detection (Qiagen, Hilden)

Das induzierte Material wird nach einer SDS-PAGE (2.6.2), sowie einem Western- Blot
(2.6.3) zweimal mit TBS gewaschen und unspezifische Bindungsstellen werden durch
die Inkubation mit 3% BSA gel6st in TBS fur 1 h abgeséttigt. Anschlief3end wird zwei-
mal mit TBS-Tween/Triton-Puffer gewaschen, sowie 1x mit TBS. Anti-His- Antikor-
per, gelost 1:1000 in 3% BSA in TBS, werden fir 1 h inkubiert. Anschlief3end werden
nicht-gebundene Antikdrper mit TBS-Tween/Triton-Puffer, sowie TBS entfernt. Zum
Nachweis des His-Tags wird nun der monoklonale anti-His-Antikorper durch den Zwel-
tantikérper gam HRP pox (ein 1gG der Ziege mit Meerrettichperoxidase, der gegen
Maus gerichtet ist) 1:3000 in 3% BSA in TBS gelost und fur 1 h inkubiert. Durch 4-
maliges Waschen mit TBS-Tween/Triton-Puffer werden nicht-gebundene Zweitantikor-
per entfernt. Anschlief3end wird die Nitrocellulose fir 5-15 min mit HRP-Farbe-L6sung
behandelt, die Reaktion mit einem wiederholten Spllen mit Wasser abgestoppt und un-
ter Anwendung des Chemilumineszenzverfahrens durch ECL- Lésungen (Amersham,
Braunschweig) entwickelt. Auf speziellen Roéntgenfilmen (Hyperfilm™; Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Grof3britannien), auf denen man die zu detektie-
renden Proteine als schwarze Banden identifizieren kann, wird das Ergebnis bildlich

dokumentiert.
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2.6.5 Affinitatsreinigung von Antikorpern

Diese Methode erméglicht es, bestimmte Antikorper aus dem Vollserum zu isolieren.
So sollen Kreuzreaktionen des Antiserums mit anderen Proteinen bei immuncytochemi-
schen Farbungen vermieden werden.

5 pg gekoppeltes und in PBS geldstes Peptid wird hierzu auf Nitrocellulose getropft.
Nachdem die Flussigkeit angetrocknet ist, wird die Nitrocellulose mit Ponceau S ge-
trankt und die geféarbten Nitrocelluloseabschnitte scharf ausgeschnitten. Die anschlie-
Rende Entférbung erfolgt durch mehrmaliges Waschen mit PBS. Unspezifische Bin-
dungsstellen werden anschlief3end fur 2 h mit 5% Magermilch in PBS abgeséttigt. Nach
einem dreimaligen Spulen mit PBS/0,05% Tween 20 wird das Kaninchenserum, das
1:50 in 5% Magermilch/PBS gelOst ist, Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am darauffolgen-
den Tag werden die Nitrocellulosestiicke erneut 3x mit PBS/Tween und anschlief3end
2x nur mit PBS gewaschen. Das Abldsen der Antikorper erfolgt mittels 400 pl 56°C
warmen PBS fur 10 min. Die affinitétsgereinigten Antikorper werden daraufhin mit 1%
BSA-C (Aurion, Wageningen, Niederlande) in einem neuen Eppendorf-Reaktionsgefal3
versetzt und bei 4°C gelagert.

2.6.6 Dot-Blot-Analyse

Ein einfaches Nachweisverfahren von Peptiden stellt die Dot-Blot-Analyse dar.

Dazu werden die zu untersuchenden Peptide, wie unter 2.6.5 beschrieben, auf Nitrocel-
lulose aufgetragen. Nach kurzem Spulen, werden unspezifische Bindungsstellen durch
2-stindige Inkubation mit 5% Magermilch/PBS abgeséttigt. Nach dem Waschen mit
PBS/0,05% Tween wird das 1:1000 in Magermilch verdinnte Kaninchenserum, tber
Nacht bei 4°C und standigem Drehen, inkubiert. Am Tag darauf wird -nach einem er-
neuten Spulschritt- der Zweitantikorper (Anti-Kaninchen 1gG von Ziege 1:3000) fur 2 h
inkubiert. Esfolgt ein weiteres Waschen und die ECL-Entwicklung (2.6.4.1).
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2.7 Immunologische und immunhistochemische M ethoden

2.7.1 Immunisierung von Kaninchen zur Herstellung von Antikoérpern

2.7.1.1 Kopplungvon Peptiden an Tréagermolekile

Um synthetisch hergestellte Peptide fir eine Immunisierung als Antigen zu verwenden,
mussen sie, da sie auf Grund ihrer geringen Grof3e alleine nicht sehr immunogen sind,
an grolere Carrier gebunden oder absorbiert werden. Hierzu kénnen u.a. Ni-NTA-

Agarose, Ovalbumin oder Bentonite dienen.

2.7.1.1.1 Kopplungan Ni-NTA-Agaroseflr s.c.-lmmunisierung

Dieses Verfahren beruht auf den Erkenntnissen von Sheibani und Frazier (1998). Hier-
zu wird das gewtnschte Peptid mit einem N-terminalen Abschnitt aus sechs Histidinen
(6x His tag) synthetisiert (Peptidsynthese durch Prof. Palm, Physiologische Chemie Il
der Universitét Wirzburg), welcher eine hohe Bindungsaffinitét an immobilisierte Ni-
ckel-lonen zeigt.

Das Peptid wird in PBS so gel6st, dass eine Konzentration von 2 mg/ml entsteht (ent-
spricht Peptidlésung A). 50-100 pl Ni-NTA-Agarose (Quiagen, Hilden) werden drei
Mal fur 5 min mit PBS gewaschen und das Sediment in 0,4 ml PBS aufgenommen. Die-
se Menge wird zu 100 pl der Peptididsung A hinzugefiigt. Die hieraus entstehende 0,5
ml umfassende Peptidldsung B enthélt ca. 200 pg Peptid.

2.7.1.1.2 Kopplung an Ovalbumin fur s.c.-lmmunisierung

In einem Rundglas, das mit 4% Di-methyl-di-chlor-Silan gelost in Tetrachlorkohlen-
stoff silianisiert ist, werden 2 mg Ovalbumin in 2 ml eiskaltem PBS gel6st. 3,3 mg des
zu koppelnden Peptides, dies entspricht nach Abzug des Salzgehaltes ca. 2 mg Peptid,
werden hinzugeftgt. Nach tropfchenweisem Versetzen des Ansatzes mit 2 ml GA-
Losung, wird dieser Uber 1 h lang bei 4°C verrihrt. Zum Abstoppen werden je mg Pep-
tid 10 mg Na-Bohrhydrid hinzugegeben und weitere 30 min verriihrt. Uber Nacht er-
folgt anschlief3end eine Dialyse gegen PBS mittels eines EDTA-behandelten Dialyse-

schlauches.
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GA-L 6sung:
160 ul GA (25%) (Roth, Karlsruhe); 1840 pl eiskaltes PBS

2.7.1.1.3 Adsorption von Peptiden an Bentonite fur i.v.-lmmunisierung

100 mg Bentonite (Sigma, Steinheim) werden in 100 ml H,O gel6st und anschlief3end
far 10 min mit 2200 rpm in einer Beckmann-K tihlzentrifuge abzentrifugiert. Der abge-
nommene Uberstand wird erneut fiir 10 min bei 3100 rpm zentrifugiert. Nach Verwer-
fen des neu entstandenen Uberstandes wird das Pellet in 200 pl resuspendiert und in 100
pl Aliquots bei —70°C gelagert.

Zum Weiterverarbeiten resuspendiert man ein Aliquot in 10 ml PBS und zentrifugiert
den Ansatz fir 10 min bei 3100 rpm. Der Uberstand wird verworfen und das Pellet in
100 pl PBS gelost. Hierzu wird nun die zu immunisierende Menge (hier 200 ug) an
Peptid gegeben und grindlich gemischt.

2.7.1.2 Immunisierungsschema

Vor der Erstimmunisierung mul3 ein PrAimmunserum abgenommen werden und auf
eventuelle Autoantikérper, die gegen die zu untersuchenden Strukturen gerichtet sind,
hin untersucht werden. Es werden nun ca. 500 pg Peptid der Peptidiésung B (2.7.1.1.1)
mit Polyalphaolefin-Mix (PAO) im Verhdltnis 4:1 vermengt und diese Mischung dem
Kaninchen subscapulér injeziert. Nach drel Wochen erfolgt, wie im Immunisierung-
schema von Drenckhahn et al. (1993) beschrieben, eine Nachimmunisierung (Boost)
mit derselben Menge Peptid. 10 Tage darauf wird das erste venose Blut an der dorsalen
Ohrvene abgenommen und auf Spezifitéat, mittels Immunfluoreszens (2.7.5) oder Dot-
Blot-Analyse (2.6.6) untersucht. Drel Wochen nach der ersten Nachimmunisierung er-
folgt eine zweite Boosterung, mit einer sich zehn Tage danach anschlief3enden Blutun-
tersuchung. Nach einigen Zyklen bzw. einem nicht zufriedenstellenden Ergebnis wird
mit einer i.v.-Immunisierung begonnen. Hierfir werden 200 pg des an Bentonite adsor-
bierten Peptides (2.7.1.1.2) ohne Zusatz von Freudschen Adjuvans an funf aufeinander
folgenden Tagei.v. in eine der dorsalen Ohrvenen injeziert. Vier bis zehn Tage nach der
letzten i.v.-Immunisierung wird wiederum Blut abgenommen und ausgetestet. Zwel

Wochen nach der ersten i.v.-Serie kann sich eine ebenso durchgefihrte zweite Immuni-
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sierungsserie anschlief3en.

Das zu testende Serum erhdlt man durch Abzentrifugieren des entnommenen und ge-
ronnenen Blutes. Um das Serum vor Verunreinigung zu schiitzen (v.a. Pilzbefall) wer-
denje 200 pl Serum 1 pl 0,2 mM NaN3 hinzugefigt und bei 4°C gelagert .

PAO-Mix:
4 ml PAO; 0,9 ml Tween 81; 0,3 ml Tween 80

2.7.2 Antigenkompetition

Zum Nachweis der Spezifitét des Immunserums wird eine Antigenkompetition durchge-
fuhrt. Antigen und Immunserum werden dabei so gemischt, dass das in PBS gel6ste
Antigen im Vergleich zur Antikorper-Konzentration im Uberschul vorliegt (dies ent-
spricht in der vorliegenden Arbeit: 20 pl der Peptidldsung A mit einer Konzentration
von 2 mg/ml (2.7.1.1.1) werden in 50 pl PBS geldst; hierzu wird 1 pl des zu inhibieren-
den Antikorpers gegeben). Der Ansatz reagiert nun fur mehrere Stunden bei RT und
nach Abzentrifugieren von Antigen-Antikorper-Préazipitaten wird der Uberstand firr die

Immunfluoreszenzinkubation (2.7.5) verwendet.

2.7.3 Semidunnschnittpraparate

Nach der Gewebeeinbettung in Epoxidharz und Herstellung von Semidunnschnitten auf
Deckglasern, wie bei Drenckhahn und Wagner (1986) beschrieben, wird das Epoxid-
harz fir 6 min mit Natriummethanolat aus dem Gewebe herausgel 6st. In einem 1:1 Ge-
misch an Methanol-Toluol wird 5 min lang das Natriummethanolat entfernt. Hierauf
folgen zwei Waschschritte fur je 5 min mit Aceton und ein weiterer ebenso langer mit
H,O. Das abschlielfende Aquilibrieren erfolgt fur 5 minin PBS. Hieran schlief3t sich die

Inkubation an.

Natriummethanol at:
10% Natrium-Methoxid in Methanol-Toluol

2.74 Kryostatschnitte

Fur die Immunfluoreszenz werden ca. 8 um dicke Kryoschnitte hergestellt und durch
Hitze auf einem Objekttréger fixiert. Vor der Inkubation (2.7.5) werden die Schnitte fir
30 min mit BSA-C abgeséttigt.
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2.7.5 Immunfluoreszenzinkubation

Das Vollserum des Primérantikorpers (2.7.1.2) wird in PBS-Verdinnungen 1:70-1:100
verwendet, das affinitdtsgereinigte Serum (2.6.5), sowie das Serum aus der Antigen-
kompetition (2.7.2), werden unverdinnt eingesetzt. Es werden jeweils 20 pl Antiserum
pro Schnitt aufgetragen. Die Inkubation erfolgt Uber zwei Néchte bei 4°C in einer
feuchten Kammer. Danach werden die Schnitte 3x 5 min mit PBS gewaschen und die
Uberschiissige Flussigkeit abgewischt. Anschlief3end werden 20 pl des mit PBS 1:600
verdinnten Sekundérantikorpers (Ziege-anti-Kaninchen-1gG) aufgetropft und bel RT
far 30 min inkubiert. Hierauf folgt ein erneutes Waschen mit PBS, wie oben beschrie-
ben. Nun erfolgt die Einbettung der Schnitte in Glycerol-PBS dem 1,5% n-Propylgallat

hinzugefiigt wird, um ein Ausbleichen der Fluoreszenz zu vermeiden.
1,5% n-Propylgallat:
4 ml PBS; 6 ml Glycerol; 0,15 g n-Propylgallat

2.7.6 Enzym-gekoppelter Immunadsorptions Test (ELISA)

Der ELISA (engl.: enzyme linked immuno sorbant assay) dient zum quantitativen
Nachweis von Antikorpern des Kaninchenserums (2.7.1.2).

100 plI des in Kopplungs-Puffer geldsten Antigenes (f.c. 10 pg/ml) werden in die ge-
wuinschte Anzahl von Vertiefungen (well), der mit Polystyrol beschichteten Mikroti-
terplatten (F-96, Nunc, Wiesbaden), pipettiert, bei der al's Negativ-Probe die letzte Ver-
tiefung einer jeden Reihe mit 0,3 pg in Beschichtungs-Puffer geldstem BSA beladen
wird. Als Positiv-Probe dient in der vorliegenden Arbeit aus HUhnerdarm gereinigtes
Villin. Die Patte wird daraufhin bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Durch einfaches Aus-
schlagen wird die Lésung am darauffolgenden Tag entfernt und 3x 5 min mit 200 pl
TBST/well gewaschen. Zur Abséttigung freier Bindungsstellen werden 200 pl einer
1%-igen Fisch-Gelatinelosung fur 2 h in jeder Vertiefung belassen. Danach schlief3t
sich, wie nach jedem weiteren Arbeitsschritt, ein Spllschritt an (4x 5 min 200 pl
TBST/well). Der im Blockierungs-Puffer geltste ErstantikGrper des zu testenden Ka-
ninchenserums wird in einer Verdinnungsreihe (1:50, 1:100, 1:200,...) aufgetragen und
far 2 h inkubiert. Durch Spulen wird dieser Primérantikorper entfernt und der Zweitan-

tikorper (1gG Ziegenantikorper, der gegen Kaninchen gerichtet ist und mit einer Meer-
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rettich-Peroxidase markiert ist) fur 1 h in einer Verdinnung von 1:3000 inkubiert.
Durch ein Nachwaschen mit TBST werden ungebundene Antikorper weggewaschen.
AnschlieRend erfolgt die Entwicklung des ELISA unter Anwendung der 1-Step™-
Turbo TMB-ELISA-L6sung (Firma Pierce, Rockford, USA), sowie die photometrische
Auswertung (Titertek Multiskan® Plus; Labsystems, Finnland).

Coating-Puffer:
17 ml 0,2 M NaCOs;; 8 ml 0,2 M NaHCOs5; ad 1000 ml H,O; pH 10,6 einstellen

Blockierungs-Puffer:

1% Gelatine in 150 mM NaCl und 20 mM Tris, pH 7,4

TrisBS-Tween 0,05% (TBST):

10 mM Tris; 50 ml NaCL; 0,05% Tween; ad 1000 ml H,O; pH 7,2 einstellen
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3 Ergebnisse

3.1 In-situ-Hybridisierung (1SH)

Mit Hilfe der ISH wurde die kodierende mRNA fur die einzelnen Rezeptoren T1R1 und
T1R2 auf zellulérer Ebene im Bereich der Geschmacksknospen der Rattenzunge nach-
gewiesen. Hierzu wurde eine nicht-radioaktive In-situ-Hybridisierung (ISH) mit Digo-
xigenin-markierter CRNA mit anschlief3ender BT-Verstérkung an Papillae circumvalla-

tae sowie an Papillae foliatae der Rattenzunge durchgefihrt.

3.1.1 Herstellung der Antisense- und Sense-Sonden

Sowohl die zu hybridisierende Sonde (sog. Antisense-Sonde), wie auch die nicht hybri-
disierende Sonde (sog. Sense-Sonde) umfaldten die gesamte bekannte Sequenz der bei-
den zu untersuchenden Rezeptoren. Dies entsprach im Falle des T1R1 2533 bp und bel
T1R2 2529 bp.

Zuerst wurden die in pBluescript |1 SK inserierten Sequenzen mittels T3- und T7- Pri-
mern in einer Standard-PCR amplifiziert und in kompetente E. coli JM 109 transfor-
miert. Nach einer Maxi-Préparation der gewachsenen Zellen wurden unter Anwendung
der Restriktionsendonukleasen Kpnl (fir die TIR1-DNA) und EcoRI (fur die T1R2-
DNA) die Plasmide linearisiert und in einem Agarosegel analysiert (siehe Abbildung
3.1a). Eswurde dabei darauf geachtet, dass die verwendeten Enzyme nur in den Multip-
le Cloning Site (MCS) der entsprechenden Vectoren eine Schnittstelle herstellten, nicht
jedoch in den T1R1- und T1R2-Sequenzen, was eine tellweise Zerstérung der hieraus
entstehenden Sonden zur Folge gehabt hétte. Die linearisierten DNA-Stlicke wurden
anschliefend mittels Phenol-Chloroform-l1soamylalkohol (PCI) extrahiert, geféllt und
mit Ethanol gewaschen. Hieran schlof sich die in-vitro-Transkription und Markierung
der T1R1- und T1R2-DNA mit Digoxigenin (2.5.2) an. Nach einer erneuten PCI-
Extraktion, sowie einer sich anschlief3enden Fallung wurden die entstandenen Digoxi-

genin markierten cRNA-Sonden in einem Agarosegel analysiert (siehe Abbildung 3.1b).
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Abbildung 3.1

a) 1%-tiges Elektrophoresegel nach Linearisierung der in pBluescript inserierten T1IR1- und T1R2- Se-

quenzen

Spur 1: Sense-T1R1; Spur 2: Anti-Sense-T1R1; Spur 3: Sense-T1R2; Spur 4: Anti-Sense-T1R2

b) 1%-tiges Elektrophoresegel nach Transkription und Markierung der cRNA-Sonden mit Digoxigenin;
esist darauf zu achten, dass dies nur ein Gel zur Analyse war, ob eventuelle noch vorhandene RNA-
sen die produzierten cRNA-Sonden zerstort haben; genaue Grof3enangaben Uber die Sonden konnten

aus diesem Gel nicht abgelesen werden; oberhalb der durch die Sonden entstandenen Banden, laufen

SYRVINCINC)

fur RNA-Gele charakteristische Zusatzbanden

Spur 1: Sense-T1R1; Spur 2: Anti-Sense-T1R1; Spur 3: Sense-T1R2; Spur 4: Anti-Sense-T1R2

3.1.2 Anwendung der hergestellten Sonden an Zungengewebe der Ratte

Bel der ISH mit Hilfe der Antisense-Sonde (siehe Abbildung 3.2) von T1R1 zeigte sich
an der Rattenzunge, wenn auch nicht in jeder Geschmacksknospe der untersuchten Pa-
pillae foliatae, eine gut erkennbare Reaktion. Deutlich stéarker und in der Haufigkeit
Ofter vorhanden war jedoch die Reaktion der T1R2 Antisense-Sonde an Gewebe der
Geschmacksknospen von Papillae circumvallatae. Exakte Verteilungsmuster und  Ver-
teilungshaufigkeiten wurden fir beide Rezeptoren nicht eingehender untersucht.

Als Spezifitétskontrollen wurden bel der cRNA-ISH die Sense- anstatt der Antisense-
Sonde eingesetzt. Beide Kontrollen fuhrten wie erwartet zu keiner Féarbereaktion (siehe

Abbildung 3.3).

41




Ergebnisse

Abbildung 3.2
In-situ-Hybridisierung unter Anwendung der Antisense-Sonde von T1R1 (links) und T1R2 (rechts) an

Gewebe der Papillae foliatae (fir TIR1) und der Papillae circumvallatae (fir T1R2) der Ratte.

Abbildung 3.3
In-situ-Hybridisierung unter Anwendung der Sense-Sonde von T1R1 (links) und T1R2 (rechts) an Gewe-

be der Papillae foliatae (fir T1R1) und der Papillae circumvallatae (fir T1R2) der Ratte.
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Welitere Untersuchungen unter Anwendung der T1R1- und T1R2-Antisense-Sonden an
Gewebestiicken anderer verschiedener Geschmackspapillen wurden nicht durchgefihrt.

In-situ-Hybridisierungen an Geweben der Cardia des Magens, dem Duodenum,
den Pancreasgangen, sowie an Lunge, Herz, Retina, Leber und Niere von Ratten er-
brachten keine weiteren positiven Ergebnisse.

3.2 Antikorperherstellung

3.2.1 Antikorperherstellung gegen Peptide als Antigen

3.2.1.1 Auswahl der Peptide und Immunisierung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Peptidsequenzen fir T1R1 und T1R2 jeweils aus
einem, dem N-terminalen nahen, Abschnitt der extrazelluléren Doménen der zu unter-
suchenden Rezeptoren gewdhlt. Bei T1R1 entsprach dies den AS 50-71 und bei T1R2
den AS 48-65. Die Auswahl dieser Sequenzen orientierte sich zum einen an der Spezifi-
tét fur den jeweiligen Rezeptor, zum anderen an ihren guten antigenen Eigenschaften.
Diese zeigte sich unter zu Hilfenahme eines computergesttitzten Hydrophobizitéts-Plots,
nach der Kyte und Doolittle (1982)-Analyse. An ihr N-terminales Ende wurde der fir
die nicht-kovalente Bindung mit Ni-NTA-Agarose, welche als Trégerstoff fur die Im-
munisierung dienen sollte, benttigte Tag (Schwanz) aus sechs Histidinen synthetisiert.
Die Immunisierung wurde an insgesamt sechs Kaninchen (jewellsdrei fir TIR1
und drei fur T1R2), deren Praimmunseren in V orversuchen an Kryostat- und Semidinn-
schnittpréparaten im Breich der Geschmackspore von Geschmacksknospen der Ratten-
zunge negative Ergebnisse zeigten, durchgefiihrt. So konnte ausgeschlossen werden,
dass unspezifische (Auto-) Antikorper ein falsches positives Ergebnis vortauschten. Es
konnten jedoch zahlreiche unspezifische Farbungen in anderen Abschnitten der Ge-
schmacksknospen beobachtet werden.
Das Immunisierungsschema bestand aus einer Grundimmunisierung, sowie zwei Nach-
immunisierungen. Diese wurden allesamt mit Ni-NTA-gekoppelten Peptiden durchge-
fuhrt. Die dritte Nachimmunisierung erfolgte mit an Ovalabumin gekoppeltem Peptid

und die sich daran anschlief3enden i.v.-Immunisierungen mit an Bentonite adsorbierten
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Peptiden.

3.2.1.2 Testen des gewonnenen Kaninchenserums

Das nach jeder Immunisierung gewonnene Serum wurde zunéchst mit der Dot-Blot-

Analyse auf einen erkennbaren Antikorpertiter hin untersucht (siehe Abbildung 3.4).

al . . .

{1) (2) (3) (4)
y . 0 o
Abbildung 3.4

Dot-Blot-Analyse des gewonnenen Kaninchenserums (oben: T1R1, unten: T1R2)
a) (1) Negativkontrolle BSA, (2) T1R1-Peptid gekoppelt an Ovalbumin, (3) Ovalbumin, (4) T1R1-Peptid
b) (1) Negativkontrolle BSA, (2) T1R2-Peptid gekoppelt an Ovalbumin, (3) Ovalbumin, (4) T1R2-Peptid

Ein positives Ergebnis ergab sich fur das T1R2-Peptid nach der ersten und fir das
T1R1-Peptid nach der zweiten i.v.-Immunisierung, da das jeweilige Serum mit dem
vorgelegten Peptid, nicht jedoch mit einer aufgetragenen Negativprobe (hier: bovines
Serumalbumin, BSA), eine deutliche Reaktion zeigte. Eine Reaktion mit dem Tréger-
stoff Ovalbumin konnte dabei nicht verhindert werden. Trotzdem konnte nicht an einem
positiven Titer gezweifelt werden, da auch die Reaktion gegen das aufgetragene reine
Peptid und nicht nur gegen das gekoppelte Peptid positiv war.

Hierauf wurde das Kaninchenserum mit der Durchfiihrung des Immunoassays (ELISA)
eingehender auf seine Spezifitdt hin untersucht. Auch hierbei bestétigten sich die bisher
gewonnenen Erkenntnisse. Als Negativkontrolle, die ebenfalls den Erwartungen ent-
sprach, diente fir das Serum gegen das T1R1-Peptid das T1R2-Peptid und umgekehrt.
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3.2.1.3 Immunfluoreszenz unter Anwendung des Vollserums

Die gewonnenen Peptid-Antikorper-Seren reagierten ausnahmslos nicht in Semidinn-
schnittpréparaten, was weitere Untersuchungen sehr erleichtert hdtte. Samtliche Immun-
fluoreszenzuntersuchungen sowohl von T1R1 als auch T1R2 wurden an Papillae cir-
cumvallatae von Rattenzungen durchgefihrt, um einen besseren Vergleich zwischen
den einzelnen gefarbten Préparaten zu erhalten.
In Kryostatserienschnittpraparaten von Papillae circumvallatae der Rattenzunge reagier-
ten die positiv getesteten nativen Seren (siehe Abbildung 3.5), mit den Mikrovilli der
Geschmacksknospen im Bereich der Geschmackspore. Um eventuell vergleichende
Aussagen treffen zu konnen, wurden hier sowohl die T1R1, als auch die T1R2, zuerst
nur an Geweben der Papillae circumvallatae getestet. Andere Zellbestandteile sowohl
der Geschmacksknospen, wie auch andere Abschnitte des Zungengewebes, sowie die
parallel dazu aufgetragenen Prémmunseren zeigten keine spezifische Reaktion. Um
sicher zu gehen, dass es sich bei der Farbung im Bereich der Geschmackspore um
Mikrovilli handelte, wurde in Parallelschnitten eine Kontrolle mit einem Antikorper
gegen Villin durchgefihrt (siehe Abbildung 3.9). Villin ist spezifisch in den Mikrovilli
im apikalen Bereich einer jeden Geschmacksknospe konzentriert und eignet sich so her-
vorragend als Markermolekdl fur diese Mikrovilli (Hofer und Drenckhahn, 1999).
Auffallig war, dass nicht ausnahmslos ale Knospen im Bereich der Ge-
schmacksporen eine Immunreaktivitat mit den T1R-Antiseren zeigten. Ahnliche Ergeb-
nisse konnten auch mit T1R-Antikérpern erzielt werden, die uns die Arbeitsgruppe um
Hoon et al. (1999) zur Verfiigung stellte (siehe Abbildung 3.7).

3.2.1.4 Immunfluoreszenz mit affinitatsgereinigten Antikorpern

Um die zum Tel noch sehr schwachen Immunférbungen im Bereich der Ge-
schmackspore zu verstarken, sowie um mogliche begleitende unspezifische Antikorper
aus dem nativen Kaninchenserum zu entfernen und somit zu einer spezifischeren Far-
bung zu gelangen, wurden affinitatsgereinigte Antikorper aus den positiv getesteten
Seren hergestellt. Auch diese gereinigten Seren reagierten ausschliefdlich an Kry-
ostatschnittprgparaten und wurden an Gewebeproben von Papillae circumvallatae
durchgefuhrt. Auch hier wurden zur Kontrolle parallel Inkubationen mit den Préimmun-
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seren der Voruntersuchungen, sowie mit Antikorpern gegen Villin vollzogen.

Es zeigten sich eine deutliche Immunmarkierung im Bereich der apikalen Regionen
einiger Geschmacksporen (siehe Abbildung 3.6). Wie schon bel den Untersuchungen
des nativen Serums gezeigt wurde, farbten die affinitdtsgereinigten Antikorper nicht
jede Geschmacksknospe im Porenbereich an. Die in Abbildung 3.6a sichtbare Anfér-
bung zellularer Strukturen lief3 sich trotz der Affinitétsreinigung nicht komplett unter-

driicken.

3.2.2 Inhibitionsver suche

Die Spezifitét der Immunfluoreszenz lief3 sich durch einen Inhibitionsversuch nachwel-
sen. Hierzu wurden die affinitatsgereinigten Seren vor der Inkubation mit einem Uber-
schul’ des antigenen Peptides inhibiert. Auch diese Versuche wurden fir vergleichende
Aussagen an den Papillae circumvallatae von Rattenzungen durchgefihrt.

Wie es zu erwarten war, zeigten sich im Bereich der Geschmacksporen keinerlel spezi-
fische Farbungen, da ein Groliteil der spezifischen Antikorper durch das vorgel egte Pep-
tid inhibiert wurde. Lediglich einige Zellstrukturen unterhalb der Geschmackspore, so-
wie andere Zellbestandteile wurden unspezifisch angefarbt (siehe Abbildung 3.8).

Wurde jedoch mit dem nicht-&quivalenten Peptid inhibiert (T1R1-Antikorper mit T1IR2-
Peptid und umgekehrt) wurde erwartungsgemal? keine Inhibition festgestellt und es
zeigten sich wieder deutliche Farbungen im Bereich der Geschmacksporen einiger Ge-
schmacksknospen (ohne Abbildung).

Sowohl die positiven nativen Kaninchenseren, wie auch die affinitétsgereinigten Anti-
korper wurden nicht an weiteren Geschmackspapillen der Rattenzunge ausgetestet.
Dagegen wurden mit diesen gewonnenen Materialien eingehende Untersuchungen an
extralingualen Geweben durchgefiihrt. Das Hauptaugenmerk richtete sich hierbei auf
Gewebeproben des Gastrointestinaltraktes, wie der Cardia des Magens, des Duodenums
und des Pancreas der Ratte, die besonders viele Gustducin-positive Birstenzellen ent-
halten. Zahlreiche Inkubationen mit unterschiedlichen Umgebungskonditionen, wie
auch verschiedene Verdinnungen erbrachten, wie auch schon bei den ISH, keine spezi-
fischen Farbungen. Somit boten auch sie keinen Hinweis auf das Auftreten der Rezepto-
ren T1IR1 und T1R2 in diesen Geweben.
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Ahnlich umfangreich durchgefiihrte Versuche an Geweben der Lunge, des Herzens, der
Retina, der Leber, sowie der Niere der Ratte fuhrten ebenfalls nicht zu positiven und

spezifischen Anfarbungen. Hodengewebe wurde nicht untersucht.
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Abbildung 3.5

Immunfluoreszenz mit nativen Kaninchenserum an Kryostatschnitten von Papillae circumvallatae der
Ratte; Pfeile zeigen auf die immunreaktive Mikrovillusregion der Geschmacksknospe (Sternchen)

a) natives T1R1-Serum 1:50

b) korrespondierendes Phasenkontrasthild

) natives T1R2-Serum 1:70

d) korrespondierendes Phasenkontrasthild
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Abbildung 3.6
Immunfluoreszenz mit affinitétsgereinigten Immunglobulinen an Kryostatschnitten von Papillae circum-

vallatae der Ratte; Pfeile zeigen auf die immunreaktive Mikrovillusregion der Geschmacksknospe (Stern-
chen)

a) affinitétsgereinigtes T1IR1-Serum

b) korrespondierendes Phasenkontrasthild

¢) affinitétsgereinigtes T1R2-Serum

d) korrespondierendes Phasenkontrasthild
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Abbildung 3.7

Immunfluoreszenz mit T1R-Antikérpern der Arbeitsgruppe von Hoon (Hoon et al., 1999) an Kry-
ostatschnitten von Papillae circumvallatae der Ratte; Pfeile zeigen auf die immunreaktive Mikrovillusre-
gion der Geschmacksknospe (Sternchen)

a) T1R1-Serum 1:70

b) korrespondierendes Phasenkontrasthild

¢) T1IR2-Serum 1:70

d) korrespondierendes Phasenkontrasthild
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Abbildung 3.8
Inhibition des affinitatsgereinigten Kaninchenserums mit dem jeweils entsprechenden Antigen-Peptid an

Kryostatschnitten von Papillae circumvallatae der Ratte; Pfeile zeigen auf die jetzt nicht immunreaktive
Mikrovillusregion der Geschmacksknospe (Sternchen)

a) mit T1R1-Peptid inhibiertes affinitétsgereinigtes T1R1-Serum

b) korrespondierendes Phasenkontrasthild

¢) mit T1R2-Peptid inhibiertes affinitétsgereinigtes T1R2-Serum

d) korrespondierendes Phasenkontrasthild
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Abbildung 3.9
Immunfluoreszenz von Kryostatschnitt mit einem Antikorper gegen Villin von Papillae circumvallatae

der Ratte; Pfeile zeigen auf die immunreaktive Mikrokrovillusregion der Geschmacksknospe (Sternchen)
a) a-Villin 1; 200
b) korrespondierendes Phasenkontrasthild
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4 Diskussion

Ausgangspunkt fir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit war eine Publikation
von Hoon et al. (1999) die zeigte, dass die zwel lingualen Geschmacksrezeptormol ekille
T1R1 und T1R2 in einzelnen Geschmacksrezeptorzellen der Zunge zusammen mit
Gustducin koexprimiert werden. Gustducin, ein fir Geschmackszellen spezifisches G-
Protein, das fir die Signaltransduktion von slif3en und bitteren Geschmacksstoffen eine
entscheidende Mediatorfunktion hat, konnte auch auf3erhalb der Zunge in speziaisierten
Epithelzellen des Gastrointestinaltraktes, den Birstenzellen, gefunden werden. Dies
fUhrte zu der Annahme, dass Birstenzellen chemorezeptive Eigenschaften besitzen.
Basierend auf diesen bekannten Ergebnissen sollte in der vorliegenden Arbeit unter-
sucht werden, ob die beiden Rezeptoren T1R1 und T1R2 auch in Burstenzellen oder
anderen extralingual en Geweben vorkommen.

Mit zwel methodischen Ansétzen sollte die mdgliche Expression von T1R1 und T1R2
untersucht werden. Zum einen durch Nachweis der mRNA mit Hilfe der In-situ-
Hybridisierung (ISH), zum anderen durch den direkten Rezeptornachweis mittels gegen
T1R1 und T1R2 gerichtete Kaninchenantikorper.

Die nicht-radioaktive In-situ-Hybridisierung wurde mit Antisense-Sonden, die die ge-
samte bekannte Sequenz der beiden zu untersuchenden Rezeptoren enthielt, ausgefihrt.
Aus den Untersuchungen von Hoon et al. (1999) war die Haufigkeit und Verteilung von
T1R1 und T1R2 in den einzelnen Geschmackspapillen der Zunge anndhernd bekannt.
Basierend auf diesen Daten wurden die jetzt erfolgten In-situ-Hybridisierung-
Untersuchungen fur T1R1 an Papillae foliatae und fur T1R2 an Papillae circumvallatae
durchgefuhrt. Die Ergebnisse zeigten fir T1R1 sowie T1R2 ein unterschiedliches Aus-
mal3 in Auftreten und Intensitét der Farbungen. Die Haufigkeit von T1R1 erwies sich
gegenuiber der von T1R2 als zahlenméldig geringer, wie auch an Intensitdt schwécher.
Dies lag wohl zum einen an der unterschiedlichen Anzahl von Geschmacksknospen, die
diese beiden Papillen enthielten, wie auch an den schon von Hoon et al. (1999) beo-
bachteten unterschiedlichen Haufigkeiten dieser einzelnen Rezeptoren in den verschie-
denen Geschmackspapillen (siehe Tabelle 1.2).

Anschlief3end wurde versucht, Antikorper gegen T1R1 und T1R2 zu generieren. Als
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Antigen fur eine Immunisierung von Kaninchen sollte ein synthetisch hergestelltes Fu-
sionsprotein dienen. Dieser Ansatz wurde gewdhlt, da die Reinigung und Anreicherung
des nativen Proteins aus Rattengewebe selbst mit einem enormen praparativen Aufwand
nur wenig erfolgversprechend ware. Zur Klonierung wurden jeweils unterschiedlich
grof3e Abschnitte der extrazelluléren Doméne, sowie zwel unterschiedliche Induktions-
vectoren, eingesetzt. Nach der erfolgreichen Klonierung der einzelnen Sequenzen in die
jeweiligen Expressionsvectoren, scheiterte deren Induktionen trotz zahlreicher Versu-
che. M&glicherweise wurden hierbei lytische Prozesse von den Bakterien auf das herge-
stellte Fusionsprotein ausgelibt.

Zum anderen wurde parallel zu diesen Versuchen die Antikorperproduktion gegen syn-
thetisch hergestellte Peptide unternommen. Hoon et al. (1999) lokalisierte mit so herge-
stellten Antikorpern den Geschmacksrezeptor T1R1. Sein Peptid-Antikorper war gegen
einen C-terminal gelegenen intrazelluldren Abschnitt des Rezeptors gerichtet. In der
vorliegenden Arbeit wurden die Peptid-Antikorper gegen einen dem N-terminalen Ende
der beiden Rezeptoren sehr nahe gelegenen Abschnitt gerichtet. Es wurde dabei eine
rezeptorspezifische Auswahl des Sequenzabschnittes getroffen. Die Peptidsequenzen
erwiesen sich in den durchgefuhrten Hydrophobizitéts-Untersuchungen as hydrophil
und damit potentiell antigen. Die geringen Sequenzhomologien der beiden gewahlten
Sequenzen sollten das Risiko entstehender Kreuzreaktivitéten bei der Immunfluoreszenz
zwischen den beiden Rezeptorantikdrpern ausschliessen.

Die nach jeder Immunisierung der sechs VersuchsKaninchen gewonnenen Seren wur-
den unter Anwendung der Dot-Blot-Analyse auf eine eventuelle Antikdrperproduktion
hin untersucht. Positive Ergebnisse der Dot-Blot-Analyse wurden durch ELISA-
Untersuchungen bestétigt. Mit Hilfe der so gewonnenen Antikorper konnten T1R1 und
T1R2 in verschiedenen Geweben der Ratte mit Immunfluoreszenz untersucht werden.
Dies wurde zunéchst an Papillae circumvallatae der Rattenzunge sowohl fir T1R1 wie
auch fur T1R2 durchgefihrt. Diese Papillen wurden zum einen wegen ihrer Grof3e und
somit leichteren Prdparation der Schnitte fur die Immunfluoreszenz gewahlt. Zum ande-
ren sind in diesen Papillen sowohl T1R1, as auch T1R2 lokalisiert. Durch die Wahl der
Papillae circumvallatae konnten die Untersuchungen von T1R1 und T1R2 direkt mit-

einander verglichen werden.
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Die beiden fur T1R1 und T1R2 spezifischen Peptidantikorper reagierten selektiv mit
dem Bereich der Geschmackspore der meisten Geschmacksknospen der Papillae cir-
cumvallatae. Die Geschmacksporen enthalten die rezeptortragenden Mikrovilli der Ge-
schmackszellen. Es war folglich naheliegend, dass beide Antikdrper mit den Mikrovilli
der Geschmacksrezeptorzellen reagierten. Dieser Eindruck wurde durch vergleichende
Immunanfarbungen mit einem Antikorper gegen das Mikrovillusprotein Villin bestétigt.
Auffallig war, dass bei weitem nicht jede einzelne der in der Phasenmikroskopie er-
kennbaren Geschmacksporen eine Immunreaktivitét zeigte. Manche Geschmacksporen
wurden nur sehr schwach angeférbt. Die mit TIR1-Antikorpern angeféarbten Papillen
zeigten eine wesentlich geringere Anzahl an geférbten Geschmacksporen, as die mit
T1R2-Antikorpern inkubierten Papillen.
Dies lal3t sich durch unterschiedliche Denkansétze deuten. Hoon et al. (1999) erkannte,
dass nicht alle Geschmacksknospen von Papillae circumvallatae einen der beiden Re-
zeptoren enthalten. Ungeféarbte Geschmacksporen kénnten zu denjenigen Geschmacks-
knospen gehoren, welche weder T1R1 noch T1R2 in ihren Zellmembranen enthalten. Es
wurde von Hoon et al. (1999) auch erkannt, dass die einzelnen Rezeptoren mit unter-
schiedlichen Haufigkeiten in den Papillae circumvallatae auftauchten. Diese Haufigkei-
ten stimmten mit den hier beobachteten Uberein, wenn auch exakte Auszahlungen nicht
durchgeftihrt wurden. Diese Haufigkeitsverteilungen lassen somit die unterschiedliche
Intensitdt der Immunreaktionen der Mikrovillusregionen der Geschmacksrezeptorzellen
erkléren. Positive Ergebnisse konnten nur an Kryostatschnittpraparaten nicht jedoch an
Semidinnschnittpréparaten festgestellt werden. Kryostatschnitte sind mit ca. 8 um im
Bezug auf den Durchmesser einer Geschmackspore (4-10 um) zwar ausreichend dick,
so dass wohl einige Mikrovillusbiischel sicher in diesem Schnitt vorhanden sind. Kry-
ostatschnittpraparate sind aber im Gegensatz zu Semidunnschnittprgparaten fir weitere
Untersuchungen ungeeigneter. So liegt die Vermutung nahe, dass einige Immunreaktio-
nen unerkannt blieben. Verglichen mit den parallel durchgefiihrten Immunfluoreszenz-
untersuchungen mit Antikérpern gegen Villin, konnte von einer Anférbung der Mikro-
villi ausgegangen werden, da sich dhnliche Anfarbemuster ergaben.

Diesen Ergebnissen dhnlich waren die Versuche mit den aus Kaninchenseren

gewonnenen affinitatsgereinigten Antikorpern. Diese wurden zunéchst ebenfalls nur an
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Geweben der Papillae circumvallatae von Ratten durchgefihrt. Es liefd sich wiederum
erkennen, dass nicht jede Geschmackspore eine Immunreaktivitét zeigte. Manche Ge-
schmacksporen wurden nur sehr schwach angeférbt. Ebenso bestanden erneut Vertei-
lungsunterschiede zwischen den Anfarbemustern der T1R1- und T1R2- Antikorpern.
Mit den affinitéatsgereinigten Antikorpern wurden anschlief3end Inhibitionsversuche
durch Praabsorption mit den entsprechenden antigenen Peptiden durchgefihrt. Erwar-
tungsgemal’ reagierten die absorbierten Antikérper nicht mit den Mikrovillusregionen
der Geschmacksrezeptorzellen. Wurden die Antikorper jedoch mit dem Peptid des je-
wells anderen Rezeptortyps vorinkubiert, wurde die Immunreaktivitadt nicht unterdruckt.
Diese Versuche legten nahe, dass es sich bel den produzierten Antikdrpern um T1R1-
bzw. T1R2-spezifische Antikdrper handelte. Eine Kreuzreaktivitét, die auch bei der
Auswahl der Peptide berticksichtigt wurde, konnte ausgeschlossen werden. Es erfolgten
auch hier Parallelinkubationen mit Antikorpern gegen Villin, um nachzuweisen, dass
Mikrovilli der Geschmacksrezeptorzellen in den Gewebeschnitten enthalten und fur die
Antikorper zuganglich waren.

Diese Daten lief3en auf das Vorhandensein der Geschmacksrezeptoren T1R1 und T1R2
in Papillae circumvallatae der Ratte schliessen. Dieser Nachweis gelang unter Anwen-
dung einer von Hoon et al. (1999) abweichenden Peptid-Sequenz, die als Antigen fir
die Antikorperproduktion diente.

Die den von Hoon et al. (1999) gewonnenen Daten sehr dhnlichen Resultate stiitzten
diese Ergebnisse. Auch die im Anschluf3 an diese Versuche durchgefiihrten Inkubatio-
nen mit nativen Seren, welche von der Arbeitsgruppe um Hoon et al. (1999) zur Verfi-
gung gestellt wurde, trug hierzu bei. Sie erbrachten ebenso die schon oben erwahnten

und mit den hier dargel egten Ergebnissen vergleichbaren Resultate.

Hieran schloss sich die weitere Suche nach T1R1- und T1R2-Geschmacksrezeptoren in
extralingualen Geweben an. Diese weiteren Untersuchungen basierten zum einen auf
den Erkenntnissen von Hofer et al. (1996), sowie Hofer und Drenckhahn (1998), die das
G-Protein Gustducin im Magen und im Pancreasgang nachweisen konnten. Zum ande-
ren basierten sie auf der teilweisen und oben schon erwéhnten Koexpression dieser bei-

den Rezeptoren mit Gustducin in Geschmacksrezeptorzellen.
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Schwerpunkte wurden hierbei auf Gewebe der Cardia des Magens, des blrstenzellrei-
chen Duodenums, sowie dem Pancreasgang der Ratte gelegt. Trotz der Spezifitét der
verschiedenen Antikorper gegen T1R1 und T1R2 konnten keinerlei Hinweise daflr ge-
funden werden, dass sich die Rezeptormolekile in einem dieser Gewebe befinden. Die
Versuche wurden auch unter verschiedenen Bedingungen und Verdinnungen nur mit
negativem Erfolg durchgefihrt. Die zuvor durchgefihrten In-situ-Hybridisierungen an
denselbigen Geweben des Gastrointestinaltraktes fielen ebenfalls negativ aus. Ebenso
negativ fielen die Untersuchungen dieser Gewebe mit den zur Verfiigung gestellten na-
tiven Seren der Arbeitsgruppe von Hoon et al. (1999) aus.

Auch hierfir gibt es folgende Erklarungsmoglichkeiten. Zum einen seilen hier die
Schnittdicken der Kryostatschnittpréparate im Hinblick auf weiterfihrende Untersu-
chungen erneut erwdhnt. Zum anderen sind T1R1, T1R2 und Gustducin nur in sehr ge-
ringem Ausmal3 koexprimiert. Somit stellen die Zellen mit Koexpression eine kleine
Anzahl dar und wurden bei den Versuchen eventuell gar nicht untersucht. Desweiteren
konnte auch der dritte bislang bekannte und zu der T1R-Rezeptorfamilie zéhlende Ge-
schmacksrezeptor T1IR3 noch nicht in Geweben des Gastrointestinaltraktes entdeckt
werden. Dies kdnnte auf ein generelles Fehlen der T1R-Geschmacksrezeptorfamilie im
Gastrointestinaltrakt hindeuten.

Weitere Immunfluoreszenzuntersuchungen an Gewebeschnitten von Lunge, Re-
tina, Leber, Niere und Herz der Ratte erbrachten sowohl mit den bei dieser Arbeit her-
gestellten, als auch mit den von Hoon et al. (1999) Uberlassenen T1R1- und T1R2-
Antikorpern keine positiven Ergebnisse. Ebenso negativ fielen die an diesen Geweben

durchgefuhrten In-situ-Hybridisierungen aus.

Fur eine Klédrung der genauen Funktion und Auftretens der Geschmacksrezeptoren
T1R1 und T1R2 kénnten sicherlich entsprechende Versuche an menschlichen Geweben

beitragen. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit nicht durchgefihrt.
Dass sich vermeintliche Geschmacksrezeptoren auch auf3erhalb von lingualen Geweben

befinden, konnte in den letzten Jahren haufiger nachgewiesen werden.
So konnte die DNA-Sequenz von T1R3 mittels RT-PCR auch im Hoden (Kitagawa et
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al., 2001) nachgewiesen werden. Dieses Organ enthalt auch andere Geschmacksrezepto-
ren, wie z.B. die Familie der TRB-Geschmacksrezeptoren (Matsunami et al., 2000).
Ebenso konnte die mit Gustducin in Verbindung stehende und 40-80 Mitglieder enthal-
tene T2R-Bitter-Geschmacksrezeptorfamilie (Adler et al., 2000), in Geweben aul3erhalb
der Zunge detektiert werden (Chandrashekar et al., 2000).

Die Untergruppe 3 der 1P;R (1,4,5-triphosphat Rezeptor) ist eine Rezeptorengruppe, die
sich vornehmlich in Mikrovilli von Enterozyten des Jejunums, sowie Azinuszellen des
Pancreas befindet. In Geschmacksknospen der Papillae circumvallatae von Ratten konn-
te eine Koexpression dieser |P;-Rezeptorengruppe mit dem Geschmacksrezeptor T1R2,
sowie mit dem G-Protein Gustducin gezeigt werden (Asano-Miyoshi et al., 2001). Diese
Ergebnisse kénnten nahelegen, dass diese IP;-Rezeptoren in den gastrointestinalen Ge-
weben, in denen sie hauptsachlich vertreten sind, auch mit T1R2 koexprimiert sein kon-
nen. Auch dieser Umkehrschlul3 lasst ein extralinguales Auftreten von Geschmacksre-

zeptoren vermuten.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war durch In-situ-Hybridisierung und Immunhistochemie
zu priufen, ob die gustatorischen Rezeptormolekiile T1R1 und T1R2 auch auf3erhalb von
Geschmacksknospen vorkommen. Besonderes Augenmerk wurde auf die Birstenzellen
in verschiedenen Abschnitten des Respirations- und Gastrointestinaltraktes gelegt.

In vorrausgegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde das fur Geschmacks-
zellen spezifische G-Protein Gustducin auch auf3erhalb der Zunge entdeckt, hauptsach-
lich in Birstenzellen des Magen-Darm-Traktes. Blrstenzellen wurden deshalb als mog-
liche chemorezeptive Epithelzellen angesehen. Gustducin spielt fir den Signalweg der
sufzen und bitteren Geschmackstoffe in Geschmacksrezeptorzellen der Zunge eine ent-
scheidende Rolle. Die beiden Geschmacksrezeptormolekile T1R1 und T1R2 werden
zusammen mit Gustducin in einzelnen Geschmacksrezeptorzellen koexprimiert (siehe
Tabelle 1.3). Dies legt die Vermutung nahe, dass die Signalwege dieser Rezeptormole-
kile an Gustducin gekoppelt sind.

Es stellte sich daher die Frage, ob T1R1 und T1R2 auch im Magen-Darm-Trakt oder
anderen Zelltypen vorkommen.

Zur Klarung der Expression dieser Rezeptormolekile wurde zunachst die In-situ-
Hybridisierung eingesetzt, um die mMRNA von T1R1 und T1R2 nachzuweisen. Ein posi-
tives Signal konnte nur in den Geschmacksknospen der Zunge, nicht jedoch in extralin-
gualen Geweben nachgewiesen werden.

Desweiteren wurde versucht, Fusionsproteine gegen Abschnitte der extrazelluléren
Doménen der beiden Rezeptoren herzustellen. Diese sollte als Antigene zur Generie-
rung von Rezeptor-spezifischen Antikorpern dienen. Der Versuch die Fusionsproteine
bakteriell zu exprimieren scheiterte an der Induktion.

Parallel hierzu wurden synthetische Peptide von den T1R1- und T1R2-Sequenzen her-
gestellt, um entsprechende Rezeptor-spezifische Peptid-Antikérper zu erhalten. Die
durch Immunisierung von Kaninchen gewonnenen Seren wurden anschlief3end zu im-
munhistochemischen Untersuchungen an verschiedenen Gewebesstiicken der Ratte ein-
gesetzt. Dies geschah insbesondere an der Zunge und dem Gastrointestinaltrakt. Beide

Rezeptoren wurden in der vorliegenden Arbeit durch Peptid-Antikorper im Mikrovil-
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lusbereich der Geschmacksrezeptorzellen nachgewiesen. Auch die aus den nativen Se-
ren hergestellten affinitétsgereinigten Antikorper erbrachten wie auch schon die In-situ-
Hybridisierungsuntersuchungen positive Ergebnisse. Somit gelang der Nachweis dieser
beiden Rezeptoren im lingualen Gewebe.

Die Spezifitédt der Immunfarbungen konnte durch Préabsorption mit den immunogenen
Peptiden nachgewiesen werden.

An extralingualen Geweben und hier vornehmlich Geweben des Magen-Darm-Traktes
konnte jedoch kein Nachweis eines der beiden Rezeptoren T1R1 und T1R2 gefunden
werden.

So konnten die von Hoon et al. (1999) erbrachten Ergebnisse zwar bestétigt werden,
aber die Arbeitshypothese einer Expression dieser Geschmacksrezeptormolekile in

Birstenzellen nicht verifiziert werden.
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