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EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1 Das gustatorische System

Der Geschmackssinn erfasst die Informationen (ber die biochemischen Eigenschaften
und die Qualitdt aufgenommener Nahrung, wobei der olfaktorische und der visuelle
Sinn die Beurteilung eines Nahrungsmittels mit beeinflusst.

Saugetiere sind in der Lage, auf ein vielfaltiges Repertoire an chemischen Substanzen
zu reagieren, die den funf Geschmacksmodalitdten salzig, sauer, siB, bitter und
umami (wohlschmeckend - der Geschmack von Glutamat) zugeordnet werden
(Lindemann, B., 1996).

Die primare Geschmacksperzeption erfolgt auf der Zunge und dem Gaumensegel in
den Geschmackspapillen, die hinsichtlich ihrer Verteilung auf der Zunge und ihrer Form
als fungiforme, foliate und circumvallate Papillen bezeichnet werden (Abb. 1.) Die
Papillen am Gaumen von Nagetieren liegen im sogenannten Geschmacksstreifen. In
den Papillen befinden sich die zwiebelartig geformten Geschmacksknospen, in denen
neben basalen und unterstitzenden Zellen die Geschmackssinneszellen lénglich
angeordnet vorliegen. Die Sinneszellen sind polare Zellen, deren apikale Seite zur
OberflachenvergroBerung aus Mikrovilli  besteht, auf denen die fir die
Geschmacksperzeption verantwortlichen Rezeptoren und Kanéle lokalisiert sind. Diese
Zellfortsatze ragen aus der vom Zungenepithel gebildeten Pore heraus und sind somit
mit dem Mundraum verbunden (Lindemann, B., 1996).

A: Zungenoberflache
Geschmacksknospe

Circumvallate Graben

Papille

Foliate

Papille
Geschmackspore
Mikrovilli

. Geschmacks-
Fu ngﬁorme sinneszellen
Papille

Unterstiitzende
{ Zellen
Zungenspitze S i Basale Zellen
NM/— | sensorische
basolateral Nervenfasemn

Abb. 1: Aufbau des Geschmackepithels bei der Ratte

Schematische Darstellung der Zunge mit den darauf befindlichen Geschmackspapillen (A),
einer circumvallaten Papille mit den darin enthaltenen Geschmacksknospen (B) und einer
Geschmacksknospe, den darin enthaltenen Sinneszellen mit apikalen Mikrovilli und
basolateralen Synapsen sowie den afferenten Nervenfasern (C).
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Die Geschmackssinneszellen von Saugetieren sind keine Nervenzellen. Dennoch sind
sie wie diese in der Lage nach Aktivierung ihre elektrischen Ladungsverhaltnisse zu
verdndern, was zur Freisetzung von Neurotransmittern an ihrer basolateralen Seite
fuhrt. Nervenzellen, deren afferenten Fasern mit den Sinneszellen Synapsen
ausbilden, fangen diese neuronalen Botenstoffe auf und leiten sie umgewandelt als
elektrische Signale zum Geschmackszentrum im Gehirn weiter (Herness, M.S. &
Gilbertson, T.A., 1999).

Die Grundgeschmacksqualitdten erregen die Sinneszellen in jeweils eigener Weise:
Die Weiterleitung des salzigen und sauren Geschmacks wird (iber die Kationen Na*, K*
und H* vermittelt. Bei Nagetieren werden salzige Substanzen (ber den Amilorid-
sensitiven Natrium-Kanal ENaC (epithelial sodium channel) vermittelt (Heck, G.L. et al.,
1984; Canessa, C.M. et al., 1994). Ein entsprechender humaner Salz-Rezeptor ist
bisher nicht identifiziert (Lindemann, B., 2001). Die Protonen saurer Substanzen
kénnen ebenfalls durch den ENaC in die Zelle gelangen (Gilbertson, T.A. et al., 1993).
Sie kénnen zudem Kanéle modifizieren, wie es fur den MDEG1 (mammalian degenerin
channel), einen unspezifischen H'-gesteuerten Kationen-Kanal, einen K*-Kanal bei
Necturus, sowie einen HCN (hyperpolarization-activated cation channel) beschrieben
ist (Kinnamon, S.C. et al,, 1988; Ugawa, S. et al, 1998; Miyamoto, T. et al., 1998;
Miyamoto, T. et al, 2000; Stevens, D.R. et al, 2001). Fir beide
Geschmacksrichtungen erfolgt eine Depolarisation der Zelle, die nach Calcium-
Einstrom neuronale Botenstoffe freisetzt.

Die Wahrnehmung der Geschmacksqualitadten suB, bitter und umami wird Gber
komplexere Mechanismen vermittelt. Hierbei werden Uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCR) Signaltranduktionskaskaden in den Zellen eingeleitet, die
ebenfalls zur Freisetzung von Neurotransmittern fhren.

In Abb. 2 sind die Geschmacksrezeptoren in ihrer Membrantopologie aufgefiihrt, die an
der Weiterleitung der flinf Geschmacksmodalitaten beteiligt sind.
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sauer salzig bitter umami suB
ENaC, MDEG1, ENaC T2Rs T1R14+T1R3 T1R2+T1R3
HCN u.a.
Cycloheximid, L-Aminos&uren Zucker, SiliBstoffe,
H* Na* Denatonium, (L-Glutamat) D-Aminoséauren
PROP u.a.

L, s o

Abb. 2: Geschmacksrezeptoren in ihrer Membrantopologie
Schematische Darstellung der lonenkanale, die salzig und sauer vermitteln, sowie der GPCRs,
die an der Weiterleitung des Bitter-, Umami- und SiBgeschmacks beteiligt sind.

Cc

1.2 Molekularbiologische Grundlagen des Bitter-, Umami- und SuB-
Geschmacks

In den letzten vier Jahren hat die Identifizierung der Rezeptoren flr bitter (Matsunami,
H. et al., 2000; Adler, E. et al., 2000; Chandrashekar, J. et al., 2000), umami (Nelson,
G. et al., 2002; Li, X. et al., 2001) und siiB (Hoon, M. A. et al., 1999, Nelson, G. et al,,
2001) einen wesentlichen Beitrag zum Verstandnis von Weiterleitung und Codierung
des Geschmacks beigetragen.

Die Familie der Bitter-Rezeptoren, T2R, wird abzlglich der Pseudogene bei Mensch
und Nagern auf 40-80 Mitglieder geschatzt (Adler, E. et al., 2000). Durch genetische
Studien konnte auf dem Chromosom 5 des Menschen ein Locus identifiziert werden,
der mit der Fahigkeit, die Bittersubstanz PROP (6-n-propyl-2-thiouracil) schmecken zu
kénnen, assoziiert ist (Reed, D.R. et al., 1995). Sequenz-Analysen in diesem Genom-
Intervall fihrten zur Identifizierung eines GPCRs, des T2R1 (Adler, E. et al., 2000). Die
Durchsuchung von Datenbanken nach ahnlichen Rezeptoren flhrte zur Identifizierung
weiterer Rezeptoren. Diese befinden sich Uberwiegend in Clustern auf den
Chromosomen 12 und 7 des Menschen und in syntdnen Bereichen auf den
Chromosomen 15 und 6 der Maus. Das Cluster der Rezeptorgene auf Chromosom 6
der Maus liegt in den Loci Soa, Rua und Qui, die schon durch friihere Untersuchungen
in Zusammenhang mit Bitterperzeption gebracht wurden (Warren, R.P. & Lewis, R.C.,
1970; Fuller, J.L., 1974). Diese Rezeptoren zeichnen sich durch einen kurzen N-
Terminus aus und zeigen untereinander eine Aminosaure-ldentitat von 30-70% auf
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(Adler. E. et al., 2000). Untersuchungen zur Liganden-vermittelten Rezeptoraktivierung
im heterologen Zellsystem fuhrten unterstitzt durch die genetischen Studien zu der
Erkenntnis, dass es sich bei dieser Rezeptorfamilie um Bitter-Rezeptoren handelt. Eine
unterschiedliche Sensitivitdt gegentber der Bittersubstanz Cycloheximid bei einigen
Maus-Stammen (,Schmecker” und ,Nicht-Schmecker®) beruht auf Mutationen innerhalb
des T2R5-Gens (Chandrashekar, J. et al., 2000).

Expressionsanalysen durch in situ Hybridisierungen konnten zeigen, dass nahezu alle
Bitter-Rezeptoren in einer T2R-positiven Geschmackssinneszelle coexprimiert werden
(Adler, E. et al, 2000). Um das weite Spekitrum an chemisch unterschiedlichen
Bittersubstanzen detektieren zu kénnen, wird die Ausbildung von Heterodimeren
postuliert (Zhang, Y. et al., 2003).

Nicht verwandt mit dieser Familie sind die bisher bekannten drei Mitglieder der T1R-
Familie: T1R1, T1R2 und T1R3. Hoon, M.A. et al. (1999) klonierten die ,orphan®
Rezeptoren T1R1 und T1R2, die bei der Ratte und der Maus ein definiertes
Expressionsmuster hinsichtlich ihrer Verteilung in den Geschmackspapillen von
Nagetieren aufweisen. T1R1 wird hauptsachlich in fungiformen Papillen, im
Geschmacksstreifen und schwécher in foliaten Papillen exprimiert. Im Gegensatz dazu
kommt T1R2 in circumvallaten und foliaten Papillen prominent, aber nur schwach im
Geschmacksstreifen vor. Die ldentifizierung des T1R3 zeitgleich durch Max, M. et al.
(2001), Montmayeur, J.P. et al. (2001), Kitagawa, M. et al. (2001) und Sainz, E. et al.
(2001) gab schlieBlich mehr Aufschluss Uber die Funktion dieser Rezeptorfamilie.
Durch genetische Studien konnte schon friiher ein Locus auf dem Chromosom 4 der
Maus identifiziert werden, der sogenannte Sac-Locus, der bei einigen Maus-Stammen
fur die Sensibilitdt gegenidber siiBen Geschmacksstoffen wie Saccharin verantwortlich
ist (Fuller, J.L., 1974; Lush, I.E., 1989). T1R3 liegt in dem Sac-Locus und wie jetzt
festgestellt, beruht die unterschiedliche Sensibilitat gegeniber den Sl Bstoffen auf zwei
Polymorphismen innerhalb des T1R3-Gens (Sainz, E. et al., 2001; Nelson, G. et al.,
2001). Die Gene fur T1R1 und T1R2 sind ebenfalls am distalen Ende des
Chromosoms 4 von Maus, bei der Ratte auf Chromosom 5 und beim Menschen auf
Chromosom 1 lokalisiert (Li, X. et al., 2001; Hoon, M.A. et al., 1999).

Der Rezeptor T1R3 wird von 30% der Zellen in den fungiformen, foliaten und
circumvallaten Papillen sowie des Geschmacksstreifens exprimiert. In jeder T1R1- und
jeder T1R2-positiven Zelle ist auch T1R3 vorhanden. In den Papillen des
Geschmacksstreifens und den fungiformen Papillen kommen zudem Zellen vor, die nur
T1R3 alleine aufweisen (Nelson, G. et al, 2001). Durch Studien zur Liganden-
vermittelten Rezeptoraktivierung im heterologen Expressionssystem konnte gezeigt
werden, dass die Rezeptoren T1R2 und T1R3 in Kombination durch Saccharose,
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Fructose, einige D-Aminosauren sowie durch die artifiziellen SiBstoffe GA-1
(guanidinoacetic acid), GA-2, Acesulfam K, Saccharin und Dulcin aktiviert werden
(Nelson, G. et al, 2001). Ebenfalls konnte durch vergleichbare Studien die
Stimulierung der humanen Rezeptoren in der Kombination T1R1 und T1R3 durch L-
Glutamat beobachtet werden (Li, X. et al., 2002). Die orthologen Rezeptoren aus der
Maus werden neben L-Glutamat durch mehrere L-Aminosauren stimuliert (Nelson, G.
et al., 2002). Aufgrund dieser Studien und dem dazu im Geschmacksgewebe
korrelierenden Expressionsmusters von T1R1, -2 und -3 wird fiir den SiB-Rezeptor die
Ausbildung des Heterodimers T1R2+T1R3 und fir den Umami-Rezeptor die des
Heterodimers T1R1+T1R3 angenommen.

1.3 Dimerisierung

Die Mitglieder der T1R-Familie zeichnen sich durch einen langen ungefahr 500
Aminosduren umfassenden extrazellularen Aminoterminus sowie durch einen sehr
kurzen 30-40 Aminosauren umfassenden intrazelluldren Carboxyterminus aus.
Aufgrund ihrer strukturellen Charakteristika werden sie der Subfamilie C innerhalb der
Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) zugeordnet (Hermans, E.
& Challis, R.A.J., 2001). Zu dieser Gruppe gehéren ebenfalls die metabotropen
Glutamat-Rezeptoren (mGluR), die Calcium Sensing-Rezeptoren (CaSR), Gamma-
aminobutyric acid B-Rezeptoren (GABAgR) sowie eine Gruppe olfaktorischer (OR) und
vomeronasaler Rezeptoren (V2R). Auf der Grundlage der Rdntgenstrukturanalyse der
extrazellularen Domane des mGIuR1 sowie durch eine deutliche Sequenzahnlichkeit
zu einem bakteriellen periplasmatischen Leucin/lsoleucin/Valin-Bindungsprotein (LIV-
BP) kann fir diese Rezeptoren der N-Terminus als Ligandenbindungsdoméne
charakterisiert werden (Kunishima, N. et al., 2000). Dabei wird das Modell der ,Venus
Fliegenfalle® als Bindetasche fiir den Liganden angenommen (Parmentier, M.L. et al.,
2002; Bessis, A.S. et al., 2002).

Viele Rezeptoren aus dieser Subfamilie bilden an der Zelloberfliche Homo- oder
Heterodimere aus, wobei unterschiedliche Mechanismen und Doméanen der
Rezeptoren an der Dimerisierung beteiligt sind. Eine Besonderheit einiger GPCRs ist
eine Cystein-reiche Region innerhalb der extrazellularen N-terminalen Doméane in der
Nahe der ersten Transmembranregion. In Mutationsanalysen und Co-
Immunoprazipitationen konnte fir den mGIuR5, den mGIuR1 und fir den CaSR
gezeigt werden, dass Disulfidbricken an der Rezeptor-Dimerisierung beteiligt sind
(Romano, C. et al., 1996; Robbins, M.J. et al., 1999; Fan, G.F. et al., 1998; Pace, A.J.,
et al. 1999). Aber auch Transmembranregionen oder intrazellulare Domanen kénnen
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fur die Dimerisierung verantwortlich sein. Die Dimerisierung findet im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) statt, wobei der Status der Oligomerisierung bei
den Rezeptoren einen wesentlichen Einfluss auf den Transport und die Zielsteuerung
zur Zelloberflache hat (Hermans, E. & Challiss, R.A.J., 2001). So ist fir die GABAg-
Rezeptoren GABAgR1 und GABAgR2 die Heterodimerisierung notwendig, um an die
Membran zu gelangen. Wenn der Rezeptor GABAgR1 alleine exprimiert wird, verbleibt
er aufgrund eines ER-Retentionssignals im ER. Der GABAgR2 hingegen gelangt an die
Zelloberflache, zeigt aber nur geringe Affinitdt zu GABA (Kaupmann, K. et al., 1998;
Jones, K.A. et al, 1998). Erst nach Ausbildung des Heterodimers gelangen beide
Rezeptoren an die Oberflache und kénnen so durch ihren Agonisten GABA aktiviert
werden. Dabei ist an der Dimerisierung die Interaktion der intrazellularen C-Termini
beteiligt (White, J.H. et al., 1998), durch die das ER-Retentionssignal des GABAg R1
maskiert wird.

Experimente zur Ligandenbindung mit den Rezeptoren der T1R-Familie haben gezeigt,
dass diese im heterologen Expressionssystem nur als Heterodimere in den
Kombinationen T1R1+3 und T1R2+3, nicht aber als Homodimere funktionell sind
(Nelson, G. et al., 2001). Allerdings konnte bisher im heterologen Zellsystem keine
eindeutige Lokalisierung der heterodimeren Rezeptoren an der Zelloberflache
nachgewiesen werden. Diese Schwierigkeit wurde ebenfalls fir andere sensorische
Rezeptoren beschrieben (Dwyer, N.D. et al, 1998; Krautwurst, D. et al, 1998;
Chandrashekar, J. et al., 2000).

Bislang ist eine essentielle Heterodimerisierung zur Ausbildung eines funktionellen
Rezeptors nur fir die GABAg-Rezeptoren sowie fir die Mitglieder der T1R-Familie
bekannt (Angers, S. et al., 2002).

1.4 Signalwege und Codierung des SiiB-Geschmacks

Die Umsetzung eines extrazelluldren Signals nach Aktivierung eines G-Protein-
gekoppelten Rezeptors durch seinen Liganden erfolgt durch einen generellen
Mechanismus, der initial Uber ein heterotrimeres GTP-bindendes Protein (G-Protein) zu
intrazelluldren Verénderungen fihrt. Durch die Ligandenbindung erfahrt der Rezeptor
eine Konformationsanderung, woraufhin der GDP-GTP-Austausch und die Dissoziation
des trimeren G-Proteins in seine a (Goa-GTP)- und By (GPy)-Untereinheiten erfolgt.
Beide Untereinheiten kénnen Reaktionskaskaden in Gang setzen, die zur Generierung
intrazellularer Signalmolekiile (second messenger) fuhren.

Die Signalweiterleitung ist fur die Mitglieder der T1R-Familie noch weitestgehend
unverstanden. Basierend auf elektrophysiologischen Studien kombiniert mit
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biochemischen Analysen sind sowohl cAMP als auch Ins(1,4,5)P; als Signalmolekile
in der Weiterleitung des SuBgeschmacks involviert (Lindemann, B., 2001). Durch
Calcium-Imaging-Experimente an isolierten Geschmacksknospen konnte nach
Stimulation mit Zucker (Saccharose) ein Ca®*-Einstrom aus dem extrazelluldren Raum
in die Zelle beobachtet werden (Bernhardt, S.J. et al., 1996). Dies deutet darauf hin,
dass durch Zucker Uber eine Ggs-Untereinheit die Aktivierung der Adenylat-Cyclase
erfolgt, die aus ATP unter Abspaltung von Diphosphat cAMP cyclisiert und dadurch
eine cyclische Nukleotidkaskade in Gang setzt. Dabei kann zum einen cAMP als
allosterischer Effektor die Aktivierung der Protein-Kinase A bewirken, die daraufhin die
Phosphorylierung eines K*-Kanals katalysiert. Die dadurch hervorgerufene SchlieBung
des K*-Kanals fiihrt zur Depolarisation und zur Offnung spannungsabhangiger Ca?*-
Kandile, Uber die Ca* eintreten kann. Zum anderen kann cAMP/cGMP (iber den
Kationen-Kanal CNGgy,s:. (cyclic nucleotide gated channel) den Einstrom von Kationen
in die Zelle bewirken (Misaka,T. et al., 1997).

Artifizielle SiiBstoffe hingegen bewirken die Ca®**-Freisetzung aus intrazellularen
Speichern Uber die Ins(1,4,5)P;-Kaskade. Dabei wird Uber die Aktivierung einer Gyg-
Untereinheit die Phospholipase CB, (Rossler, P. et al., 1998) stimuliert, durch die nach
Hydrolyse des in der Lipiddoppelschicht der Plasmamembran vorkommenden PIP,
(Phosphatidyl-inositolbisphosphat) DAG (Diacylglycerol) und Ins(1,4,5)P5; entstehen.
Das Ins(1,4,5)P; filhrt zur Ausschittung von Ca** aus dem endoplasmatischen
Retikulum.

Die Art der Signallbertragung ware damit ligandenabhangig, wobei beide Wege in ein
und derselben Geschmacksrezeptorzelle coexistieren (Abb. 3 A). Zudem muss
angenommen werden, dass ein Rezeptor-Dimer wie T1R2+T1R3, der sowohl durch
Zucker als auch durch kunstliche SuBstoffe aktiviert wird, beide Wege einschlagen
kann (Bernhardt, S.J. et al., 1996).

Neueste Untersuchungen weisen darauf hin, dass es fir siB, bitter und umami einen
gemeinsamen Signalweg gibt, an dem Phospholipase CB. (PLCB,) und TRPMS5, ein im
Geschmacksgewebe prominent exprimierter TRP-lonenkanal (transient receptor
potential channel) (Perez, C.A. et al., 2002), beteiligt sind (Abb. 3 B). TRP-Kanéle
spielen in vielen physiologisch unterschiedlichen Prozessen eine Rolle. Hierzu gehort
z.B. im sensorischen System die Phototransduktion bei Drosophila (Minke, B. & Cook,
B., 2002). Fir die Aktivierung von TRP-Kandlen werden unterschiedliche
Mechanismen angenommen. Dabei kann unter anderem die Freisetzung von Ca** aus
internen Speichern TRP-Kanile aktivieren und einen Ca*-Einstrom aus dem
extrazellularen Raum bewirken, wie es ebenfalls fir den TRPM5 angenommen wird
(Perez, C.A. et al., 2002). Untersuchungen an PLCB,- und TRPM5-knockout-Mausen
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zeigten, dass nach Zugabe von stBen und bitteren Substanzen sowie Aminosauren
keine induzierten Aktionspotentiale an den Geschmackshauptnerven Chorda tympani
und Nervus glossopharyngeus gemessen werden konnten. Mit salzigen oder sauren
Substanzen hingegen konnten Aktionspotentiale gemessen werden (Zhang, Y. et al.,
2003).

Die Rolle des im Geschmacksgewebe spezifisch exprimierten G-Proteins Gustducin in
der Geschmacksperzeption ist nicht klar. Seine Bezeichnung, die soviel wie
~geschmacksleitend” bedeutet, wurde von der des G-Proteins Transducin im visuellen
System abgeleitet. Eine Beteiligung von Gustducin an der Signaltransduktion des
Geschmacks konnte bisher nur fir den Bitter-Rezeptor T2R5 aus der Maus
nachgewiesen werden (Chandrashekar, J., et al, 2000). Allerdings zeigen o-
Gustducin-knockout-Mause sowohl eine geringere Sensitivitdt gegendber den
Bittersubstanzen Denatonium und Chinin als auch gegeniber den SlBsubstanzen
Saccharin und Saccharose (Wong, G.T. et al., 1996; Ruiz-Avila, L. et al., 2001). o-
Gustducin ist somit an der Weiterleitung bzw. Modulation beider Geschmacksqualitaten
beteiligt. Signalwege, die unabhdngig von a-Gustducin sind, kdnnen nicht
ausgeschlossen werden, was Untersuchungen mit einer dominant-negativen Mutante

von a-Gustducin bestatigten (Ruiz-Avila, L. et al., 2001).

A SuBstoffe ucker B Zucker,
r'd 4 SiiBstoffe

T1R2+T1R3  T1R2+T1R3 T1R2+T1R3

g @@ TRPMi

Ca2+

Abb. 3: Konkurrierende Modelle zur Signaltransduktion des SiiBgeschmacks

A: Dargestellt ist die Generierung der beiden second messenger IP; und cAMP hervorgerufen
durch die Aktivierung des T1R2+3 durch kiinstliche SiiBstoffe iber Phospholipase C (PLC) und
Zucker Uber Adenylat-Cyclase (AC).

B: Ausgehend von einem gemeinsamen Signalweg, der auch fir den Bitter- und Umami-
Geschmack zutreffen kann, bewirkt die Aktivierung des T1R2+3 fir kiinstliche SuBstoffe sowie
fir Zucker die Generierung von IP; Gber PLCB,. Auf die Freisetzung intrazellularen Ca** erfolgt
die Offnung des TRPM5.
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Inwieweit diese beobachteten Signalwege als Haupt- oder Nebenwege an der
zentralen Weiterleitung und Wahrnehmung der Geschmacksmodalitdten stB, umami
und bitter beteiligt sind, ist zum gegebenen Zeitpunkt noch Spekulation. Flr deren
Codierung stehen sich zwei Hypothesen gegenuber:

Einerseits wird die Expression unterschiedlicher Rezeptortypen innerhalb einer Zelle
postuliert. Um die verschiedenen Geschmacksrichtungen getrennt weiterleiten zu
kénnen, werden unterschiedliche ligandenabhangige Signalwege eingeschlagen
(Caicedo, A. et al., 2002; Gilbertson, T.A. et al., 2001; Margolskee, R.F. 2002). Dabei
muss die Information der einzelnen Geschmacksrichtungen in den Geschmackszellen
und durch ein ,across-fibrepattern”der sensorischen Nerven entschliisselt werden.
Andererseits zeigen Expressionsanalysen im Geschmacksgewebe weitestgehend
keine Coexpression des Umami-Rezeptors T1R1+3, des SiiB-Rezeptors T1R2+3 und
der Bitter-Rezeptoren. Aufgrund der Untersuchungen an knockout-Mausen und der
Ahnlichkeit zu anderen Modellen aus dem olfaktorischem System (Brunet, L.J. et al.,
1996) und dem vomeronasalen System (Stowers, L. et al., 2002; Leypold, B.G. et al.,
2002) wird vermutet, dass bitter, sti3 und umami den gleichen Signalweg benutzen.
Von einer Geschmacksrezeptorzelle wird nur eine Modalitat vermittelt und 16st somit
immer dieselbe Empfindung aus (Zhang, Y. et al., 2003). Demzufolge ist jede afferente
Nervenfaser nur fir eine Geschmacksqualitdt responsiv, und es wirde somit eine

~labelled-line-Codierung*“ vorliegen.

1.5 Funktionelle Rolle intrazellularer GPCR-interagierender Proteine

Die Vielfaltigkeit und Spezifitat der Signalwege von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
wird zusatzlich durch eine Vielzahl interagierender Proteine reguliert.

Dabei werden insbesondere Proteine, die Wechselwirkungen mit der intrazellularen C-
terminalen Domane von GPCRs eingehen, Funktionen innerhalb unterschiedlicher
Bereiche zugeschrieben (Hall, R.A. & Lefkowitz, R.J., 2002).

Chaperone zur Vermittlung der Zielsteuerung von GPCRs:

Eine korrekte Lokalisierung der GPCRs zu den relevanten zellularen Kompartimenten
an der Plasmamembran ist von fundamentaler Bedeutung fir ihre Funktion (Dev, K.K.
et al., 2001). Dabei kdnnen interagierende Proteine als Chaperone am Transport sowie
der Zielsteuerung von GPCR zur Plasmamembran beteiligt sein.

Expressionsstudien in kultivierten Hippocampus Neuronen haben fiir den mGIuR7
gezeigt, dass die mittlere Region des C-Terminus relevant fiir eine axonale
Zielsteuerung ist, wobei dies nicht alleine von einem Signal innerhalb des Rezeptors
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ausgeht. Es werden hierbei vielmehr bisher unbekannte Proteine vermutet, die den
richtigen Transport vermitteln (Stowell, N.J. & Craig, A.M., 1999).

An der Stabilisierung sowie der richtigen Faltung von Rhodopsin zur Vermittlung der
Zelloberflachenexpression in Drosophila melanogaster ist NINA A (neither inactivation
nor afterpotential A) beteiligt (Schneuwly, S. et al.,, 1989). Mutationen im NINA A-Gen
fihren zu einer verringerten Menge von Rhodopsin in den Photorezeptoren. Auch far
olfaktorische Rezeptoren werden Chaperone vermutet, die in olfaktorischen Neuronen
spezifisch exprimiert werden, da diese Rezeptoren im heterologen Zellsystem im ER
oder im Golgi-Apparat zurlickgehalten werden (Brady, A.E. & Limbird, L.E., 2001).

Gerustproteine zur Organisation eines , Signalosoms*:

Die Signalweiterleitung eines GPCRs ist umso effektiver, je mehr die beteiligten
Signalmolekiile in raumlicher Nahe zueinander stehen. Sogenannte GerUstproteine
(scaffold proteins), die meist aus mehreren evolutionar konservierten Protein-Protein-
Interaktionsdomanen bestehen, verbinden diese Signalmolekile zur Ausbildung eines
Signalkomplexes, dem sogenannten ,Signalosom®. Beispiele hierfir sind SH2 (Scr-
homology 2), SH3, PTB (Phosphotyrosine binding) und PDZ (postsynaptic-densitiy-95/
Discs-large/ ZO1). Die Funktion solcher GerUstproteine ist ausfihrlich im visuellen
System von Drosophila melanogaster fur das Protein INAD (inactivation no
afterpotential D) untersucht: INAD besitzt fiunf PDZ-Doménen, die die Ausbildung eines
heteromultimeren Proteinkomplexes, des , Transduciosoms®, aus PLC, PKC, TRP und
Rhodopsin vermitteln (Huber, A., 1996; Chevesich, J. et al., 1997; Xu, X.Z. et al., 1998;
Wes, P.D. et al, 1999). Dadurch wird die Signalspezifitdt und Geschwindigkeit der
Photodransduktion gesteigert (Huber, A. et al., 1996; Tsunoda, S. et al., 1997).

Ebenso gibt es mehrere Beispiele von Gerlstproteinen, die an der raumlichen
Organisation von synaptischen Proteinen beteiligt sind. Das Protein PICK1, das eine
PDZ-Doméne enthalt, interagiert mit dem extremen C-Terminus des mGIuR7 (Boudin,
H. et al., 2000). Es zeigt ebenfalls Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, wie z.B.
der Untereinheit des AMPA-Rezeptors oder Epinephrinrezeptor-Tyrosin-Kinasen
(Torres, R. et al., 1998; Dev, K.K. et al., 1999). PICK1 kann ein Homodimer ausbilden,
wodurch Uber beide PDZ-Doménen interagierende Proteine in Verbindung gebracht
werden kénnen (Staudinger, J. et al., 1999).

Ebenfalls kann Gber Gerustproteine eine indirekte Assoziation des Rezeptors mit dem
Cytoskelett erfolgen, wodurch dieser mit den Effektormolekilen indirekt am Zielort
verankert ist. So stellt Shank1, ein Multidomé&nen-Protein aus der Postsynapse, eine
Verbindung des Somatostatin-Rezeptors 2 (SSTR2) zum Cytoskelett dar. Dabei kann
Shank1 Wechselwirkungen mit o-Fodrin und Cortactin eingehen, wobei diese Proteine

mit Aktinfilamenten interagieren (Kreienkamp, H.-J. et al., 2002).
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Abgesehen von Funktionen zur Zielsteuerung und Organisation kénnen interagierende
Proteine auch an der Signalweiterleitung des Rezeptors beteiligt sein. Dies kann zum
einen durch eine direkte Beeinflussung der Signaltransduktion oder zum anderen durch
die Regulation der Rezeptoraktivitat erfolgen.

Effektor-Molekule innerhalb der Signaltransduktion:

Proteine, die direkt an der Signaltransduktion eines Rezeptors beteiligt sein kdnnen,
sind ebenfalls fir den mGIuR7 beschrieben. Die GBy-Untereinheiten binden an den C-
Terminus des mGIuR7 proximal der Transmembranregion (O"Connor, V. et al., 1999).
In diesem Bereich des C-Terminus kann ebenfalls Calmodulin (CaM) binden, wobei es
aber nicht mit GBy um eine Bindung konkurriert. Dennoch férdert CaM die Dissoziation
des GPy vom mGIuR7, worauf eine durch die Gpy-vermittelte Inhibierung
spannungsabhéngiger Ca*-Kandle erfolgen kann (Dev, K.K. et al., 2001). Die CaM-
Binderegion enthalt eine Konsensus-Sequenz zur Phosphorylierung durch die Protein-
Kinase C (PKC). Es besteht hierbei eine Konkurrenz zwischen CaM-Bindung und der
Phophorylierung des Rezeptors, wie es ebenfalls fir den mGIuR5 beschrieben ist
(Minakami, R. et al., 1997). Das Zusammenspiel von PKC, CaM und Gpy vermittelt
vermutlich die Kopplung des G-Proteins an den mGIuR7 (Dev, D.D. et al., 2001).

Somit ist der mGIuR7 ein Beispiel eines Rezeptors, der Uiber unterschiedliche Bereiche
seines C-Terminus mit Proteinen Wechselwirkungen eingehen kann, die nachfolgend
unterschiedliche Funktionen ausuben (Abb. 4).

proximal zentral distal

Abb. 4: Interaktionspartner der mGluR7 C-terminalen Doméne

Dargestellt ist der C-Terminus des mGIuR7 und die Bereiche, Uber die die Interaktionen mit G-
Proteinen, CaM, und PICK1 sowie Phosphoylierung durch Protein-Kinase C (PKC) vermittelt
werden. Die zentrale Region ist beteiligt am axonalen Transport, wobei involvierte Proteine
nicht identifiziert sind. mGIuR7 ist Uber G-Proteine an Adenylat-Cyclase (AC) und
Phospholipase C (PLC) gekoppelt. Inwieweit durch Phosphorylierungen des Rezeptors durch
G-Protein-gekoppelte-Rezeptor-Kinasen (GRKs) oder Protein-Kinase A (PKA) diese an der
Desensitisierung und/oder Internalisierung beteiligt sind, ist bisher unklar (Dev, K.K. et al,
2001).

11
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Auch die Rezeptor-Abschaltung wird durch Phosphorylierung reguliert. Hierbei spielen
Proteine, die an Regulationsmechanismen zur Desensitisierung sowie der
Resensitisierung beteiligt sind, eine wesentliche Rolle, um den Rezeptor vor einer
Uberstimulierung zu bewahren.

Die homologe Desensitisierung steht im Zusammenhang mit einer Familie von
Serin/Threonin (S/T)-Kinasen, die der GRK-Familie (G-Protein-gekoppelte-Rezeptor-
Kinasen) angehéren (Freedmann, N.J. & Lefkovitz, R.J., 1996; Chuang, T.T. et al.,
1996; Palczewski, K., 1997; Krupnick, J.G. & Benovic, J.L., 1998). Die durch
Agonisten-Stimulation erfolgte Konformationsénderung eines Rezeptors flihrt zu seiner
Phosphorylierung am C-Terminus oder am dritten intrazellularen Loop durch GRKs.
Die auf diese Weise phosphorylierten Rezeptoren sind nur minimal desensitisiert,
haben aber eine erhdhte Affinitdt zu Arrestin, die bei vielen GPCRs zu einer
Internalisierung in endosomale Vesikel flihrt (Sallese, M. et al., 2000).

Da nur sechs Gene bekannt sind, die fir die GRKs codieren, kann die Spezifitat fir
Rezeptoren nicht allein Uber diese Kinasen vermittelt werden. Vielmehr werden
intrazellulare Mechanismen postuliert, die die Aktivitdt von GRKs und somit die
Selektivitat der Interaktion mit dem Rezeptor regulieren (lacovelli, L. et al., 1999). So
wird einer Reihe von CSPs (calcium sensor proteins) die selektive Regulation der
GRK-Subtypen in  Abhangigkeit von der intrazelluldren Ca®*-Konzentration
zugesprochen (lacovelli, L. et al., 1999).

Zu diesen CSPs gehort eine Klasse an Proteinen, die EF-Handmotive besitzen. Dieses
Motiv besteht aus einer Helix-Schleife-Helix-Einheit, die Ca®* bindet. Ca** wird mit einer
hohen Affinitit von CSPs gebunden, die daraufhin eine Ca*-induzierte
Konformationsénderung erfahren und dadurch an unterschiedlichen regulatorischen
Mechanismen beteiligt sein kénnen. CSPs reprasentieren eine heterogene Klasse von
Proteinen, zu der Calmodulin, Mitglieder der S 100-Familie, NCS (neuronal calcium
sensor) wie Recoverin, VILIP (visin-like protein), Neurocalcin, Hippocalcin sowie eine
Gruppe von CABP (retinal calcium-binding proteins) gehéren (Sallese, M., et al., 2000).
Als sehr spezifisch wird die Regulation der Rhodopsin-Kinase GRK1 durch Recoverin
im visuellen System beschrieben. In Anwesenheit von Ca®* verringert Recoverin die
katalytische Aktivitdt von GRK1 (Klenchin, V.A. et al., 1995 und Chen, C.K. et al.,
1995). Die Eigenschaft zur Regulation der GRK1 ist auf Recoverin sowie einiger NCS
beschrankt. Ca®*/Calmodulin hingegen kann sowohl auf GRK4, GRK5 sowie auf GRK6
inhibitorischen EinfluB nehmen (Chuang, T.T. et al., 1996; Pronin, A.N. et al., 1997).
Die Regulierung von GRK durch CSP (ausgenommen GRK1 durch Recoverin) stellt
einen Feedback Mechanismus dar, der im Rahmen der homologen Desensitierung
Rezeptoren moduliert (lacovelli, L. et al., 1999).

12
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Far eine Reihe von Phosphatasen, die Uber eine katalytische Domane am N-Terminus
sowie Uber EF-Handmotive am C-Terminus verfigen, ist die Funktion zur
Resensitisierung der durch GRK phosphorylierten Rezeptoren wie flir Rhodopsin durch
die Protein-Phosphatase RDGC aus Drosophila beschrieben (Steele, F.R. et al. 1992;
Vinos, J. et al., 1997; Lee, S.-d & Montell, C., 2001). Diese Klasse von Phosphatasen
wird als GRP (G-protein-coupled receptor phosphatases) bezeichnet. Auch die
Regulierung von Rezeptor-Phosphatasen stellt einen wichtigen Mechanismus dar, um

im Rahmen der Resensitisierung die Rezeptorfunktion zu modulieren.

Zielsetzung

FOr das gustatorische System von Vertebraten sind Proteine der beschriebenen
Funktionen bisher nicht bekannt, die Teil eines ,Gustduciosoms* sind oder zu seiner
Ausbildung benétigt werden.

Zur ldentifizierung solcher Proteine konnte von Gabriel Frank im Rahmen seiner
Diplomarbeit mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid-Systems das Calcium- und Integrin-
bindende Protein (CIB) als Interaktionspartner fir die C-terminale Doméane des T1R2
identifiziert werden.

In dieser Arbeit sollte diese Wechselwirkung weiter charakterisiert und verifiziert
werden. Daflr sollten Untersuchungen zur Gewebeexpression des CIB-Proteins sowie
biochemische Analysen durchgefihrt werden, um eine funktionelle Einstufung des

Proteins innerhalb des gustatorischen Systems vornehmen zu kénnen.

Eine Besonderheit der drei Mitglieder der T1R-Familie ist die Heterodimerisierung zur
Ausbildung der funktionellen SiB- und Umami-Rezeptoren. Aufgrund des
Expressionsmusters von T1R1, -2 und -3 im chemosensorischen Gewebe ist die
Existenz eines bisher nicht beschriebenen Rezeptors, der mit dem T1R3 einen Dimer
ausbildet, moglich. Dabei konnte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hartwig Schmale
ein ahnlicher humaner G-Protein-gekoppelter Rezeptor durch Datenbankanalysen
identifiziert und anschlieBend kloniert werden.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte nach Klonierung des orthologen Rezeptors
aus der Ratte, fur diesen durch Analysen zur Gewebeexpression sowie durch
Untersuchungen zur Dimerisierung mit dem T1R3 eine Einstufung in die
Geschmacksrezeptorfamilie T1R erfolgen.

13
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2 Material und Methoden

2.1 Oligonukleotide, GenBank-Zugriffsnummern und Plasmidkonstrukte

2.1.1 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden von dem Service-Labor des Instituts fir Zellbiochemie und
Klinische Neurobiologie (IZKN, Universitats-Krankenhaus Eppendorf, UKE) mit einem
DNA/RNA-Synthesizer (Applied Biosystems) hergestellt. Durch Ethanolfallung wurden
diese von zusatzlichen Salzen befreit und auf eine Konzentration von 10 pmol/ul in
H.O eingestellt. Fir die Durchfihrung von Reaktionen zur Mutagenese an
Plasmidkonstrukten wurden Oligonukleotide, die am 5’-Ende phosphoryliert waren, bei
der Firma MWG BIOTECH AG Uber die Internetadresse www.mwg-biotech.com
bestellt. Diese Oligonukleotide wurden mit H,O auf die Endkonzentration von 100 ng/ul
eingestellt. Alle zur PCR und Sequenzierung eingesetzten Oligonukleotide sind in der
folgenden Tabelle aufgelistet:

Bezeichnung Sequenz 5’— 3’, Verwendungszweck Schnitt
-st.

rCIB,F ATACCATGGATATGGGAGGTTCGGGCAGT Ncol

rCIB,R GCTGGATCCTCACAGGACAATCTTAAAGG BamHl
Amplifizierung und Klonierung rCIB nt 1 - 576 in pGBKT7

L/C-rCIB,F GTACCATGGTGTCACTGCATACCCGAG Ncol
Amplifizierung und Klonierung rCIB nt 140 - 576 in pGBKT7

L/N-rCIB,R ATCGGATCCGAAGCACTGAGCCGAGT BamHl
Amplifizierung und Klonierung rCIB nt 1 - 438 in pGBKT7

M-rCIB,F CATCCATGGACCATTATGCCTTCCGCAT Ncol
Amplifizierung und Klonierung rCIB nt 324 - 576 in pGBKT7

M-rCIB,R GTCGGATCCTCAATGCGGAAGGCATAATG BamHl
Amplifizierung und Klonierung rCIB nt 1 - 341 in pGBKT7

rCIBEco,F CACGAATTCCAATGGGAGGTTCGGGCAGTC EcoRl

rCIBBam,R CATGGATCCCAGGACAATCTTAAAGGAG BamHI
Amplifizierung und Klonierung rCIB nt 1 - 576 in p3XFLAG-
CMV-14

rhCIBC,F CTTCAAGGAGCGAATCTGCA

rhCIBD,R GAGATGACGTGCTGGAACTC
RT-PCR nt 203 - 532

14
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TR1AF CGGCCCATGGCCAAGTGCTATGTGATTCTC Ncol
TR1B,R GATGGATCCTCAGGTAGTGCCGCAGCGCCTC BamHI
Amplifizierung und Klonierung T1R1 nt 2426 - 2523 in pGBKT7
TR2A,F GCTGCCATGGCCAAGTGTTACATGATCCTT Ncol
TR2B,R GATGGATCCTCAGCTCTTCCTCATGGTGTA BamHI
Amplifizierung und Klonierung rT1R2 nt 2441 - 2532 in pGBKT7
YrT1R3,F GCACCATGGCATGCTATGTACTTCTGTGG Ncol
rT1R3,R AATGGATCCTCATTCACTGTGTCCCCGAGTTG BamHI
Amplifizierung und Klonierung rT1R3 nt 2454 - 2577 in pGBKT7
YrTRX,F CGACCATGGCTAAGTGCTACATTATTCTTTG Ncol
YrTRX,R GACGGATCCTCATATACTTGAACTTCTTTTC BamHl
Amplifizierung und Klonierung rTRX nt 2503 - 2787 in pGBKT7
P-T1R2ctRg5—L,F | *CCGGAGCTCAACACCTCAGCCTATTTC
rT1R2ctMgs>V,F | GCTGCCATGGCCAAGTGTTACGTGATCCTTTTC Ncol
rT1R2ctMg40—~R,R | GATGGATCCTCAGCTCTTCCTCCGGGTGTAGCCC BamHI
Amplifizierung und Mutagenese des rT1R2 nt 2441 - 2532 in
pGBKT7
P-rT1IR2Mgs—V,F [ "GGCCAAGTGTTACGTGATCCTTTTCTAC
Mutagenese des rT1R2-FLAG in pcDNASFRT
rTRX1,F TCCACGTCTTCAATCTCTTC
Nested PCR nach 3’-RACE, RT-PCR-Untersuchungen
rTRX2,R GCACAGCAAGCTGAATGCTG
rTRX3,F GGAATTCGCATGGCCCTATCATTTGTATTTA EcoRl
Amplifizierung und Klonierung von rTRX nt 1 - 1260 in pCR-
Bluntll-TOPO
rTRX4,F GAGGATGCTGAATTTACAGCTCATGCC
RT-PCR-Untersuchungen
rTRX5,F CGAACCGTGCCCAGTGACTTCTACC
3’-RACE
rTRX6,F GCATTATACTGAGCCAGGAC
Sequenzierung
rTRX7,F GCCAATTGCAGATGGCCCTATCATTTGTA Mfel
rTRX8,R GAGCGGCCGCGTATACTTGAACTTCTTTTC Notl
Ampilifizierung und Klonierung rTRX nt 1- 2784 in pcDNA3
rTRX9,F CGAGAAGGAAGTGGAGTATCTTG
rTRX10,R CTTGCCGAAAGTGGTAGCATA

Sequenzierung, RT-PCR-Untersuchungen
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Sequenzierung des 3’-Endes von rT1R2

mTRX1,F ATGCTGAACTTACAGCTCATG
T T
mTRX2,R GTCTCGAGCTTGGCACAGATC
A A
Amplifizierung der rTRX Sequenz nt 472 - 1302
rTRX3-UTR,F GGCTATGATTCCCCAATAAG
Sequenzierung der 3’-UTR von rTRX
TR1A/H,F CGGCAAGCTTAAGTGCTATGTGATTCTCTG Hindlll
Amplifizierung und Klonierung rT1R1 nt 2426 - 2523 in
pinpointXa-3
TR2A/H,F GCTGAAGCTTAAGTGTTACATGATCATTTT Hindlll
Amplifizierung und Klonierung rT1R2 nt 2441 - 2532 in
pinpointXa-3
pPPXa/bio,F GCGCTGCAGAACCATTCCATT Pstl
pPPXa/bio,R AGCGGATCCTCAATGAAGCTTTTC BamHl
Amplifizierung und Klonierung des ppXa-P (biotin purification
tag) aus pinpointXa-3 in pSP64PolyA
rT1R1/pEGFP,F |GAACTCGAGCCAAGTGCTATGTGATTCTC Xhol
Amplifizierung und Klonierung rT1R1 nt 2426 - 2523 in pEGFP-N2
rT1R2/pEGFP,F |GCACTCGAGCGAAGTGTTACATGATCCTT Xhol
Amplifizierung und Klonierung rT1R2 nt 2441 - 2532 in pEGFP-N2
rhActl,F ATGGATGATGATATCGCTG
C C
rhActll,R ATGAGGTAGTCLGTCAGGTC
RT-PCR Untersuchungen
rhHGPRTf,F CGTCGTGATTAGTGATGATG
rhHGPRT2r,R TTCAAATCCAACAAAGTCTGGC
RT-PCR Untersuchungen
pGEX-Seq TCCAGCAAGTATATAGC
Sequenzierprimer fiir pGEX-2T (liegt bei 840-856bp)
rT1R2/TMD,F GATCCATGGTCAACTTCCTGGCCATCGGCTT Ncol

Tab. 1: Ubersicht iiber die eingesetzten Oligonukleotide
Angegeben sind die Namen der Oligonukleotide, ihre Sequenz, enthaltene Schnittstellen sowie
der Verwendungszweck. F und R nach dem Namen geben die Richtungen forward (F) und
reverse (R) an. Start- und Stop-Codons sind fett markiert, Schnittstellen unterstrichen. Mit
einem ,** versehene Oligonukleotide sind von der Firma Biotech AG. Die nt-Angaben beziehen
sich auf die jeweilige codierende Sequenz.
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2.1.2 Nukleotidsequenzen und GenBank-Zugriffshummern

In der

folgenden

Tabelle

sind die GenBank-Zugriffsnummern

far cDNA-

Nukleotidsequenzen aufgefihrt, die zur Plasmidkonstruktion eingesetzt wurden. Auf

die Gen-Datenbank wurde Uber die Internetadresse http://www.ncbi.nim.nih.gov

zugegriffen.

Sequenz Spezies GenBank-Nummer
Calcium Integrin bindendes Protein Ratte AF136585

T1R1 Ratte AF127389

T1R2 Ratte AF127390

T1R3 Ratte AF456324

TRX Ratte AJ535460 (n.v.)
Gustducin Ratte XM 216070

Tab. 2: Nukleotidsequenz und GenBank-Zugriffsnummern
Angegeben sind die in dieser Arbeit eingesetzten Sequenzen, die Spezies und die GenBank-
Zugriffsnummer. n.v.: nicht verdffentlicht

2.1.3 Zur Verfiigung gestellte Plasmide

Verwendete Plasmide anderer Arbeitsgruppen oder kommerziell erhaltliche Vektoren,

die zur Konstruktion neuer Plasmide eingesetzt wurden, sind in der folgenden Tabelle

aufgelistet:

Ausgangsvektor |Herkunft |Beschreibung

pGBKT7 Clontech Kdder-Plasmid im Hefe Zwei-Hybrid-System mit
GAL4 DNA-Bindedoméne

pGADT7 Clontech Bibliotheks-Plasmid im Hefe Zwei-Hybrid-System
mit GAL4 Aktivierungsdomane

pGEX2T Amersham | Herstellung von Gluthation-S-Transferase (GST)

Pharmacia | Fusionsproteinen im prokaryontischen System

pPinPoint-Xa3 Promega | Herstellung rekombinant exprimierter
Fusionsproteine mit einem in Bakterien
biotinyliertem 13 kDa groBen Peptid (ppXa-P)

pBluescriptkKS Stratagene | in vitro Transkription Digoxigenin markierter Sonden

pSP64-PolyA Promega | Herstellung von Poly-A*-Transkripten in vitro

pEGFP-N2 Clontech Expression von Fusionsproteinen mit dem N-
terminalem Grun-fluoreszierenden Protein (EGFP,
enhanced green fluorescent protein) in
eukaryontischen Zellen

pCMVtag2B Stratagene | Expression von Proteinen in eukaryontischen
Zellen, an denen am N-Terminus ein Peptid
bestehend aus den Aminosduren MDYKDDDDK,
dem sogenannten FLAG-tag, fusioniert ist

p3xFLAG-CMV-14 | Sigma Expression von Proteinen in eukaryontischen

Zellen, an denen am C-Terminus ein FLAG-tag (3X)
fusioniert ist
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pcDNAS/FRT Invitrogen | Generierung stabiler isogener Zelllinien durch
Rekombinase vermittelte Integration an einem
spezifischen Lokus in das Genom

pCR2.1-TOPO Invitrogen | Klonierung von Tag-Polymerase amplifizierten PCR-
Produkten

pCR-Bluntll-TOPOQO | Invitrogen | Klonierung von Pfu-Polymerase amplifizierten PCR-
Produkten

pGEX-JDK, Rekombinante Expression der GST versehen mit
einem C-terminalem Myc-tag, erhalten von Dr.
Dietmar Kuhl, ZMNH, UKE, Hamburg

rCIB-HA-pGEX- Rekombinante Expression des GST-rCIB-HA-

JDK, Fusionsproteins, erhalten von Dr. Dietmar Kuhl,
ZMNH, UKE, Hamburg

rT1R2-FLAG- Herstellung einer rT1R2 stabil exprimierenden

pcDNAS/FRT Zellline durch das Flp-In™-System, erhalten von

Prof. Dr. Wolfang Meyerhof (DIfE, Potsdam)

Tab 3: Kommerziell erhéltliche Vektoren und zur Verfiigung gestellte Plasmide
Aufgelistet sind die Bezeichnung, die Herkunft sowie der Einsatzbereich.

2.1.4 Konstruierte Plasmide

Die in dieser Arbeit konstruierten Plasmide sind in folgender Tabelle
zusammengestellt:
Bezeichnung Sequenzbereich der Verwendungszweck

Insertion

rT1R1ct-pGBKT7

rT1R1 nt 2426 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ct-pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2532

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R3ct-pGBKT7

rT1R3 nt 2454 - 2577

Hefe Zwei-Hybrid-System

rTRXct-pGBKT7

rTRX nt 2503 - 2787

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ctm—v-pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ctR-L-pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ctm—R-pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ctM—v,M-R-pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ctM—Vv,R-L-pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ct R-LM-R-pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

rT1R2ctM—V,R—L,M—=R-
pGBKT7

rT1R2 nt 2441 - 2523

Hefe Zwei-Hybrid-System

ppXa-P-rT1R1ct-pSP64

ppXa-P nt 1 - 386, rT1R1
nt 2428 - 2523

in vitro Transkription

ppXa-P-rT1R2ct-pSP64

ppXa-P nt 1-386, rT1R2
nt 2443 - 2523

in vitro Transkription

ppXa-P-pSP64

ppXa-P nt 1 - 386

in vitro Transkription
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rT1R1ct-pEGFP

rT1R1 nt 2428 - 2523

Expression in

eukaryontischen Zellen

rT1R2ct-pEGFP

rT1R2 nt 2443 - 2532

Expression in

eukaryontischen Zellen

rT1R2-FLAG-pcDNA5/FRT

rT1IR2 nt 1 - 2532

Expression in

eukaryontischen Zellen

rTRX-FLAG pcDNAS/FRT

rTRX nt1-2787

Expression in

eukaryontischen Zellen

rT1R2m-v-pcDNAS

rT1IR2 nt 1 - 2532

Expression in

eukaryontischen Zellen

rT1R2-HSV-pcDNA3

rT1IR2 nt 1 - 2532

Expression in

eukaryontischen Zellen

rT1R3-FLAG-pcDNAS3

rT1IR3 nt 1 - 2577

Expression in

eukaryontischen Zellen

rTRX-HSV-pcDNA3

rTRX nt1-2787

Expression in

eukaryontischen Zellen

rT1R3NL-pBSKS

rT1IR3 nt 1 -840

In vitro Transkription

rTRXNL-pBSKS

rTRX nt 1- 960

In vitro Transkription

rCIB-HA-pGEX rCIBnt 1-576 Expression in Bakterien
rCIB-pGBKT7 rCIBnt1-576 Hefe Zwei-Hybrid-System
rCIB-pGADT7 rCIBnt1-576 Hefe Zwei-Hybrid-System

C/rCIB-pGADT7

rCIB nt 325 - 576

Hefe Zwei-Hybrid-System

L-C/rCIB-pGADT7

rCIB nt 141 - 576

Hefe Zwei-Hybrid-System

14

N/rCIB-pGADT7 rCIB nt 1 - 341 Hefe Zwei-Hybrid-System
L-N/rCIB-pGADT7 rCIB nt 1 - 440 Hefe Zwei-Hybrid-System
FLAG-rCIB-pCMV rCIB nt 1- 576 Expression in
eukaryontischen Zellen
rCIB-FLAG-p3xFLAG-CMV- (rCIB nt 1- 576 Expression in

eukaryontischen Zellen

Tab. 4: Konstruierte Plasmide

Aufgelistet sind die Bezeichnung, der enthaltene Sequenzbereich, wobei sich die nt-Angaben
auf die codierende Sequenz beziehen, und der Verwendungszweck.
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2.2 Antikorper/ Protein-A-Agarose

Die in dieser Arbeit verwendeten priméren und sekundaren Antikérper sind mit Angabe

der Herkunft in Tabelle 5 angegeben.

(Kaninchen)

Antikérper (Spezies) Verwendung Herkunft
(eingesetzte Verdlinnung)
o-EGFP, polyklonal Western Blot (1:1000) Clontech
(Kaninchen)
o-FLAG M2, monoklonal Western Blot (1:2000), Stratagene
Immuncytochemie (1:1000)
o-T7, monoklonal Western Blot (1:5000), Novagen
Immuncytochemie (1:1000)
0-Ggust, Polyklonal Immunhistochemie (1:100) Santa Cruz

a-hCIB, monoklonal

Immunhistochemie (1:100)

Dr. U.P. Naik, North
Carolina (Naik, U.P.

et al., 1997)
o-hGolgin-97, monoklonal Immuncytochemie (1:500) Molecular Probes
o-Dig-Antikérper, AP- in situ-Hybridisierung (1:500) Enzo
gekoppelt
o-HSV, monoklonal Western Blot (1:10000), Novagen
Immuncytochemie (1:5000)

o-Kaninchen IgG-HRP Western Blot (1:2000) Amersham

(Ziege) Pharmacia

o-Maus IgG-HRP Western Blot (1:2000) Amersham

(Ziege) Pharmacia

a-Kaninchen 1gG-Alexa®
Fluor 488 (woher)

Immuncytochemie (1:1000)

Molecular Probes

Affinity Gel

o-Maus IgG-Cy3 (Ziege) Immuncytochemie (1:1000) Dianova
a-Kaninchen IgG-biotin Immunhistochemie (1:250) DAKO

(Schwein)

o-Maus 1gG-biotin Immunhistochemie (1:250) DAKO
(Kaninchen)

Maus-PAP Immunhistochemie (1:100) DAKO
Kaninchen-PAP Immunhistochemie (1:100) DAKO
IgG, Kaninchen Co-Immunoprazipitation Sigma

Protein A-Agarose Co-Immunoprazipitation Santa Cruz
Biotechnology
EZ-view Red o-FLAG M2 Co-lImmunoprazipitation Sigma

Tab. 5: Verwendete Antikorper

Angegeben sind die Bezeichnung, der Verwendungszweck und die entsprechend eingesetzte

Verdinnung sowie die Herkunft.
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2.3 Bakterienstamme, Hefestamme, Zelllinien und Tiere

Bakterienstamme

Die eingesetzten Bakterienstdmme sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Stamm Genotyp Herkunft
E.coli XL1blue RecA1 endA1 gyrA96 Tho-1 hsdR17 supE44 relA1 | Stratagene
lac[F proAB lacl"ZAM15 Tn10 (Tet)]
E.coliM15 Nal® Str° Rif® Thi Lac” Ara® Gal* Mtl'F" RecA* Uvr* | Qiagen
[PREP4] Lon*
E.coliXL10-Gold | Tet™ A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 | Stratagene
supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte [F’ proAB
lagl“ZAM15 Tn10 (Tet") Amy Cam"®]

E.coliTOP10 F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80lacZAM15 Invitrogen
AlacX74 recA1 deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rspL (Str") endA1 nupG

Tab. 6: Verwendete Bakterienstamme
Angegeben sind die Bezeichnung des Stammes, der zugehdrige Genotyp und die
Bezugsquelle.

Hefestamm

Flr Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionen im Hefe Zwei-Hybrid-System
wurde der Hefestamm AH109 (Clontech), der die Reportergene HIS3, ADE2 und lacZ
unter der Kontrolle des GAL4-Promoters tragt, verwendet.

Zelllinien

HEK293 (Humane embryonale Nierenzellen) DMSZ- (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH) Nr.: ACC 305

Flp-In™-293 Invitrogen

Tiere

Zur Gewebeentnahme wurden Wistar-Ratten der Gattung Rattus norvegicus aus der
Tierhaltung des Universitatskrankenhauses Eppendorf (Hamburg) bezogen.
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2.4 DNA: Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Plasmid-DNA oder PCR-Produkte wurden mit den gewilnschten Restriktionsenzymen
nach den von den Herstellern empfohlenen Reaktionsbedingungen (Invitrogen Life
Technologies, MBI Fermentas, New England Biolabs, Roche) geschnitten. Die
Enzymreaktionen wurden durch Zugabe von 1/10 Volumen DNA-Ladepuffer (0,25%
Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol, 30% Glycerin, 20% Tris-HCI, pH 8,0) gestoppt.

2.4.2 DNA-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Molekullen nach ihrer spezifischen Lange zur Analyse von
DNA-Praparationen, Restriktionsverdaus, PCR-Produkten und zur Isolierung von DNA-
Fragmenten erfolgte in horizontalen Agarosegelkammern (Serva). Die Agarose
(Invitrogen Life Technologies) wurde je nach erwarteter Fragmentlange als 0,5-2%ige
Lésung [w/v] in 1x TAE-Puffer (Sambrook, J. et al., 1989) gelést und mit 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid (Sigma) versetzt. Als Laufpuffer wurde 1x TAE verwendet. Die Gel-
Dokumentation erfolgte mit Hilfe eines 356 nm-UV-Leuchttisches (UVT-28M, Herolab)
und einem Videokamera-gesteuerten Drucker (Mitsubishi).

2.4.3 Aufreinigung von PCR-Produkten

Nach der Amplifizierung einzelner PCR-Produkte konnte fir eine anschlieBende
Reaktion mit Restriktionsendonukleasen das DNA-Fragment durch das QIAquick PCR-
Purification Kit (Qiagen) von Reaktionskomponenten der PCR getrennt werden. Die
Durchfiihrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers.

2.4.4 DNA-Extraktion nach préaparativer Agarosegelelektrophorese

Nach der Gelelektrophorese wurden die entsprechenden DNA-Fragmente mittels UV-
Licht sichtbar gemacht und mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten. Mit Hilfe
des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen) erfolgte die Isolierung der DNA aus der
Agarose nach Herstellerangaben. Die DNA wurde von den eingesetzten S&ulen mit 30
ul auf 55°C vorgewarmtem H,O eluiert. Nach der Aufreinigung wurde 1 ul des Eluates
auf ein Agarosegel aufgetragen und mittels eines DNA Langenstandards die GrdBe
und Konzentration Uberprift.

2.4.5 Ligation von DNA-Fragmenten
Eine Menge von 10-30 fmol Vektor-DNA wurde mit der dreifachen molaren Menge an

Fragment-DNA durch 1 U T4-DNA-Ligase (Invitrogen Life Technologies) fir 2 - 4 h bei
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RT oder bei 16°C @.N. ligiert. PCR Produkte mit 3'-A-Uberhangen wurden in den
pCR2.1-TOPO (Invitrogen) und PCR-Produkte ohne Uberh&dngende Enden nach
Amplifizierung mit der Pfu-Polymerase in den pCR Blunt Il-Vektor (Invitrogen) kloniert.

2.4.6 Transformation von Bakterien

Zwanzig ul kompetente Escherichia coli XL1-Blue SUBCLONING GRADE oder
SUPERCOMPETENT Zellen (Stratagene) wurden mit 1 - 2 pul eines Ligationsansatzes
oder mit 50 ng Plasmid-DNA versetzt und flr 30 min auf Eis inkubiert. Nach 45 sec
Hitzeschock bei 42°C wurden 500 ul LB-Medium hinzugefligt und es folgten 30-60 min
Inkubation bei 37°C unter Schitteln. Die Zellen wurden sedimentiert (4000x g, 2 min),
in 200 pl LB-Medium aufgenommen und auf Selektionsplatten ausgestrichen
(Sambrook, J. et al. 1998). Die Inkubation der LB-Platten erfolgte Gi.N. bei 37°C.

Fir Ligationsansatze mit TOPO-Vektoren wurden die flr dieses System optimierten
TOP10 Zellen (Invitrogen) verwendet.

2.4.7 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Fdr Minipréparationen wurden 5 ml mit entsprechendem Antibiotikum versetztem LB
Medium mit einer Bakterienkolonie inokuliert und 0.N. bei 37°C geschuttelt. Das Pellet
von 3 ml der Bakteriensuspension wurde zur Isolierung der Plasmid-DNA eingesetzt.
Die Isolierung erfolgte mit Hilfe des JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit (Genomed)
geman den Herstellerangaben. Die Isolierung gréBerer Mengen Plasmid-DNA aus 50 —
600 ml entsprechend hergestellten Bakteriensuspensionen erfolgte mit dem QIAGEN
Plasmid Midi Kit oder QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen).

2.4.8 Automatische DNA Sequenzierung

Die automatische Sequenzierung von Plasmid-DNA und PCR-Fragmenten erfolgte
nach der Didesoxy-Methode von Sanger, F. et al. (1977). Die Sequenzierreaktion
wurde mit Hilfe des ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kits (Applied Biosystems) im Servicelabor des IZKNs durchgefiihrt. Die
Analyse der fluoreszenzmarkierten Fragmente erfolgte auf dem Modell ABI Prism 377
DNA Sequenzer (Applied Biosystems). Zur Sequenzierung wurden 500 ng Uber Saulen
(Genomed) aufgereinigte DNA eingesetzt.

2.4.9 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Amplifizierung gewiinschter DNA erfolgte durch den PCR-Cycler Gene Amp PCR
System 2400 (Perkin Elmer), wobei die PCR-Ansétze auf Eis pipettiert wurden. Fur die
praparative PCR betrug das Reaktionsvolumen 50 pl. Ein Standardansatz sah wie folgt
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aus: 50-100 ng cDNA Matrize, 0,2 uM je Oligonukleotid, 200 uM dNTPs, 5 pl 10x
Puffer (Herstellerangaben zur Pfu-DNA-Polymerase), 2,5-3,5 mM MgCl,, 2-5 U Pfu-
DNA-Polymerase und H,O ad 50 ul. FUr die analytische PCR wurde der Tag QIAGEN
MasterMix in einem Reaktionsvolumen von 25 ul den Herstellerangaben entsprechend
eingesetzt. Das im Folgenden wiedergegebene PCR-Standardprogramm variierte in
Abhangigkeit der Hybridisierungstemperatur der Oligonukleotide, der Lange des
erwarteten PCR-Produktes und der Menge an Matrize.

Standardprogramm:
Vorgang Temperatur | Dauer Anzahl der Schritte
Pradenaturierung 94°C 2 min 1
Denaturierung 94°C 30 sec
Primer-Anlagerung 55-65°C 30 sec 25 - 35 Zyklen
Polymerase Reaktion 72°C 30 sec — 4 min
abschl. Polymerase Reaktion |72°C 7 —10 min 1

2.4.10 3-RACE

Zur Amplifizierung von 3’-Enden unbekannter cDNA-Sequenzen eines gewlnschten
Gens wurde das SMART™ RACE cDNA Amplification Kit von CLONTECH eingesetzt.
Die Durchfihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers. Fir die RACE-Reaktion
wurde der Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech) verwendet. Zur Addition von 3’-A-
Uberhangen wurde das PCR-Produkt mit 2,5 U Tag-Polymerase fiir 15 min bei 72°C
inkubiert, um eine anschlieBende Klonierung in den pCR2.1-TOPO zu ermdglichen.

2.4.11 Zielgerichtete Mutagenese

Um die Beziehung von Struktur und Funktion eines Proteins zu untersuchen, wurden
gezielte Austausche von Aminosduren vorgenommen. Hierzu wurden mit Hilfe des
QuikChange® Multi Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) Insertsequenzen unter
Verwendung von Oligonukleotiden mit den gewlnschten Codons modifiziert. Die
Durchfihrung erfolgte nach Protokoll des Herstellers. Nach Restriktionsverdau mit
Dpnl zur Eliminierung der cDNA-Matrize wurden die XL10-Gold® Zellen mit der die
Mutation tragenden zirkularen ssDNA transformiert.

2.4.12 Radioaktive Markierung von cDNA-Fragmenten mit **P
Die Markierung von cDNA-Fragmenten mit [o**P]dCTP (3000Ci/mmol, 10uCi/l,
Amersham-Pharmacia) wurde mit dem Prime It® Il Random Primer Labeling Kit

(Stratagene) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Nicht eingebaute Nukleotide
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wurden durch Gelfiltration mit NucTrapProbe Purification Columns (50) (Stratagene)
entfernt. Nach Uberpriifung des radioaktiven Einbaus durch Bestimmung der Zahlrate
im FlUssigkeits-Szintillationscounter Wallac 1409 (Wallac) (spezifische Aktivitat > 1x
10° dpm/pg) wurden die markierten Fragmente zur Hybridisierung von Northern Blots
eingesetzt.

2.5 RNA: Molekularbiologische Methoden

2.5.1 Nothern Blot Hybridisierung

Northern Blots wurden nach Anfeuchten fir 2 min mit 2x SSC in einem
Hybridisierréhrchen (Schott) mit 10 ml auf 68°C vorgewarmter Hybridisierlésung
(ULTRAhyb™, Ambion) fur 30 min bei 42°C unter Rotieren prahybridisiert. Die
Hybridisierung mit 106 cpm [a**P]dCTP/ml markierter DNA erfolgte in Hybridisierldsung
0.N. bei 42°C. Unspezifisch gebundene Sonde wurde durch zweimaliges Waschen des
Blots fir 5 min in 2x SSC + 0,1% SDS und fir 2x 15 min in 0,1x SSC + 0,1% SDS bei
42 °C entfernt. Nach Belichtung einer fiir [**P] sensitiven Phosphoimager-Platte wurde
diese im Fujifilm BAS-1800Il reader (Raytest Isotopenmessgerate GmbH) ausgelesen.
Dadurch konnte spezifisch gebundene Sonde (ber die radioaktive Markierung
detektiert werden.

2.5.2 Gewinnung von Gesamt-RNA aus Gewebe

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus enzymatisch praparierten Circumvallaten Papillen
der Ratte erfolgte mit Hilfe der RNAClean™ Solution (Hybaid) nach Protokoll des
Herstellers. Hierfir wurde das Gewebe mit dem 20-fachen Volumen [v/w] an
RNACIlean™ Solution versetzt und mit Hilfe eines Potters homogenisiert. Nach Zugabe
von 1/10 Volumen an Chloroform und einer Inkubation von 5 min auf Eis wurde nach
15 mindtiger Zentrifugation bei 12000x g bei 4°C die obere wassrige Phase
abgenommen, aus der durch Zugabe einer aquivalenten Menge Isopropanol die RNA
geféllt wurde. Die mit 80%igem Ethanol gewaschene RNA wurde Luft getrocknet und
anschlieBend in TE-Puffer aufgenommen.

2.5.3 Praparation von Geschmacksepithel zur RNA-Gewinnung

Die Isolierung von Geschmackspapillen aus Rattenzungen erfolgte in Anlehnung an
Spielman & Brand (1995) unter Zuhilfenahme eines Praparier-Binokulars 6.5-40 (Leitz).
Eine Enzyml6sung aus 0,5 mg/ml Kollagenase A (Boehringer), 1 mg/ml Trypsininhibitor
(Sigma), 2,5 U Dispase Il (Boehringer) in 1x HBS (140 mM NaCl, 20 mM KCI, 10 mM
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Hepes, pH 7,4, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,) wurde mit Hilfe einer 1 ml Insulinspritze und
einer Kanule (0,40 x 20) zwischen Zungenepithel und der darunterliegenden Dermis
injiziert. Einstiche zur Injektion wurden kreisférmig um circumvallate Papille und foliate
Papille und an der Zungenspitze vorgenommen. Nach einer Inkubationszeit von 30 min
in HBS -Ca**, das anstelle des Calciums 2 mM EGTA enthilt, konnte das Epithel
einschlieBlich der darin eingebetteten Geschmackspapillen von der Zunge separiert
werden. Die Entfernung von restlichem Drisengewebe und Zungenepithel erfolgte in
HBS -Ca*.

Geschmacksstreifen und  Geruchsepithel wurden mit einem Skalpell von
angrenzendem Gewebe abgetrennt.

2.5.4 RT-PCR

Die reverse Transkription von 1 pg Gesamt-RNA aus Rattengeweben einschlieBlich
der isolierten und praparierten Geschmacksgewebe wurde mit Hilfe der reversen
Transkriptase Superscript Il (Invitrogen Life Technologies) nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Die anschlieBende PCR erfolgte in einem Ansatz von 25 pl mit dem
Master Mix (Qiagen) je nach Bedarf mit verschiedenen Oligonukleotiden (siehe 2.1.1),
wobei je 5 pl der 1:10 verdiinnten cDNA eingesetzt wurden.

2.5.5 Praparation von Rattenzungen zur Herstellung von Gewebeschnitten

Adulte Ratten wurden mit CO, betaubt und dekapitiert. Der am Gaumen befindliche
Geschmacksstreifen sowie die am Zungengrund gelegene circumvallate Papille
wurden herausgeschnitten und auf Trockeneis in Tissue Tek (OCT COMPOUND)
eingefroren. Bis zur Herstellung der Schnitte wurde das Gewebe bei -70°C gelagert.
Die 10-15 um Schnitte wurden bei -20°C im Kryostaten (JUNG CM 3000, Leica)
angefertigt, auf beschichtete Objekttrager (SUPERFROST PLUS, Roth) aufgebracht und
anschlieBend bei -70°C gelagert.

2.5.6 Herstellung Digoxigenin markierter RNA-Sonden

Zur in vitro Transkription von RNA-Sonden wurden 300 ng PCR-Produkt, 1,5 pl 10x
Transkriptionspuffer (Boehringer), 0,5 pl RNasin (Promega), 1,5 pl 10x DIG RNA
Labeling MIX (Enzo), 1,5 ul RNA-Polymerase (T7- oder T3-RNA-Polymerase, Roche)
und H,O ad 15 pl zusammen pipettiert, fir 2 h bei 37°C inkubiert und bis zur
Verwendung bei -20°C gelagert. Vor dem Einsatz zur Hybridisierung wurden die
Sonden fiir 10 min bei 85°C aufgeschmolzen.
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2.5.7 In situ Hybridisierung an Diinnschnitten des Geschmacksstreifens und der
circumvallaten Papille

Gewebeschnitte des Geschmacksstreifens wurden 10 min in 4 % Paraformaldehyd in
PBS fixiert. Nach kurzem zweimaligem Waschen in PBS, anschlieBender 10-minutiger
Inkubation in 0,2 N HCI, wurden die Schnitte zur Permeabilisierung fir 2 min in 1%
TritonX-100 in PBS inkubiert. Eine Acetylierung erfolgte, indem die Schnitte in 0,1 M
Triethanolamin, pH 7-8 (mit HCI eingestellt) gelegt wurden und innerhalb 10 min
Acetanhydrid tropfenweise unter stetigem Rihren zugegeben wurde. Nach 2x waschen
mit PBS erfolgte die Prahybridisierung mit 300 pl pro Objekttrager Hybridisierldsung (5x
SSC, 5x Denhardt, 250 ug/ul Hefe tRNA, 500 pl Heringssperm DNA, 50% Formamid
und 0,1% Tween20) fir 2 h bei RT in einer feuchten Kammer. Die Hybridisierung mit
Digoxigenin markierter RNA mit einer Endkonzentration 200 ng/ml erfolgte bei 60°C
0.N. in einer feuchten Kammer. Nach 1x 2-minitigem Waschen bei RT und 1x 30-
minttigem Waschen bei 60°C mit jeweils 5x SSC und 2x mit 0,2x SSC fir 30 min bei
60 °C erfolgte die immunologische Detektion der Digoxigenin markierten RNA. Hierzu
wurden die Schnitte zunachst mit 500 pl Blocking Reagenz (Boehringer) fir 60 min bei
RT inkubiert. Die Inkubation des mit Alkalischer Phophatase gekoppelten anti-
Digoxigenin-Antikdrpers (Enzo) in einer 1:2000 Verdinnung erfolgte G.N. bei 4°C. Nach
3x 1-minGtigem Waschen mit B1-Lésung (0,1 M Maleinsaure, pH 7,5, 0,15 M NaCl)
und einer 5-miniitigen Aquilibrierung in B3-Lésung (100mM Tris-HCI, pH 9,5, 100mM
NaCl, 50 mM MgCl,) erfolgte die Detektion Uber BCIP/NBT-Lésung (0,45% v/v NBT-
Lésung [Nitroblautetrazolium, Boehringer] und 0,35% v/v BCIP-Lésung [5-Bromo-4-
chloro-indolylphosphat, Roche] in 100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCL, pH 9,5) im
Dunkeln bei RT. Die Farbentwicklung wurde unter dem Mikroskop verfolgt und je nach
Farbentwicklung die Reaktion nach 2-24 h abgestoppt.

2.6 Protein: Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Je nach ProteingréBe wurden 10-15%ige SDS-Polyacrylamidgele (Sambrook, J. et al.,
1989) zur Auftrennung von Proteinen eingesetzt. Pro Gelspur wurden 20-30 pl
Proteinextrakt, der mit 5x Probenpuffer (Laemmli, U.K. et al., 1970) versetzt und zur
Denaturierung und Spaltung von Disulfidbricken fir 5 min aufgekocht wurde,
aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in SDS-Laufpuffer (3 g Tris base,
14,4 g Glycin, 10 ml 10% [w/v] SDS pro Liter) fiir 1-2 h bei 160 V in einer Gel Apparatur
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(MINI PROTEAN I, BioRad). Der vorgefarbte Molekulargewichtsstandard Benchmark-
Marker (GibcoBRL) diente der GréBenabschatzung.

2.6.2 Coomassie-Farbung von Polyacrylamid-Gelen

Nach SDS-PAGE wurden Gele in Coomassie-Lésung (0,25% [w/v] Coomassie Brilliant
Blue R 250, 0,05% [w/v] Coomassie Brilliant Blue G 250, 50% Methanol, 10% v/v
Eisessig) fur 20 min bei RT gefarbt und anschlieBend mit Entfarberlésung (50% [v/V]
Methanol, 10% [v/v] Eisessig) entfarbt, in H.O gewaschen und getrocknet (GelAir
Dryer, BioRad).

2.6.3 Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen (Western Blot)
Zur immunologischen Detektion von Proteinen wurden diese nach SDS-PAGE auf eine
Nitrozellulose Membran (Schleicher&Schuell) tGbertragen. Der Proteintransfer erfolgte
in Blotpuffer (38 mM Glycin, 47 mM Tris base, 0,03% [v/w] SDS, 20% [v/v] Methanol) je
nach ProteingréBe fir 1-2 h in einer Blot Apparatur (Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell, BioRad) bei 100 Vonst. Und 4°C.

2.6.4 Immunologische Detektion von Proteinen auf NC-Membranen

Nach dem Proteintransfer wurde der Western Blot fir 1 h in Blockierldsung (4% [w/v]
Magermilchpulver in PBS) bei RT blockiert. Die Inkubation des primaren Antikérpers
verdunnt in Blockierldsung im Verhaltnis 1:500 bis 1:10 000 erfolgte G.N. bei 4°C. Nach
drei 10-minltigen Waschschritten mit PBS wurde der Western Blot mit HRP-
gekoppeltem sekundaren Antikérper in einer 1:2000 Verdinnung in Blockierlésung fur
1-2 h bei RT inkubiert. Nach weiteren drei 10-mindtigen Waschschritten mit PBS
erfolgte die Detektion der an die Proteine gebundenen Antikérper mit Hilfe des ECL-
Reagenzes (Enhanced Chemiluminescence, Amersham Pharmacia Biotech) nach
Vorschrift des Herstellers auf Réntgenfilmen (CRONEX MEDICAL X-RAY Film, Agfa).

2.6.5 Expression und Aufreinigung rekombinant exprimierter Fusionsproteine

Fir die Expression von GST-Fusionsproteinen wurde das GST Gene Fusion
Expression System (Amersham Pharmacia Biotech) eingesetzt. E. coli M15 Zellen, die
entsprechende Expressionsvektoren trugen, wurden in 5 ml LB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum bei 37°C unter Schitteln G.N. inkubiert. Diese Vorkultur
wurde auf ODgyp = 0,1 verdinnt und bis zum Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase von ODgy = 0,6 - 0,7 bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Die
Expression der Fusionsproteine wurde dann durch 1 mM IPTG (/sopropyl-b-D-
Thiogalactopyranoside, Roth) induziert. Nach 3-stindiger Induktionsphase wurden die
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Zellen sedimentiert (5000x g, 10 min, 4°C), in eiskaltem STE-Puffer (150 mM NaCl, 10
mM Tris-HCI pH 8,0. 1 mM EDTA) gewaschen und das Bakterienpellet eingefroren. Zur
Zelllyse cytosolischer Fusionsproteine wurde das Bakterienpellet auf Eis mit 10 ml
STE-Puffer resuspendiert, mit Protease-Inhibitor Cocktail (COMPLETE™, Roche) und
100 pl Lysozym (10 mg/ml) versetzt und flir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einer
Ultraschallbehandlung (5x jeweils 5 sec auf Eis; Stufe 5, SONIFIER B-12) wurde das
Bakterienlysat 30 min bei 4°C und 13 000x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 1
ml in PBS &quilibrierter Glutathion Sepharose 4B (Amersham Pharmacia Biotech AG)
auf Chromatographie Saulen (Poly-Prep® Chromatography Columns, BIO-RAD)
gegeben und fir 2 h bei 4°C auf einem Rotator inkubiert. Nach dreimaligem Waschen
der Saulen-Matrix mit PBS wurden die aufgereinigten Fusionsproteine dreimal mit je 1
ml 10 mM reduziertem Glutathion in PBS eluiert.

2.6.6 Dialyse

Aufgereinigte, mit Glutathion eluierte GST-Fusionsproteine wurden mit VISKING-
Dialysierschlduchen (SERVA) mit einem mittleren Porenradius von 24 A gegen PBS
mit 0,1% TritonX-100 dialysiert. Die Vorbehandlung der Dialysierschlauche mit 2%
Natriumbicarbonat und 1 mM EDTA, pH 8,0, erfolgte nach Anleitung von Sambrook, J.
et al., 1989.

2.6.7 In vitro Translation von Proteinen

Zur in vitro Translation von Proteinen wurde das TNT™ Coupled Reticulocyte Lysate
System (Promega) verwendet, bei dem Transkription mit Hilfe des SP6 bzw. T7
Promoters und Translation in einem Reaktionsansatz stattfinden. Die Durchflihrung
erfolgte im halben Ansatz nach Protokoll des Herstellers, wobei durch den Einbau von
[3*S] Methionin (1000 Ci/mmol, 10 uCi/pl, Amersham Pharmacia Biotech) wéhrend der
Translation die Proteine radioaktiv markiert wurden.

Zur Analyse wurden 2 pl der Translationsprodukte auf ein SDS-Gel aufgetragen. Nach
Gelelektrophorese wurde das Gel auf Whatman 3MM Papier fur 2 h im Geltrockner bei
80°C getrocknet. Nach Exposition auf einer fiir [**S] sensitiven Phosphimager-Platte
0.N. wurde diese im Fujifilm BAS-1800Il reader (Raytest Isotopenmessgerate GmbH)
ausgelesen. Die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mit dem
Softwareprogramm  AIDA  Version 2.1  (Bildauswertungs-Software,  Raytest
Isotopenmessgerate GmbH)
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2.6.8 GST-Pulldown Assay

Zur in vitro Untersuchung einer direkten Interaktion zweier Proteine wurde ein GST-
Pulldown Assay durchgefiihrt. In 400 ul Bindepuffer (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HClI,
pH 7,4, 2,5 mM EDTA, 2,5 mM EGTA, 0,1% BSA, 0,1% TritonX-100, Protease-Inhibitor
Cocktail (COMPLETE™, Roche)) wurden 150 ug aufgereinigtes und dialysiertes GST-
Fusionsprotein oder GST mit 2 pl in vitro translatiertem Protein auf dem Rotator bei
4°C inkubiert. Nach 2 h wurden zu den Ansatzen 20 pl mit 0,5% BSA in PBS
abgesattigte Glutathion Sepharose zugegeben und fiir weitere 2 h bei 4°C auf dem
Rotator inkubiert. Der Sepharose-Protein Komplex wurde nach dreimaligem Waschen
mit 1% TritonX-100 in PBS in 40 pl Probenpuffer (Laemmli, U.K. et al., 1970)
aufgekocht. Zur Analyse wurden jeweils 10 pl der Ansatze auf zwei 15%ige SDS-Gele
aufgetragen, wobei nach PAGE ein Gel zur Detektion der in vitro translatierten Proteine
getrocknet und mit Hilfe des Phosphoimager Systems ausgewertet wurde. Das zweite
Gel wurde zur Visualisierung der GST und des GST-Fusionsproteins mit Coomassie
gefarbt.

2.6.9 Immunhistochemie auf Gewebeschnitten der circumvallaten Papille

Die Detektion endogener Proteine auf Gewebeschnitten erfolgte mit einer Enzym-
Immunkomplex-Methode, bei der die PAP-Methode (Peroxidase - Anti-Peroxidase-
Antikdrper - Peroxidase) und die ABC-Methode (Avidin-Biotin-Enzymkomplex)
kombiniert wurden.

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden zunéchst entparaffiniert, indem
sie flr 3x 5 min in Xylolersatz und fir 5 min in 100% Ethanol inkubiert wurden. Wurde
fir die Detektion ein primérer polyklonaler Antikérper aus Kaninchen eingesetzt, wurde
durch die Inkubation fir 30 min in 1,2% H.O, in Methanol [v/v] die Aktivitat der
endogenen Peroxidase inhibiert. Bei der Verwendung eines monoklonalen
Primarantikérpers wurde dieser Schritt Gbersprungen, da dies zu Hintergrundfarbung
fuhrt. Zur Wasserung wurden die Gewebeschnitte fiir je 5 min in einer absteigenden
Alkoholreihe in 96%, 80% und 70% Ethanol inkubiert. Nach 5 min in H,O wurden diese
fir 15 min in PBS aufbewahrt. Zur Abdeckung unspezifischer Bindungsstellen wurden
die Schnitte fir 30 min mit 2% Serum in PBS [v/v] blockiert, wobei flr einen
monoklonalen Primarantikdrper ein sekundéarer Antikdrper aus Kaninchen eingesetzt
wurde und somit zum Blockieren NRS (normal rabbit serum) eingesetzt wurde. Fir
polyklonale Primarantikérper aus Kaninchen wurde ein Sekundérer Antikérper aus
Schwein verwendet und somit NSS (normal swine serum) zum Blockieren benutzt. Die
Inkubation des primaren Antikdrpers erfolgte Uber Nacht bei 4°C in entsprechender
Verdlnnung in PBS mit 0,2% BSA [w/v] und 0,1% NaNj; [w/v]. Nach 3x waschen mit
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PBS fur jeweils 10 min wurde ein biotinylierter sekundarer Antikérper fir 1 h bei RT
inkubiert. Nach 2x 10-mindtigem Waschen wurde der PAP-Komplex, der aus der
selben Spezies wie der primare Antikdrper stammt, zur Anlagerung an den sekundaren
Antikdrper, der auch als ,Brickenantikdrper® bezeichnet wird, fir 30 min inkubiert.
Nach 2x 10 min waschen wurde ein ABC-Komplex fur 30 min inkubiert, der tGber Avidin
an das Biotin des sekundaren Antikérpers bindet. Nach je einem 10-minUtigem
Waschschritt mit PBS und 0,1 M PB, pH 7,4 wurde die Entwicklung der
Peroxidaseaktivitdt durch Zugabe von 15 pul Glucose-Oxidase [1,2 mg/ml], 90 ul
[10%ige v/v Glucose], 90 pl Nickelsulfat [0,05 M], 100 pl Ammoniumchlorid [18 mg/100
pl], 100 pl DAB [22,5 mg/ml] in 4,5 ml PB, pH7,4 gestartet. Nach 3x Spilen mit PBS
wurden die Gewebeschnitte in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert und in Eukitt
(NOVOGLAS) eingedeckt.

2.7 Zellkultur: Molekularbiologische und biochemische Methoden

2.7.1 Kultivierung von HEK293-Zellen

Die Zellen der humanen Zelllinie HEK293 (Graham et al., 1977) wurden in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% v/v inakiviertem fétalen Kélberserum (FCS,
Biother) und 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Hefa) in Zellkultur-Plastikschalen bei
37°C und 5% CO, in einem Brutschrank kultiviert. Zum Passagieren konfluenter Zellen
wurden diese nach 1x Waschen mit PBS in 0,25% Trypsin (Life Technologies) in PBS
fir einige Minuten bis zum Ablésen der Zellen von der Schale im Brutschrank inkubiert.
Das Trypsin wurde durch Zugabe von 1 Volumen DMEM inaktiviert und die
Zellsuspension fir 1 min bei 170x g zentrifugiert. Die Zellen wurden in frischem
Medium aufgenommen, vereinzelt und in einer 5-10-fachen Verdinnung auf neue

KulturgefaBe ausplattiert.

2.7.2 Transiente Transfektion von HEK293-Zellen

Sechzehn Stunden vor der Transfektion wurden HEK293-Zellen mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer auf 2,5x 10° Zellen fiir 10 cm @ oder 1,5x 10° Zellen fiir 3 cm @
Gewebekulturschalen verdiinnt, um am Tag der Transfektion eine Konfluenz von 60%
erreicht zu haben.

Die Transfektion von HEK293-Zellen erfolgte nach dem Protokoll von Sambrook, J et
al. (1989). Dabei wurden 10-20 pg Plasmid-DNA in 500 pl 250 mM CacCl, verdiinnt und
tropfenweise zu 500 pl 2x HBS (HEPES-gepufferte Salzlésung: 280 mM NaCl, 10 mM
KCl, 1,5 mM Na,PO,, 12 mM Dextrose, 50 mM Hepes, pH 7,05) gegeben und unter
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Einleitung steriler Luft grindlich vermischt. Nach einer 20-30 minltigen Inkubation bei
RT zur Ausbildung von Calciumphosphat-Prazipitaten mit der DNA wurde der
Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben, wobei die Plasmid-DNA durch einen
phagozytotischen Prozess von der Zelle aufgenommen werden konnte. Nach 4-6 h
Inkubation im Brutschrank erfolgte die Zugabe von frischem DMEM-Medium.

2.7.3 Transiente Transfektion primarer Hippocampus-Neurone

Die Transfektion von Hippocampus-Neuronen erfolgte am Tag 8 in vitro. Dabei wurden
10 ug Plasmid-DNA ad 90 ul H,O verdinnt. Nach Zugabe von 10 pl 2,5 M CaCl, wurde
anschlieBend tropfenweise 2x BBS (50mM BES (N,N-bis[2-hydroxyethyl]-2-
aminoethanesulsulfonic acid), 280 mM NaCl, 1,5 mM Na,HPO,, pH 6,96) in die DNA-
Lésung unter Einleitung steriler Luft zugegeben. Nach 20 minltiger Inkubation bei RT
wurden jeweils 100 pl des Transfektionsansatzes pro Deckglaschen in einer 12 Loch-
Platte (Greiner) auf die Zellen gegeben. Nach 6 h wurden die Zellen 2x mit HBSS
(Gibco/Invitrogen)  gewaschen und  anschlieBend in  Neurobasal-Medium
(Gibco/Invitrogen) zur Expression kultiviert.

2.7.4 Zellextrakt aus kultivierten HEK293-Zellen

Zur immunologischen Detektion von Proteinen aus HEK293-Zellen wurde das Medium
einer bewachsenen 10 cm @ Gewebekulturschale abgesaugt und die Zellen in 500 pl
Lammli-Puffer aufgenommen, flr 30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend fir 15 min
bei 4°C und 15800x g zentrifugiert. Zwanzig ul des Uberstandes wurden auf ein SDS-
Gel aufgetragen, die Proteine wurden getrennt und anschlieBend auf Nitrozellulose
Membranen tbertragen. Fir die Co-Immunoprazipitation von Proteinen wurde anstelle
des Lammli-Puffers ein Co-IP-Puffer zur Lyse der Zellen verwendet (RIPA: 150 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1% [v/v] Nonidet P 40, 0,5% [w/v] Na-Desoxycholat,
0,1% [w/v] SDS, 5 mM EDTA, Proteaseinhibitor (Roche); Bindungspuffer: 150 mM
NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,5% TritonX-100, 0,5% Nonidet P-40, Proteaseinhibitor
(Roche)). Nach Zentrifugation wurde der Uberstand zur Co-lmmunoprazipitation

eingesetzt.

2.7.5 Immuncytochemie von transient transfizierten HEK293-Zellen

Zellen wurden am Tag vor der Transfektion auf mit 0,1 mg/ml Poly-L-Lysin und 12,5
pg/ml Laminin beschichtete Deckglaschen in 3 cm @ Gewebekulturschalen mit einer
Zellzahl von 1,5x 10° umgesetzt.

Vierundzwanzig h nach der Transfektion wurde das Medium mit dem gleichen Volumen
4 %iger Paraformaldehydlésung in PBS versetzt und fir 10 min bei RT inkubiert.
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Danach wurde die Lésung abgenommen und durch 4%ige Paraformaldehydlésung flr
15 min ersetzt. Die fixierten Zellen wurden zweimal fir 5 min mit PBS gewaschen und
zur Permeabilisierung der Zellmembran mit 0,3% TritonX-100 in PBS fir 5 min bei RT
inkubiert. Um eine unspezifische Bindung der Antikérper zu vermeiden, wurden die
Zellen far 1 h bei RT in Blockierlésung (10% [v/v] NGS, 0,3% [w/v] BSA, 0,05% [v/V]
TritonX-100 in PBS) inkubiert. Daran schloss sich eine Inkubation der Priméarantikdper
verdinnt in Blockierlésung 0.N. bei 4°C an. Nach 3-maligem Waschen mit PBS fur 5
min wurde fir 2 h der Sekundarantikérper bei RT inkubiert. Die Zellen wurden erneut
zweimal far 5 min mit PBS gewaschen und nach 10-mindtiger Inkubation mit
Dapilésung (1:10000 in PBS) in FluoroGuard (BioRad) eingebettet. Die Auswertung
erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica) sowie der Software Openlab 4.0 oder
einem Laser Scanning Mikroskop.

2.7.6 Kultivierung und Transfektion von HEK293-Zellen fiir Calcium-Imaging-
Versuche mittels FLIPR

Die Kultivierung der HEK293-Zellen erfolgte in fur die FLIPR Apparatur (Molecular
Devices) vorgesehene mit Poly-D-Lysin beschichtete 96-Loch-Multititerplatten
(schwarz mit transparentem Boden, Greiner) bei 37°C und 5% CO, in DMEM mit 10%
FCS. Nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 70% wurden die Zellen mit der fir die
FLIPR-Experimente gewahlten Plasmid-DNA mit Hilfe von Lipofectamin2000
(Invitrogen) transfiziert. Hierzu wurden pro Loch 0,4 pg Plasmid-DNA und 0,6 pl
Lipofectamin2000 mit jeweils 25 pl DMEM vermischt und far 5 min bei RT inkubiert. Zur
Ausbildung des DNA-Lipid-Komplexes wurde das Lipofectamin2000-DMEM-Gemisch
zu dem DNA-DMEM-Gemisch zugegeben und fir 30 min bei RT inkubiert. Der Ansatz
wurde vorsichtig auf die zuvor mit frischem DMEM versetzten Zellen getropft. Nach
einer Inkubationszeit von 4-6 h bei 37°C und 5% CO, wurde der Transfektions-Ansatz
auf den Zellen durch DMEM, GLUTAMAX (low Glucose) mit 10% dialysiertem FCS

ersetzt.

2.7.7 Calcium-Imaging im heterogen Expressionssystem mittels FLIPR

Die Liganden vermittelte Aktivierung von Rezeptoren im heterologen Expressionsystem
wurde (Ober die Freisetzung intrazellularen Calciums indirekt durch den
calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4-AM detektiert, wobei mit Hilfe des FLIPR
(Fluoromatric Imaging Plate Reader) der Firma Molecular Devices Veranderungen der
Calciumkonzentration fluorometrisch verfolgt werden konnten.

DreiBig Stunden nach Transfektion der Zellen wurde das Medium durch 50 pl frisch
angesetztes serumfreies DMEM, GLUTAMAX mit 1% [v/v] Probenicid (Sigma) und 0,1%
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[v/v] Fluo-4-AM (Molecular Probes) pro Loch ersetzt. Die Zellen wurden flir eine
weitere Stunde bei 37°C und 5% CO, inkubiert, um das Fluo-4-AM intrazellular
anzureichern. Zum Entfernen Uberschissigen Farbstoffes wurden die Zellen dreimal 30
min mit einem frisch angesetzten Waschpuffer (130 mM NaCl, 10 mM HEPES, 5 mM
KCI, 2 mM CacCl,, 5 mM D-Glucose) in einem Plattenwaschgerat (Denley) gewaschen,
wobei nach dem letzten Waschschritt 100 pl der Waschlésung in jedem Loch Gbrig
blieben. Direkt nach dem letzten Waschschritt wurden die Zellen im FLIPR nach
folgendem Programm vermessen, wobei die Blendenéffnungszeit 0,4 Sekunden betrug
und der Laser 0,35 Watt im ,Constant Light* Modus eingestellt war:

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

2. Applikation erster Ligand: Volumen 50 pl, Pipettiergeschwindigkeit 25 pl/

sec, 120 Bilder im Abstand von 1 Sekunde.
3. Aufzeichnung der Basislinie: 100 Bilder im Abstand von 6 Sekunden.
4. Applikation zweiter Ligand: Volumen 50 pl, Pipettiergeschwindigkeit 25 pl/
sec, 120 Bilder im Abstand von 1 Sekunde.

5. Aufzeichnung der Basislinie: 20 Bilder im Abstand von 6 Sekunden.
Den Zellen wurde die Testsubstanz (Ligand 1) und als Kontrolle der intrazellularen
Signalkaskade und zum AusschlieBen methodischer Fehlerquellen ATP (Ligand 2) in
einer Endkonzentration von 1 puM appliziert. Die Veranderung des intrazelluldren Ca**-
Spiegels wurde mit Hilfe des FLIPR verfolgt und anschlieBend Uber das Software
Programm FLIPR Control (Molecular Devices) und Sigma Plot ausgewertet.

2.8 Arbeiten mit Hefen

2.8.1 Transformation von Hefezellen

Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurden 30 ml Vollmedium (YPD broth, BIO
101) mit 1 - 3 Hefekolonien inokuliert und far 16 - 20 h bei 30°C bei 250 rpm
geschittelt bis eine ODgy von > 1,5 erreicht war. Die Hefesuspension wurde auf ODgg
= 0,15 verdinnt und far weitere 2 - 3 h bei 30°C bis zum Erreichen der logarithmischen
Wachstumsphase bei ODgyo = 0,4 - 0,6 unter Schitteln inkubiert. Nach Zentrifugation
fir 5 min bei 2000x g bei RT wurden die Hefezellen in H,O resuspendiert und der
Zentrifugationsschritt wiederholt. Das Pellet mit den Hefezellen wurde in 3 ml TE-LiAc-
Lésung (10 mM Tris-HCI, pH 7,0, 1 mM EDTA, 100 mM Lithiumacetat) resuspendiert,
kurz zentrifugiert und nochmals in 1,5 ml TE-LiAc-Lésung aufgenommen.

Fir den Transformationsansatz wurden 10 pl denaturierte Heringssperm-DNA (herring
testis carrier DNA, Clontech), fir die Co-Transformation zweier Plamide jeweils 750 ng
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Plasmid-DNA , 100 pl kompetente Hefezellen und 600 pl PEG/LiAc-Lésung (10 mM
Tris-HCI, pH 7,0, 1 mM EDTA, 100 mM Lithiumacetat, 40% Polyethylenglycol 3350)
vermischt und fir 30 min schittelnd bei 100 rpm und 30°C inkubiert. Nach Zugabe von
70 yl DMSO erfolgte ein 15-minttiger Hitzeschock bei 42°C. Die Hefezellen wurden
kurz sedimentiert, in 1 ml Hefe-Vollmedium resuspendiert und fir 45 min bei 30°C
geschuttelt. Die Hefekultur wurde kurz zentrifugiert und das Pellet in 500 pl H,O
resuspendiert und auf entsprechende Agarplatten (SELECT AGAR, Invitrogen Life
Technologies) ausplattiert, die flir mehrere Tage bei 30°C inkubiert wurden.

2.8.2 B-Galactosidase-Assay

Der FlUssigkulturtest zur Bestimmung der B-Galaktosidase Aktivitat beruht auf dem
Umsatz des farblosen Enzymsubstrates o-Nitrophenylgalaktosid (ONPG) zu dem gelb
I6slichen Produkt o-Nitrophenol, das photometrisch quantifiziert werden kann. Das
Ergebnis wird in B-Galaktosidase-Einheiten ausgedriickt.

Zehn ml Selektionsmedium wurden mit 2 - 3 Kolonien Hefetransformanten inokuliert
und bis zum Erreichen einer ODgyy = 1 bei 30°C unter Schitteln inkubiert. Von der
Hefekultur wurden zur Doppelbestimmung je zweimal 1,5 ml flr 3 min bei 16 000x g
sedimentiert, das Pellet in 1 ml Z-Puffer (60 mM Na,HPQO,, 40 mM NaH,PO,, 10 mM
KCI, 1 mM MgSO,, pH 7,0) gewaschen und anschlieBend in 200 ul Z-Puffer
resuspendiert, wobei davon 100 pl zur Bestimmung der ODggy mit 1 ml HO verdinnt
wurden. Aus den restlichen 100 pl der Hefesuspension wurde durch dreimaliges
Einfrieren in fliussigem Stickstoff und anschlieBendem Auftauen ein Extrakt hergestellt.
Durch Zugabe von 860 pl frisch angesetzter ONPG-Substratlésung (0,27% [v/v] B-
Mercaptoethanol, 3 mM ONPG (Sigma) in Z-Puffer, pH 7,0) wurde die Enzymreaktion
gestartet. Nach einer Inkubationszeit von 1 - 2 h je nach Farbentwicklung, wurde mit
400 pl 1 M Na,COs-Lésung die Reaktion gestoppt. Nach Zentrifugation fr 10 min bei
16 000x g wurde bei 420 nm die Photoabsorption des Uberstandes bestimmt, wobei
ein parallel durchgefihrter Ansatz, der anstelle der 100 ul Hefesuspension lediglich
100 ul Z-Puffer enthielt, als Nullkontrolle diente. Die Enzymaktivitéat in -Galaktosidase-
Einheiten wurde Uber folgende Formel berechnet:

1000 x OD4zo/ (t x V x ODgqg); t= Reaktionszeit [min], V= Kulturvolumen [ml]
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3. Ergebnisse

Die Untersuchungen zu Protein-Protein-Wechselwirkungen innerhalb der T1R-Familie
bestehen aus zwei Schwerpunkten. Der unter 3.1 beschriebene Abschnitt behandelt
die Identifizierung eines neuen G-Protein-gekoppelten Rezeptors, rTRX, und dessen
Einordnung in die Geschmacksrezeptorfamilie T1R. Der Abschnitt 3.2 beschaftigt sich
mit der Charakterisierung der Interaktion von rT1R2 und rCIB sowie deren Rolle
innerhalb dieser Familie.

3.1 Identifizierung und Charakterisierung eines G-Protein-gekoppelten
Rezeptors aus der circumvallaten Papille der Ratte

Hinsichtlich des Expressionsmusters der Rezeptoren der T1R-Familie im
Geschmacksgewebe von Ratte und Maus ist ein weiterer Rezeptor denkbar, der einen
funktionellen Rezeptor als Heterodimer mit dem rT1R3 ausbildet (Nelson, G. et al.,
2001). Mit Hilfe des Programmes BLAST Search’ wurde nach cDNA-Sequenzen
gesucht, die Ahnlichkeiten zu dem Geschmacksrezeptor T1R2 aus der Ratte
aufweisen. Dabei wurde neben den bisher bekannten G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren (GPCR) aus der T1R-Familie, dem Calcium Sensing-Rezeptor (CaSR)
sowie dem vomeronasalen Rezeptor V2R2 eine weitere Sequenz eines bisher
unbekannten GPCR aufgefiihrt. Durch weitere Datenbankanalysen auf dem EBI
Genome Server (ensemble.org) des humanen Genomprojektes konnte die gesamte
Sequenz identifiziert werden. Die anschlieBende Klonierung des humanen Rezeptors
erfolgte in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Hartwig Schmale. Der Rezeptor wurde in
Anlehnung an seine Identifizierung als TRX bezeichnet, wobei TR fir taste receptor
und X fOr die bisher nicht mégliche Einordnung in eine Geschmacksrezeptorfamilie
steht.

3.1.1 Klonierungsstrategie

Die Amplifizierung des orthologen Rezeptors aus der Ratte erfolgte durch PCR. Zu
Beginn der Klonierungsarbeiten waren lediglich Teilsequenzen des rTRX Uber die
Datenbank des EBI Trace Servers (http:/trace.ensembl.org/) aus dem Rattengenom
bekannt. Durch die degenerierten Oligonukleotide mTRX1 und mTRX2, die aus

konservierten Bereichen des humanen und murinen TRX abgeleitet wurden und weder

' BLAST Search: auf Server des National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov/)
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im CaSR noch in T1R1, -2 und -3 vorhanden sind, konnte ein 800 bp groBes Fragment
aus dem Sequenzbereich nt 472 - 1280 aus cDNA amplifiziert werden, die ihren
Ursprung in circumvallaten Papillen (CV) adulter Ratten hat. Im Laufe der Arbeit wurde
von dem EBI Trace Server Sequenzen des TRX veréffentlicht, die die Exone 1-5
umfassten. Dies ermdglichte die Amplifizierung des am 5-Ende beginnenden
Teilfragmentes von nt 1 - 1260 aus der Ratten CV cDNA mit den genspezifischen
Oligonukleotiden rTRX3 und rTRX2. Zur Identifizierung des 3’-Endes einschlieBlich der
3’-untranslatierten Region (3’-UTR) wurde eine RACE (rapid amplification of cDNA
ends)-Reaktion durchgefihrt, wobei das SMART™ RACE cDNA Amplification Kit
(Clontech) eingesetzt wurde, aus dem die im Folgenden beschriebenen
Oligonukleotide Oligo-dT-Primer, UPM und NUP stammen.

Die Erststrangsynthese erfolgte aus Gesamt-RNA enzymatisch praparierter
circumvallater Papillen der Ratte mit einem Oligo-dT-Primer, dem am 5-Ende 25 nt
spezifisch hinzugefigt sind. Die Amplifikation des 3-Endes erfolgte mit dem
genspezifischen Oligonukleotid rTRX5 und dem UPM (universal primer mix). Der UPM
ist ein Gemisch aus zwei Oligonukleotiden, wobei einer mit den 25 nt des Oligo-dT-
Primers hybridisiert. Die PCR fuhrte zu einem Gemisch aus cDNA-Fragmenten
unterschiedlicher Langen. Die FragmentgréBen lagen zwischen 2000-3000 bp. Die
Amplifikation einer definierten Bande bei 3000 bp wurde durch eine Nested PCR
erreicht. Dabei wurde das genspezifische Oligonukleotid rTRX1 und das Oligonukleotid
NUP (nested universal primer) zur PCR eingesetzt, die jeweils stromabwaérts der
Oligonukleotide rTRX5 und UPM hybridisieren. Als Matrize diente das primare PCR-
Produkt in einer 1:100 Verdinnung.

Die gesamte amplifizierte Sequenz von rTRX umfasst 3036 Nukleotide, wobei 249
Nukleotide zur 3’-untranslatierten Region gehdren. Eine schematische Darstellung der
PCR-Reaktionen, die zur Amplifizierung der rTRX-Sequenz durchgefihrt wurden, ist in
der Abbildung 5 dargestellt.
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1. Synthese degenerierter Oligonukleotide
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3. Amplifikation aus rCV cDNA
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5. Uberlappende PCR
codierender Bereich von rTRX

5 - —— 3

Abb. 5: Schematische Darstellung der PCR-Reaktionen zur Amplifikation von rTRX
Dargestellt sind die eingesetzten Oligonukleotide zur Amplifikation des rTRX aus cDNA, die aus
mRNA isolierter circumvallater Papillen der Ratte hergestellt wurde: die degenerierten mTRX1
und mTRX2, die sequenzspezifischen rTRX2, rTRX3, rTRX5, rTRX6 und rTRX8 sowie die
speziellen RACE-Oligonukleotide UPM und NUP. Farbige Boxen stellen codierende Bereiche
dar (grin: TRX aus Mensch, rot: TRX aus Ratte). Gestrichelte Linien und Boxen stellen
fehlende Sequenzbereiche dar. Die in dem angegebenen Schritt nicht amplifizierten Sequenzen
sind durch farblose Boxen dargestellt. Die Abbildung ist nicht maBstabsgetreu.

3.1.2 Sequenzanalyse von rTRX

Die cDNA sowie die Aminoséauresequenz von rTRX sind in Abbildung 6 dargestellt. Die
codierende Sequenz des TRX aus der Ratte ist zu 78% identisch mit der humanen
sowie zu 93% mit der Sequenz des TRX aus der Maus.

TRX hat eine 592 Aminosauren umfassende extrazelluldre N-terminale Doméne, eine
sieben Transmembranregion einschlieBlich der drei extrazelluldaren und der drei
intrazelluldren Loops und eine intrazellulare 88 Aminosauren umfassende C-terminale
Domane. TRX kann innerhalb der Superfamilie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
ebenso wie die T1R-Familienmitglieder der Subfamilie C zugeordnet werden.
Datenbankanalysen® sagen fir TRX ein Signalpeptid bestehend aus den ersten 20
Aminoséauren, einige Phosphorylierungsstellen fiir die Aminosauren Serin, Threonin
und Tyrosin sowie Konsensussequenzen fir N-Glycosylierungen an Asparagin-Resten
voraus. Am extremen C-Terminus verfligt rTRX Ulber eine Konsensussequenz S/T-X-

2 Datenbankanalyse: genutzt wurden die Datenbanken auf dem ExPASy Molecular Biology Server
(http://us.expasy.org/)
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®-COOH, die eine Bindung zu PDZ-Doméanen vermittelt (Kornau, H.-C. et al., 1995).
Dabei steht S/T wahlweise fur ein Serin oder Threonin, X fir eine beliebige und & fir
eine hydrophobe Aminosaure, die in dem Fall des rTRX ein Isoleucin ist.

Das Polyadenylierungssignal etwa 20 nt vor dem Poly-A-Schwanz weist auf die
vollstandige 3’-UTR hin.
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ATGGCCCTATCATTTIGTATTTATTACTTGCTTCATGATTCTTCTTGATACCTCCCAGTCT
M A L S F VF I T C F M I L L D T S Q S
TGTCATACCCCAGATGACTTCGTGGCTATCACTTCTCCCGGACATATCATGATTGGTGGT
c B T P DD F V A I T S P G H I M I G G
TTGTTTGCCATTCACGAAAAAATGTTGTCCTCAGATGACCATCCCAGGCAACCACAAATC
L ¥ A I H E K M L S S D D H P R QO P O I
CAGAAGTGTGTTIGGTTTITGAAATATCAGTGTTTCTTCAAACTCTGGCTATGATACACAGC
o K ¢ VvV 6 F E I s VvV F L 0 T L A M I H S
ATTGAGATGATCAATAACTCAAGCCTGTTGTCCGGAGTTAAGCTGGGGTATGAAATCTAT
I E M I II N S s L L S G VvV K L G Y E I Y
GACACTTGTACTGAAGTCACAGCGGCAATGGCTGCCACCCTGAGGTTCCTCTCTAAATTC
p T ¢ T E V T A A M A A T L R F L S K F
AACTGCTCTAGAGAAACCGTGATCTTTCAATGTGACTATTCCAGCTACGTGCCAAGGGTC
II c s R E T Vv I F QQ C D Y S S Y V P R V
AAGGCCATCATAGGTGCTGGCTACTCTGAAATATCCATGGCGGTCTCGAGGATGCTGAAT
K A I I 6 A G Y S E I S M A V S R M L N
TTACAGCTCATGCCACAGGTGAGTTATGAATCCACTGCAGAAATCCTGAGTGACAAAATC
L o . »m P Q0 V S Y E S T A E I L S D K I
CGCTTTCCTTCGTTTTTACGAACCGTGCCCAGTGACTTCTACCAAACTAAAGCAATGGCC
R ¥ P s F L R T Vv P S D F Y O T K A M A
CACCTGATCCGACAATCCGGATGGAACTGGGTTGGTGCCATAACAACCGACGATGATTAT
H L I R Q@ S G W N W V G A I T T D D D Y
GGAAGACTAGCGCTCAACACATTTGCAATCCAGGCTGCTGAAAACAATGTGTGCATCGCC
G R L A L N T F A I QO A A E N N V C I A
TTCAAAGAGGTTCTGCCAGCCTTCCTCTCAGATAATACCATTGAAGTGAGAATCAACCAG
F XK E V L P A F L S D N T I E V R I II 0
ACTCTGGAGAAAATCATTGCCGAAGCCCAGGTCAATGTCATCGTGGTGTTTICTTAGAAAA
T L ¢ K I I A E A QQ VvV N V I VvV V F L R K
TTCCACGTCTTCAATCTICTTCAACAAAGCCATCGAGAGGAAAATAAGTAAGATCTGGATT
F H V F N L F N K A I E R K I S K I W I
GCTAGTGATAACTGGTCAACTGCTGCCAAGATTATCACCATTCCCAATGTTAAGAAGCTT
A S D !ﬂ w s T A A K I I T I P N V K K L
GGCAAAGTAGTGGGCTTITACTTTTAGGAGAGGAAATATGTCTTCTTTCCATTICTTITTCTT
G K v v G F T F R R G nn M s S F H S F L
CAAACTCTGCATATGTACCCCAGTGACAATAACAAACCCCTACATGAGTTTGCCATGCTT
¢ T L H M Y P S D N N K P L H E F A M L
TTTTCTGCCTGTAAACACATCAAAGATGGTGATTTGAGCCAATGCATTTCCAACTATTCT
F S A C K H I K D GG D L s o C I S EI Y S
CAGGCAACTTGGACCTATGACACTACCAAGACCATTGAGACCCATTTATTCAAGAGAAAT
o A T w T Y D T T K T I E T H L F K R N
GACTTCCTTTGGCATTATACTGAGCCAGGACTCATTCACAGCATTCAGCTTGCTGTGCTT
b ¥ L W H Y T E P G L I H S I O L A V L
GCCTTGGGCCATGCCATCCGGGATCTGTGCCAAGATCGAGACTGCCAGAAACCCAACGCC
AL G H A I R D L C © D R D C QQ K P N A
TTTCAGCCATGGGAGCTACTTGCGGTGCTGAAAAACGTGACATTCACTGACGGAAAAAAC
F 0 P W E L L A V L K !I v T F T D G K N
TCATTTCATTTTGATGCCCATGGGGATTTAAATACTGGTTACGAGGTGGTGCTCTGGAAA
S ¥ H F D A H G D L N T G Y E V V L W K
GAGACTAACGGCCTCATGACTGTCACGAAGATGGCAGAATATGACCTGCAGCATGACGTC
E T N GGG L M T V T K M A E Y D L Q H D V
TTCATCACCACAAACCAAGAAACAAAGCATGAATTCAGGAAACTTAAGCAAATTCTATCT
F I T T N Q E T K H E F R K L K O I L S
AAATGCTCCAAAGAATGCATTCCTGGTCAAATGAAGAAAGCCACAGGAAGCCAACACAGC
K ¢ s K E ¢ I p G O M K K A T G S O H S
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TGTTGCTATGAATGTGTGAACTGCCCAGAAAACCACTACAGTAATGAGACAGACATGGAT
Cc ¢c Y ECV NCU®PENU HTY Ss[NETDMD
CACTGCCTCGTATGCAACAACGAAACCCACTGGGCCCCAGTAAGGAGCACGATGTGCTTC
H CL VCNI[NETEHWA AZPV VIR S T MC F
GAGAAGGAAGTGGAGTATCTTGACTGGGATGACTCCTTGGCTCTCCTCCTCATTGCCCTC
E K E V E Y L D WD D S L A L L L I A L
TCCCTACTTGGAATTGCCTTTGTTCTGGCCGTTGGCATAATATTTACAAGAAACCTGAAG
s L L G I AF UV L AV G I I F TURNUL K
ACACCTGTGGTGAAATCATCTGGGGGATTAGTGGTCTGTTACGTGATGCTCGCCTGCCAT
T P V VX S S G G L Vv V € ¥ V M L A C H
GCCCTCAACTTTGCCAGCACAGGCTTTTTTATTGGAGAACCACAGGACTTCACGTGCAAG
A L N F A S T G F F I GE P QD F T C K
ACCAGGCAGACCCTGTTTGGCGTGAGCTTTACTCTGTGTGTCTCCTGTATTTTGACGAAG
T R Q T L F/6 VvV s E T L €C VvV s € I L T K
TCCCTGAAAATTTTGCTAGCCTTCAGCTTCGACCCCACGCTGAAGACATTCCTGAAGTGT
S L K I L L A F s E D P(DL K TTF L K C
CTCTATAGGCCAGTCCCCATTGTCCTTACCTGCACCGGCATTCAAGTGGTCATTTGCACG
L YR P VP I VL TCTGTI QV V I CT
CTTTGGCTGGTCCTGGCAGCACCTACTGTGGAAGAGAACACCTCCTTGCCTAGAGTCATT
L W L VvV L A AP T VvV EENT s 1 P R V I
ATCCTAGAATGTGAGGAGGGATCTGCACTGGCGTTTGGCACCATGCTGGGCTACATTGCA
I L E CEE G S A L A F G T M L G Y I A
GTTCTGGCCTTCATTTIGTTTTGTATTTGCATTCAAGGGGAGGAAGCTTCCTGAGAATTAC
Vv L A F I C F V F A F K G R K L P E N Y
AACGAAGCTAAGTTCCTGACCTTTGGGATGCTGATTTACTTCATAGCTTGGATCACATTC
N E A K F L T F G M L I Y F I A W I T F
ATCCCAGTCTATGCTACCACTTTCGGCAAGTATTTGCCCGCTGTGGAGATCATAGTCATT
I PV YA T T F 6 K Y L P AV E I/I V I
CTGATATCCAACTATGGTATCCTCTGCTGTACATTCTTCCCCAAGTGCTACATTATTCTT
L I s N Y G I L CCTFFPI KT CY I I L
TGCAAGCAAAAGACTAACACTAAGTCAGTCTTCCTCCAGATGGTTTACAATTACTCTGCT
C K Q K T N T K S V F L oMV vy [N Y s a
CACAGCGTGGACAGCCTTGCCTTGAGTCACGTATCCCTGGACTCCGCCAGCCACAGTACT
H(E v Ds L AL S HV S L DG A H S T
GCAACAACCAACCCGAGGCCTGGTAACAAGACTGCAGCCTGTCAGAATTACAAACATCTT
AT T NP R P G[NXK TAATCOQONY K H L
CCTGTACAAGTGCTTGCTCACACAGGCATGGAAAAGACTATGCACGCGTCTAAAACTTTG
P V Q VL A HTGMTEI K T MUHAS K T L
CATCAGAAAAGAAGTTCAAGTATATGACTGAGTTCTCAGGAGAGGCTATGATTCCCCAAT

H Q K R s (8 1 *
AAGATGTTTCTGGTGATGGCTGCAAATTGTGTATTTATTTTTCTTAGCAAATACATCTTG
GGTTTTTGTTGTTTGTTITGGTTTCTGTTTTTCTTCTTTGCTTTTTGGGGTTCTTCTTTCT
ACCACTTTCTTGAACACTCTGTTCAACTTCATTCTGTTTAACAATCTGCTAATAAAAAAT
AGTTTCCATAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAA

Abb. 6: rTRX-cDNA und Aminosauresequenz

1680
560
1740
580

1800 |

600
1860
620
1920
640
1980
660
2040
680
2100
700
2160
720
2220
740
2280
760
2340
780
2400
800
2460
820
2520

840_|

2580
860
2640
880
2700
900
2760
920
2820

929__

2880
2940
3020

3056_ |

7TMR

C-Terminus

3 -UTR

Durchnummerierte Nukleotidsequenz einschlieBlich der 3’-untranslatierten Region und der
Aminosauresequenz von rTRX. Start- und Stopcodon fett gedruckt. Die sieben
Transmembranregionen (7TMR) sind griin unterlegt. Die extrazellularen Schleifen innerhalb der
Mdogliche
Glycosylierungen der AS Asparagin sind mit rotem Kasten umrandet, Phosphorylierungsstellen
der AS Serin (S), Threonin (T) und Tyrosin (Y) sind mit blauem Kreis umrandet. PDZ-Domé&nen-
bindende Sequenz am extremen C-Terminus ist rot gekennzeichnet.

TMR sind unterstrichen. Vorhergesagtes Signalpeptid ist blau unterlegt.

Polyadenylierungssignal innerhalb der 3’-UTR ist unterstrichen.

Das
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Durch eine Datenbanksuche mit Hilfe des Programmes BLAST search wurden die
Rezeptoren gesucht, die die hdéchsten Identitaten zu rTRX auf Proteinebene aufweisen.
Dabei wurden Teilsequenzen des Geruchs-Rezeptors aus dem Goldfisch (Carassius
auratus, ca) mit den hoéchsten Identitdten sowie Sequenzbereiche des Calcium
Sensing Rezeptors, des T1R3, des T1R2, des T1R1 und des V2R2 aufgefthrt. Die
Tabelle 7 zeigt die ldentitaten des rTRX zu diesen Rezeptoren in ihrer gesamten Lange
ausgewertet Uber das Software-Programm DNAstar. Die Identitdt von rTRX zu
caORb5.24 liegt bei 48%, zu dem rCaSR bei 37%, zu den Rezeptoren der T1R-Familie
rT1R1 bei 31%, rT1R2 bei 29% und rT1R3 ebenfalls bei 29%. Eine geringere ldentitat
weist der r'V2R2 mit 13% zu dem rTRX auf.

Rezeptor und Datenbank- Identitaten zu rTRX
ugriffshummer
caOR5.24 (AAD46570) 48%
rCaSR (AAO59490) 37%
rV2R2 (XP_227211) 13%
rT1R1 (AAD18069) 31%
rT1R2 (AAD18070) 29%
rT1R3 (AF456324) 29%

Tab. 7: Identitaten zu rTRX auf Proteinebene
Aufgefihrt sind die Rezeptoren, die die héchsten Identititen zu rTRX aufweisen, caOR5.24,
rCaSR, rV2R2, rT1R1, -2 und -3 sowie deren Zugriffsnummer zur Datenbank.

Die Uber die Datenbanksuche aufgeflihrten Rezeptoren werden ebenfalls wie der TRX
der Subfamilie C zugeordnet. In Abbildung 7 ist jeweils mindestens ein Mitglied einer
der Subfamilie C zugehdrigen Rezeptorfamilie in einem phylogenetischen Stammbaum
mit dem TRX aus der Ratte dargestellt. Dabei zeigen sich zwei evolutionar frih geteilte
Hauptzweige auf. Auf dem einen befinden sich die metabotropen Glutamat-Rezeptoren
mGIuR6 und mGIuR7, der vomeronasale Rezeptor V2R2 und die GABAg-Rezeptoren
R1 und R2. Der rTRX, der caOR5.24, der Calcium Sensing-Rezeptor sowie die
Rezeptoren der T1R-Familie bilden den zweiten Hauptzweig, wobei rTRX den
héchsten Verwandtschaftsgrad zu dem Geruchs-Rezeptor aus dem Goldfisch OR5.24
und dem CaSR aufweist.

42



ERGEBNISSE

rTRX
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Abb. 7: Phylogenetischer Verwandtschaftsgrad von TRX zu Mitgliedern der Subfamilie C
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren

Dargestellt ist der phylogenetische Verwandschaftsgrad von rTRX zu den Rezeptoren
caOR5.24, rCaSR, rT1R1, -2 u. -3, rGABAgR1 und -R2, rmGIuR6 und -R7 sowie rV2R2 in
einem Dendrogramm.

3.1.3 Expressionsmuster von rTRX in Geweben der Ratte

Die Mitglieder der T1R-Familie werden spezifisch in Geschmacksgewebe exprimiert.
Ob dies ebenfalls fir den rTRX zutrifft, wurde mittels RT-PCR-Analysen und in situ-
Hybridisierungen untersucht. Dabei galt, neben dem Geschmacksgewebe, besonderes
Interesse dem olfaktorischen Epithel aufgrund des nahen Verwandtschaftsgrades zu
dem Geruchs-Rezeptor caOR5.24 aus dem Goldfisch.

3.1.3.1 RT-PCR-Analyse

Flr die RT-PCR-Untersuchungen wurde mRNA aus sensorischem Gewebe wie der
enzymatisch praparierten fungiformen, foliaten und circumvallaten
Geschmackspapillen aus Rattenzungen, des am Gaumen befindlichen
Geschmacksstreifens, des olfaktorischen Epithels sowie weiterer nicht sensorischer
Gewebe wie Zungenepithel, Skelettmuskel, Gehirn, Herz und Niere eingesetzt. Zum
Nachweis des rTRX wurden zunachst die sequenzspezifischen Oligonukleotide rTRX9
und rTRX10 eingesetzt, die ein 691 bp langes Teilfragment (nt 1740 - 2431) der cDNA
des rTRX umfassen. Als Kontrolle wurden die sequenzspezifischen Oligonukleotide
rhHGPRTf und rhrHGPRT2r zur Amplifizierung eines 525 bp groBen Teilfragmentes (nt
20 - 545) der cDNA der konstitutiv exprimierten Hypoxanthin-Guanin-Phospho-
Ribosyltransferase (HGPRT) eingesetzt.

Wie in der Abbildung 8 (A) zu sehen ist, konnte die mRNA des rTRX in
Geschmacksstreifen, der circumvallaten Papille und der foliaten Papille der Ratte
nachgewiesen werden. Aus der RNA des Zungenepithels, des olfaktorischen Epithels,
der fungiformen Papillen sowie aus der RNA der nicht sensorischen Gewebe wie
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Skelettmuskel, Gehirn, Herz und Niere konnte die cDNA von rTRX nicht reproduzierbar
detektiert werden.

Um ausschlieBen zu kénnen, dass es sich bei diesen Amplifikaten um genomische
DNA handelt, wurden zusatzlich die Oligonukleotide rTRX4 und mTRX2 eingesetzt. Da
rTRX4 an eine Sequenz innerhalb des Exons 2 und mTRX2 innerhalb des Exons 3
hybridisiert, wird von diesen Oligonukleotiden ein 834 bp groBes Fragment der rTRX-
cDNA (nt 486 - 1302) amplifiziert, das Uber eine Exon-Intron Grenze geht. Dabei zeigte
sich wiederum das starkste Signal im Geschmacksstreifen und ebenfalls Amplifikate
aus der cDNA der circumvallaten sowie foliaten Papillen. Zudem erscheinen aber auch
schwache Banden in Zungenepithel, olfaktorischem Epithel und in der Niere (B).Die
cDNA der rHGPRT konnte aus allen praparierten Geweben in &givalenten Mengen
amplifiziert werden (C). rTRX scheint somit nur sehr schwach im Zungenepithel,
olfaktorischem Epithel und in der Niere vorzukommen, was auch durch eine nicht
reproduzierbare Amplifikation aus diesen cDNAs deutlich wird. Die préaferentielle
Expression des rTRX liegt im Geschmacksstreifen von Ratten vor.
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Abb. 8: Expression von rTRX in sensorischem und nicht sensorischem Gewebe
A: Amplifizierung der rTRX-cDNA (nt 1740 - 2431) mit rTRX9 und rTRX10.

B: Amplifizierung der rTRX-cDNA (nt 486 - 1302) mit rTRX4 und mTRX2.

C: Amplifizierung der HGPRT-cDNA (nt 20 - 545) mit rhHGPRTf und rhHGPRT2r
g.p.: grob prapariert
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3.1.3.2 In situ Hybridisierung

Da die RT-PCR-Untersuchungen das intensivste Signal fur rTRX, neben dem in den
circumvallaten Papillen und den foliaten Papillen, in dem Geschmacksstreifen (GS)
aufzeigt, wurden zur Detektion der rTRX-mRNA im Geschmacksstreifen und zudem in
circumvallaten Papillen in situ Hybridisierungen durchgefuhrt. Hierfir wurden
Gefrierschnitte eines quer geschnittenen GSs sowie einer circumvallaten (CV) Papille
aus einer adulten Ratte zur Hybridisierung mit einem Teilfragment der rTRX-mRNA (nt
1 - 960) hergestellt. Als Kontrollansatze wurden auf Gefrierschnitten die RNA-Sonden
des rT1R3 (nt 1 - 840) und des Gustducins (nt 1 - 590) zu deren Nachweis eingesetzt.
Zur Herstellung der Digoxigenin-markierten RNA-Sonden wurden PCR-Produkte der
jeweiligen Sequenzen verwendet, die durch die Klonierung in den Vektor pBlueskript
flankierend die Promotorsequenzen des T7- und T3-Promotors enthalten. Damit konnte
von dem PCR-Produkt je nach Wahl der T7- oder T3-RNA-Polymerase der sense-
sowie der antisense-Strang synthetisiert werden. Nach Hybridisierung der Digoxigenin-
markierten RNA-Sonden erfolgte die Detektion Uber einen Alkalische Phosphatase
(AP)-gekoppelten anti-Digoxigenin-Antikdrper, wobei die AP das Substrat BCIP/NBT zu
einem blauen unléslichen Farbstoff umsetzt.

Die Abbildung 9 zeigt die Hybridisierung mit jeweils sense und antisense RNA-Sonde
von rTRX, rT1R3 und rGustducin. Sowohl fur rT1R3 als auch fur Gustducin konnte die
MRNA in den Papillen des GSs und der CV Papille nachgewiesen werden. Die
Hybridisierung mit den jeweiligen sense-Sonden zeigen dabei keine signifikanten
Hintergrundfarbungen. Fur die mRNA von rTRX konnte, im Vergleich zu dem
Gewebeschnitt, der fur die Hybridisierung mit der sense-Sonde eingesetzt wurde, kein
eindeutiges Signal sowohl in den Papillen des GSs als auch in denen der CV detektiert
werden. In dem angrenzenden Epithel innerhalb des GSs ist ebenfalls fir die mRNA
von rTRX keine Uberzeugende Farbung zu sehen. Andere Sequenzbereiche zur
Herstellung einer weiteren rTRX-Sonde flhrten ebenfalls nicht zu einer Detektion der
rTRX-mRNA in den Papillen. Méglicherweise wird dieser Rezeptor nur schwach im
Geschmacksstreifen exprimiert, so dass rTRX zwar durch die sensitive RT-PCR
nachgewiesen werden kann, die Menge an rTRX-mRNA aber nicht zum Nachweis
durch in situ Hybridisierung ausreicht.
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Abb. 9: In situ Hybridisierung an Gewebschnitten des Geschmackssteifens und der
circumvallaten Papille

Dargestellt ist jeweils ein Ausschnitt eines quer geschnittenen GS sowie einer CV Papille. Die
Gewebeschnitte zur Detektion der mRNA von rGustducin, rT1R3 und rTRX wurden jeweils mit
einer antisense (as) Sonde hybridisiert. Zur Kontrolle wurden Schnitte mit den jeweiligen sense
(s) Sonden behandelt. Die Pfeile zeigen auf die Geschmacksknospen innerhalb des GS und der
CV Papille.
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3.1.4 Untersuchungen zur Heterodimerisierung des rTRX mit dem rT1R3 aus der
T1R-Familie

Die RT-PCR-Analysen zeigen eine spezifische Expression des rTRX im
Geschmacksgewebe (vgl. 3.1.3.1). Allerdings konnte eine direkte Lokalisation der
rTRX-mRNA in Geschmackspapillen nicht nachgewiesen werden, was ein direkter
Hinweis fir rTRX als Geschmacksrezeptor gewesen ware. Da rTRX nicht, wie
aufgrund der hohen Identitdten zu dem Geruchs-Rezeptor OR5.24 aus dem Goldfisch
vermutet, vorwiegend in Geruchsepithel exprimiert wird, ist die Zugehdrigkeit des rTRX
in die Geschmacksrezeptorfamilie T1R dennoch denkbar. Die Rezeptoren T1R1 und
T1R2 bilden jeweils mit dem T1R3 einen heterodimeren Umami- bzw. SiiB-Rezeptor
aus. Inwieweit rTRX ebenfalls mit dem T1R3 dimerisiert, wurde durch
Interaktionsversuche und Lokalisationsstudien im heterologen Zellsystem untersucht,
um so durch einen weiteren Ansatz den Nachweis einer Zugehorigkeit des rTRX als
Geschmacksrezeptor zu erbringen.

3.1.4.1 Lokalisationsexperimente im heterologen Expressionssystem

Um die Lokalisation des Rezeptors rTRX im heterologen Zellsystem zu untersuchen,
wurden HEK293-Zellen und primare Hippocampus-Neurone (Tag 8, in vitro) mit dem
Expressionsvektor rTRX-HSV-pcDNA3 transfiziert. Dadurch wird rTRX in voller Lange
als Fusionsprotein mit einem C-terminalen HSV-Peptid exprimiert. Neben den
Expressionsanalysen in HEK293-Zellen sollte durch die Wahl der Hippocampus-
Neurone der neuronale Charakter von Geschmackssinneszellen mit berlcksichtigt
werden, da diese Zellen mdoglicherweise Chaperone exprimieren, die zur
Membranlokalisierung der Rezeptoren essentiell sein kdnnten. Zum Vergleich wurden
die Rezeptoren rT1R2, fusioniert mit einem C-terminalem HSV-Peptid, und rT1R3,
fusioniert mit einem C-terminalem FLAG-Peptid, ebenfalls in HEK293-Zellen sowie den
Neuronen exprimiert. Fir den rTRX und den rT1R2 erfolgte deren Detektion
immuncytochemisch Uber das HSV-Epitop mit einem primaren anti-HSV-Antikérper
und einem sekundaren Cy3-konjugierten Antikérper. rT1R3 wurde Uber das FLAG-
Epitop mit einem primaren anti-FLAG-Antikérper und in HEK293-Zellen mit einem
sekundaren Alexa*®-konjugierten - und in den Neuronen ebenfalls mit dem
sekundaren Cy3-konjugierten Antikdrper detektiert. Wie in Abbildung 10 zu sehen ist,
zeigen alle drei Rezeptoren weder in HEK293-Zellen noch in den Neuronen eine
eindeutige Lokalisation an der Plasmamembran. Wahrend die Rezeptoren rT1R2 und
rTRX in HEK293-Zellen, neben einer Uberwiegend cytoplasmatischen Verteilung, eine

partielle Lokalisation an der Plasmamembran vorweisen, kénnen sie in den Neuronen
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nur im Cytoplasma und in den proximalen Bereichen der Dendriten detektiert werden.
Der rT1R3 befindet sich in HEK293-Zellen im Cytplasma und angereichert um den
Zellkern, was auch in Neuronen beobachtet werden kann.

Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass rTRX, rT1R2 und rT1R3 weder in
HEK293-Zellen noch in Hippocampus-Neuronen zur Zelloberflachenexpression in der
Lage sind, wenn sie jeweils unabhangig voneinander exprimiert werden.

Eine transiente Co-Expression des rT1R2 bzw rTRX mit rT1R3 flhrte ebenfalls zu
keiner Lokalisation der Rezeptoren an der Plasmamembran in HEK293-Zellen und in
den Neuronen (Daten nicht gezeigt).

Auch fir eine von Marcel Winnig (DifE, Potsdam) erhaltene stabile Zelllinie, die die
Rezeptoren rT1R2 und rT1R3 stabil exprimiert und die in FLIPR-Experimenten zur
Untersuchung der Liganden-vermittelten Rezeptoraktivierung messbare Signale fir die
Liganden des rT1R2+3 zeigt, kann fur die Rezeptoren immuncytochemisch ebenfalls
nur eine Uberwiegend cytoplasmatische Lokalisation festgestellt werden (Daten nicht

gezeigt).
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A HEK293-Zellen:

B HC-Neurone:

Abb. 10: Verteilung von rekombinant exprimiertem rT1R2-HSV, rT1R3-FLAG und rTRX-
HSV in HEK293-Zellen und Hippocampus-Neuronen (HC-Neurone)

A: transient transfizierte HEK293-Zellen, B: transient transfizierte Hippocampus-Neurone.

a: rT1R2-HSV, b: rT1R3-FLAG und c: rTRX-HSV. Dargestellt sind jeweils Fluoreszenz- und
Phasenkontrastaufnahme; Kernfarbung erfolgte mit dem Farbstoff DAPI. Aufnahmen wurden
mit einem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen.
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3.1.4.2 Co-Immunoprazipitation aus stabil transfizierten HEK293-Zellen

Die separat in HEK293-Zellen sowie in Neuronen exprimierten Rezeptoren zeigen
keine Membranlokalisation. Dabei zeigt der rT1R3 eine auffallige Anreicherung in der
Nahe des Zellkerns, wobei es sich vermutlich um ER oder den Golgi-Apparat handelt.
Eine &hnliche Lokalisation ist fir den metabotropen GABA-Rezeptor GABAgR1
beschrieben. Dieser enthalt ein ER-Retentionssignal am C-Terminus, das durch die
Interaktion mit dem C-Terminus des GABAgR2 maskiert wird, und somit der Transport
zur Plasmamembran erfolgen kann (White, J.H. et al., 1998).

Obwohl bei einer Co-Expression keine Lokalisation an der Plasmamembran
beobachtet werden konnte, ist auch hier eine Interaktion der C-terminalen Doméanen
des rT1R1 bzw. rT1R2 mit rT1R3, Gber die die Heterodimerisierungen der funktionellen
Aminosaure- bzw. SiiB-Rezeptoren vermittelt werden, denkbar. Inwieweit dies fir die
Rezeptoren rT1R1, rT1R2 sowie fir den rTRX jeweils mit dem rT1R3 zutreffen kénnte,
wurde zunachst durch Interaktions-Experimente mit Hilfe des Hefe Zwei-Hybrid-
Systems analysiert. Dabei zeigte sich keine Interaktion zwischen den C-terminalen
Doménen des rT1R1, -2 sowie rTRX mit der des rT1R3 (Daten nicht gezeigt).

Da die zur funktionellen Expression nétige Dimerisierung nicht tUber den C-Terminus
vermittelt wird, sollte eine mdgliche Dimerisierung durch Expression in HEK293-Zellen
mit anschlieBender Co-Immunopréazipitation des gesamten Rezeptors gezeigt werden.
Hierbei wurde eine von Marcel Winnig (DifE, Potsdam) zur Verfligung gestellte Flp-In-
293-Zelllinie verwendet, die den rT1R3, der am C-Terminus mit einem HSV-Epitop
markiert ist, stabil exprimiert. Zur Co-Expression von C-terminal FLAG-markierten
rT1R2 und rTRX mit jeweils rT1R3 wurden die Plasmide rT1R2-FLAG-pcDNASFRT
und rTRX-FLAG-pcDNA5SFRT in die stabile Zelllinie transient transfiziert. Nach einer
Inkubation von 36 h wurden die Zellen in RIPA-Puffer lysiert und die Lysate fir die Co-
Immunoprazipitation (Co-IP) eingesetzt. Dabei wurde zuerst das Zelllysat mit Protein-
A-Agarose vorinkubiert, um zu kontrollieren, ob die Proteine nicht schon unspezifisch
an die Agarose binden. Nach dieser Prainkubation wurde das Zelllysat in aquivalente
Volumina aufgeteilt, um es zum einen mit einem anti-FLAG-Antikérper, der kovalent an
Agarose gekoppelt ist, und zum anderen als Kontrolle mit unspezifischen IgGs
gebunden an Protein-A-Agarose fir 12 h inkubiert. Nach mehrmaligem anschlieBenden
Waschen mit RIPA-Puffer wurde der Proteinkomplex dber den an Agarose
gebundenen Antikdrper prazipitiert. Die Analyse der Co-IP erfolgte nach PAGE durch
Western Blot. Dabei wurden jeweils gleiche Mengen des Zelllysates (Inputs, 1), des
Prazipitates der Prainkubation (PI), des Uberstandes (Proteingemisch, das nicht tber
die an Agarose gebundenen Antikdrper prazipitiert wurde, U) und des Prézipitates der
Co-IP-Ansatze (P) auf zwei Gele aufgetragen. Ein anschlieBender Blot wurde zur
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Detektion der prazipitierten Proteine rT1R2-FLAG und rTRX-FLAG mit einem anti-
FLAG-Antikérper inkubiert. Der zweite Blot wurde fir den Nachweis des co-
prazipitierten rT1R3-HSV mit einem anti-HSV-Antikdrper inkubiert.

Wie in Abbildung 11 (A) zu sehen ist, konnte rT1R3-HSV Uber rT1R2-FLAG co-
prazipitiert (P) werden. In der Kontrolle sind beide Rezeptoren nicht nachweisbar, da
weder rT1R2-FLAG noch rT1R3-HSV Uber die unspezifischen 1gGs prazipitiert wurden.
Die detektierten Proteine zeigen ein Molekulargewicht von ca. 180 kDa. Das erwartete
Molekulargewicht liegt bei ca. 90 kDa fur rT1R3 und fir rT1R2. Die Rezeptoren
kénnten hier als Dimere vorliegen, die durch das DTT im Probenpuffer nicht zerstort
werden, wie dies auch flir andere oligomerisierte GPCRs beobachtet werden kann.
Aus dem Zelllysat mit rTRX-FLAG und rT1R3-HSV konnte ebenfalls rTRX-FLAG durch
die anti-FLAG-Antikdrper gekoppelte Agarose prazipitiert werden (B). Da rTRX
rekombinant nur sehr schwach exprimiert wird, wurde fir diesen Co-IP-Ansatz eine
gréBere Menge an Zellextrakt eingesetzt. Somit ist TRX-FLAG zwar nicht im Input (1)
und Uberstand (U) nachweisbar, aber durch die Anreicherung um den Faktor 100 im
Prazipitat der mit Anti-FLAG-Antikérper gekoppelten Agarose detektierbar. Zudem
kann T1R3-HSV im Préazipitat detektiert werden. Da dieser in der Kontrolle ebenfalls
wie rTRX-FLAG nicht prazipitiert wird, kann man davon ausgehen, dass auch rT1R3-
HSV Uber rTRX-FLAG co-prazipitiert werden kann und somit rTRX ebenfalls wie rT1R2

mit rT1R3 dimerisiert.

anti-
A: FLAG-AK IgG

kDa | PI. O

P U P
180-2)] g . .E <«rT1R2-FLAG
180—b)_ ™ - <«rT1R3-HSV

B: anti-
FLAG-AK IgG
| Pl U P U P
180-2)
. <rTRX-FLAG a): Detektion mit

b) _ anti-FLAG-AK
180- " ' - i
\ . < rT1R3-HSV b): Detektion mit
\ anti-HSV-AK

Abb. 11: Co-Immunopréazipitation von rT1R2-FLAG bzw. rTRX-FLAG mit rT1R3-HSV
Prazipitiert wurde mit einem anti-FLAG-Antikdrper, der kovalent an Agarose gekoppelt war. Zur
Kontrolle wurde jeweils ein Ansatz mit unspezifischen IgGs gebunden an Protein-A-Agarose
durchgefiihrt. Die rekombinant exprimierten Rezeptoren wurden Uber die Epitop-Markierung
detektiert: rT1R2-FLAG und rTRX-FLAG mit einem anti-FLAG-Antikdrper (a), rT1R3 mit einem
anti-HSV-Antikérper (b). A: Co-IP aus Zellextrakt mit den rekombinant exprimierten Rezeptoren
rT1R2-FLAG und rT1R3-HSV. B: Co-IP aus Zellextrakt mit den rekombinant exprimierten
Rezeptoren rTRX-FLAG und rT1R3-HSV.

I: Input, PI: Prainkubation, U: Uberstand, P:Préazipitat
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3.2 Charakterisierung der Interaktion des rCIB-Proteins mit der C-
terminalen Domane des rT1R2 aus der Ratte

3.2.1 Hefe Zwei-Hybrid-Screen

Zur ldentifizierung von Proteinen, die spezifisch mit der intrazellularen C-terminalen
Doméne des Ratten-T1R2 interagieren, wurde im Rahmen der Diplomarbeit von
Gabriel Frank (in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. H. Schmale) ein Hefe Zwei-Hybrid-
Screen mit einer humanen Keratinocyten-cDNA-Bibliothek (in dem pACT-2-Vektor)
durchgefihrt. Da eine fir das Hefesystem geeignete cDNA-Bibliothek aus
Geschmacksgewebe zu diesem Zeitpunkt nicht zur Verfligung stand, wurde eine
kaufliche humane  Keratinocyten-cDNA-Bibliothek  gewéhlt.  Eine  &hnliche
Proteinzusammensetzung wie in Keratinocyten ist im Geschmacksgewebe zu
erwarten, da Geschmackssinneszellen sich aus Epithelzellen unter dem Einfluss
unbekannter Faktoren, zu denen die Induktion durch Nervenfasern gehéren kann,
differenzieren.

Nach mehreren Selektionsverfahren handelte es sich bei den 24 positiv verbliebenen
Klonen 14 mal um das humane Calcium- und Integrin-bindende Protein (hCIB), wobei
diese Klone sich in dem Vorhandensein bzw. in der Lange der 5-untranslatierten
Region unterschieden.

Far weiterfihrende Untersuchungen zur Interaktion mit dem T1R2 aus der Ratte wurde
ebenfalls fir CIB die cDNA-Sequenz aus der Ratte eingesetzt, die Gber die Datenbank
des NCBI-Servers veroffentlicht war. Die Klonierung der rCIB-Sequenz erfolgte mit
genspezifischen Oligonukleotiden aus einer circumvallaten Papillen-cDNA adulter
Ratten.

3.2.2 Sequenzanalyse von rCIB

Die cDNA- sowie die Aminosduresequenz von rCIB sind in der Abbildung 12
dargestellt. rCIB weist eine Identitat von 94% zu dem humanen CIB sowie 96% zu dem
in der Maus vorkommenden Ortholog auf. Fir CIB werden auch die synonymen
Bezeichnungen Calmyrin, DNA-PKcs interacting protein, Kinase interacting protein und
KIP1 verwendet. CIB hat zwei funktionelle EF-Handmotive, Uber die die Calcium-
Bindung erfolgt (Naik, U.P. et al, 1997) und gehért zur Superfamilie der Calcium-
bindenden Proteine. Weiterhin verfigt CIB am N-Terminus Uber eine Konsensus-
Sequenz zur Myristoylierung (MGXXXS), Uber die eine Assoziation des Proteins an
Membranen erfolgen kann (O’Callaghan, D.W. et al., 2002).

Um bekannte Domanen innerhalb des rCIB-Proteins zu identifizieren, die Protein-
Protein-Wechselwirkungen vermitteln, wurde die Proteinsequenz mit Hilfe der
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Datenbank Prosite® analysiert. Neben den EF-Handmotiven zur Calcium-Bindung,
einiger putativer Phosphorylierungsstellen fir die Protein-Kinase C und Casein-Kinase
Il sowie der Konsensus-Sequenz zur Myristoylierung wurden von dieser Datenbank
keine bekannten Doméanen aufgeflhrt, die eine Protein-Protein-Interaktion vermitteln

kénnten.

CCACGCGTCCEGTTGEOCGEAGCTETECGCGCACCGCGECGATEEGAGETTCGGGCAGTCE 60
M[GI G S G S R 7
CCTGTCTAAGGAGCTGCTGGCCGAGTACCAGGACCTGACGTTCCTGACCAAGCAGGAGAT 120
L S K E L LATETZYOQDTULTT FTLC @TEKQE I 27
CCTCCTTGCCCACAGACGCTTTTGCGAGTTGCTTCCCCCAGAGCATCGGACCGTGGAAGA 180
L LA HRURTEFTCETLTLT PTZPETHT RTI @V VE E 47
GTCACTGCATACCCGAGTATCTTTTGAGCAGATCCTCABCCTTCCAGAGCTCARGGCCAA 240
S L HT RV S FEQ I L®GTLUPETLTZ KA AN 67
e T T e ARG A CEAATC TECATEETC T IC T CEACGTCECCTACCACAGACAGCCTEAR 300
P F KERTIOCMYVT FSTSU®PTU RUD S L @ 87
CTTTGAGGACTTCCTGGACCTCCTGAGTGTCTTCAGTGACACAGCAACCCCAGACATCAA 360
F ED F L DL L S V F S DTA ATPD I K107
GTCACACTATGCCTTCCGCATCTTTGACTTTGATGATGATGGAACCCTGGACAGAGAAGA 420
S HY A FUR I F DFDDUDGTLDRE D127
CCTGAGCCGECTTETEAACTEGCCTCACCGEAGAGEECEAGEACACTCGECTCAGTECTTC 480
L S RLVNTGCTULTTGETG GTETDTTR RTIL(E® A S 147
TGAGATGAAGCAGCTCATCGACAATATCCTGGAAGAGCTGGACATTGACAGGGATGGGAC 540
E MK Q L I DNTIULETE®GDTITUDTZ RTUD G T167
CATCAATCTCTCCGAGTTCCABCACGTCATCTCTCECTCACCAGACTTTEGCCAGCTCCTT 600
I N L S EF Q HV I S R S PDTFA S (S F 187
TAAGATTGTCCTETGATGECTTTCAAGTACCARCATCCTETCCARGACCTTTCCACTECT 660
K I V L *
G ATG TEEC CANGET TA TGO TECRETATCACEECCACAECOEECCCAGCCTEERABAGE 720
GCECTECARBABTCTEECCCECTGECAGCEEAGEACTCTCOCCCTTGTCACTECTETTEGCTC TR0
ATCACTGTTTTTACTAATTGGTAATAAAGGTTTAGAATTGTT 840

Abb. 12: cDNA- und Aminoséauresequenz von rCIB

Aminosauresequenz (fett gedruckt) und Nukleotidsequenz mit Teilsequenzen der 5- sowie der
vollstandigen 3'- untranslatierten Region (UTR) von rCIB. Start- und Stopcodon: fett. Zwei EF-
Handmotive (grau-grin unterlegt) liegen im C-terminalen Bereich des Proteins. Die putativen
Aminosauren, die durch Proteinkinase C phosphoryliert werden, sind orange, die durch Casein
Kinase Il grin umrandet. Aminosdure, an die voraussichtlich eine Myristoyl-Gruppe kovalent
gekoppelt ist, ist durch eine rote Box gekennzeichnet. Die Erkennungssequenz zur
Polyadenylierung (AATAAA) im Bereich der 3’-UTR ist unterstrichen.

Anhand des Verwandtschaftsgrades zu bekannten Proteinen, deren Funktionen
weitestgehend bekannt sind, kénnen mdgliche Eigenschaften auf das zu
untersuchende Protein abgeleitet werden. Die Proteine, die die héchsten Identitaten zu
rCIB (Datenbank-Zugriffsnummer: CAF136585) auf Proteinebene aufweisen, wurden
mit Hilfe der Datenbank BLAST aufgefiihrt. In der Tabelle 8 sind die Proteine mit den
héchsten Identitaten aufgelistet. Dabei zeigt rCIB neben dem humanen und murinen
Otholog die hdéchsten Identitdten zu den beiden Protein mit bisher unbekannter

Funktion KIP2 und KIP3 mit 39 bzw. 40% sowie zu Calcineurin B mit 29%.

® Datenbank Prosite: EXPASY Molecular Biology Server (Internetadresse: http://us.expasy.org/)
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Protein und Spezies Datenbank- Identitaten zu rCIB
Zugriffshummer
CIB, Maus BAA36165 96 %
CIB (KIP1), Mensch AAC51106 94 %
KIP3, Mensch AB050868 40%
KIP2, Mensch AB012955 39%
CalcineurinB, Mensch AAB08721 29%
CalcineurinB, Ratte BAA03422 29%

Tab. 8: Proteine mit den hochsten Identitaten zu rCIB

Aufgefiihrt sind der Name des Proteins, dessen Spezies, die Datenbank-Zugriffsnummer sowie
dessen Identitaten zu rCIB, ermittelt iber einen Sequenzvergleich mit dem Softwareprogramm
DNAStar.

3.2.3 Spezifitat der Bindung

Da im Hefe Zwei-Hybrid-System eine humane Keratinocyten-cDNA-Bibliothek zur
Identifizierung des humanen CIB als putativer Interaktionspartner von T1R2 aus der
Ratte eingesetzt wurde, musste zunachst geklart werden, inwieweit das Ratten-
Ortholog von CIB ebenfalls mit der C-terminalen Doméne des rT1R2 interagiert.
Zusatzlich wurde der Frage nachgegangen, ob CIB ein genereller Interaktionspartner
der T1R-Familienmitglieder einschlieBlich des TRX ist, oder ob die Interaktion nur
spezifisch fir den T1R2 ist. In Transformationsexperimenten im Hefe Zwei-Hybrid-
System wurde die cDNA des Ratten-CIB in dem Plasmid pGADT7 in den Hefestamm
AH109 mit den jeweiligen Sequenzen, die fir die C-Termini des rT1R1, rT1R2, rT1R3
und rTRX codieren, in dem Plasmid pGBKT7 co-transformiert. Damit sind rCIB als
Hybrid-Protein an die GAL4-DNA-Aktivierungsdoméne und die C-Termini von T1R1, -2,
3 und TRX jeweils als Hybrid-Proteine an die GAL4-DNA-Bindedoméne fusioniert. Im
Fall einer Wechselwirkung der variablen Proteinanteile werden DNA-Binde- und
Aktivierungsdoméne in raumliche N&he gebracht und kénnen so Uber den GAL4-
Promoter die Transkriptionsaktivierung der Reportergene lacZ, HIS3 und ADEZ2
bewirken. Die Gene LEU2 und TRP1 liegen auf den Vektoren pGADT7 bzw. pGBKT?7,
so dass Hefetransformanten auf einem Selektionsmedium ohne Leucin und
Tryptophan wachsen kénnen. Im Fall einer Interaktion kénnen die co-transformierten
Hefezellen zusatzlich ohne Adenin und Histidin wachsen. Die Aktivierung der
Transkription des Reportergenes lacZ wurde durch Messung der enzymatischen

Aktivitat der B-Galaktosidase Uberprift.
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Interaktion mit rCIB

Wachstum auf
SDan B —Galactosidase-Assay
-Selektionsplatten

rT1R1ct . %0,5

TRt | e

rT1R3ct - %O,S
rTRXct - = 0,6
0 2 4 6 8 1‘0 1‘2 1;1

rel. B —Galactosidase-Einheiten

Abb. 13: Schematische Darstellung der Transformationsexperimente in der Hefe zur
Untersuchung der Interaktion von rCIB mit den Mitgliedern der T1R-Familie

Eingesetzt wurde das vollstandige rCIB-Protein, um auf Fahigkeit zur Interaktion mit den C-
terminalen Doméanen von rT1R1, -2 und -3 zu testen. — keine oder +++ starke Interaktion gibt
die Fahigkeit zum Wachstum auf den Selektionsplatten wieder. Die Aktivitdt der j-
Galaktosidase der Hefe-Transformanten ist in relativen Einheiten als Balkendiagramm
dargestellt.

Die in Abbildung 13 dargestellten Transformationsexperimente zeigten, dass das
Ratten-Ortholog von CIB ebenfalls mit der C-terminalen Doméne des rT1R2 interagiert.
Die in relativen B-Galaktosidase-Einheiten gemessene Aktivitdt der Transformanten
liegt bei 13,3. Die Hefe-Transformanten von rCIB mit den beiden weiteren Mitgliedern
der T1R-Familie, rT1R1 und rT1R3, sowie dem rTRX zeigen weder die Fahigkeit zum
Wachstum auf den Selektionsplatten, noch weisen sie eine signifikant messbare f3-
Galaktosidase-Aktivitat auf.

3.2.4 Identifizierung einer die Interaktion mit rT1R2 vermittelnden Doméne
innerhalb des rCIB-Proteins

Die Datenbank-Analyse mit der Aminosauresequenz von rCIB fihrte keine bekannten
Doménen auf, die eine Protein-Protein-Wechselwirkung vermitteln kénnte. Um einen
Bereich innerhalb des Proteins eingrenzen zu kénnen, der fir die Interaktion mit dem
C-Terminus von rT1R2 verantwortlich ist, wurden Proteinfragmente von rCIB
hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften im Hefesystem getestet. Zunachst wurden die
cDNA-Fragmente von rCIB, die flir den N-Terminus (AS 1 - 114) und den C-Terminus
(AS 108 - 191) codieren, in den Hefe-Vektor pGADT?7 kloniert. Die entsprechenden an
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die GAL4-AD fusionierten Proteine wurden im Hefe Zwei-Hybrid-System auf die
Fahigkeit zur Interaktion mit rT1R2 untersucht, wobei die Sequenz des C-Terminus von
rT1R2 zur Fusionierung an die GAL4-DNA-BD in den Hefe-Vektor pGBKT7 kloniert
wurde. Nachdem weder das N-terminale noch das C-terminale Fragment die Féhigkeit
zur Interaktion mit rT1R2ct zeigten, wurden zusatzliche cDNA-Konstrukte hergestellt,
die sich in einem weiten Bereich Uberlappen. Allerdings fand auch in diesem Fall mit
keinem der Teilfragmente (AS 1 - 147 und AS 60 - 191) eine eindeutige Interaktion
statt, wobei schwach wachsende Hefekolonien im Fall des Proteinfragmentes (AS 1 -
147) auf den Selektionsplatten zu beobachten waren. Demnach konnte kein
Sequenzmotiv oder ein Bereich innerhalb des rCIB-Proteins identifiziert werden, tber
die eine Wechselwirkung mit rT1R2ct vermittelt wird. Fir die Interaktion mit der C-
terminalen Doméane des rT1R2 ist zur Ausbildung der richtigen Konformation die
vollstandige Sequenz des rCIB-Proteins notwendig. Abbildung 14 gibt einen Uberblick
Uber die konstruierten Fragmente des rCIB-Proteins und fasst die Ergebnisse der

Interaktions-Tests zusammen.

Interaktion mit der
C-terminalen
rCIB Domane von rT1R2
rCIBas 1-191 e e +++
rClIBas 1-114 -
rCIB s 108-191 o ] T— -
rCIBas 1.147 | D (+)
rCIBAS 60-191 # -

Abb. 14: Schematische Darstellung der Eingrenzung einer Interaktionsdoméne von rCIB
mit dem Hefe Zwei-Hybrid-System

Dargestellt sind die rCIB-Teilfragmente sowie die Fahigkeit zur Interaktion mit dem C-Terminus
von rT1R2 im Hefe Zwei-Hybrid-System. Die eingesetzten Bereiche des rCIB-Proteins sind
durch die Aminosauren angegeben. Rote Boxen stellen EF-Handmotive dar. Die Fahigkeit auf
den SD._..an-Selektionsplatten zu wachsen ist durch +++: starkes Wachstum, (+): sehr
schwaches Wachtum und -: kein Wachstum angegeben.
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3.2.5 Expressionsmuster des rCIB in sensorischem Gewebe und anderer Organe
der Ratte

Die Voraussetzung fir eine Interaktion des rCIB mit rT1R2 in vivo ist die Expression
von rCIB im Geschmacksgewebe von Ratten. Um den Nachweis der Expression von
rCIB im Geschmacksgewebe zu erbringen, wurden immunhistochemische
Untersuchungen an Gewebeschnitten der circumvallaten Papille der Ratte sowie
Northern Blot- und RT-PCR-Untersuchungen durchgefiihrt.

3.2.5.1 Northern Blot

Um die Gewebeverteilung der rCIB-mRNA zu untersuchen, wurde zun&chst eine
Northern Blot-Analyse durchgefiihrt. Dabei wurde ein von Heidje Christiansen (IZKN,
AG Schmale) hergestellter Blot verwendet, flr den jeweils 18 ug Gesamt-RNA aus
verschiedenen Rattengeweben, einschlieBlich des Zungenepithels sowie der
circumvallaten Papille, verwendet wurde. Die Hybridisierung erfolgte mit radioaktiv
markierter rCIB-cDNA (nt 1-576). Zur Kontrolle diente eine Aktin-Sonde.
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<rCIB
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Abb. 15: Expression der CIB-mRNA in verschiedenen Rattengeweben

Das Expressionsmuster und die GréBe der rCIB-mRNA wurden mittels Northern Blot analysiert.
Hierzu wurde ein Blot, der Gesamt-RNA aus verschiedenen Rattengeweben, einschlieBlich des
Zungenepithels und der circumvallaten Papille, enthielt, mit einer **P-markierten Sonde aus der
Ratten CIB-cDNA (nt 1 - 576) hybridisiert. Als Kontrolle wurde der Blot mit **P-markierter Sonde
spezifisch flr P-Aktin hybridisiert. Die Expositionszeit auf einer fir [32P] sensitiven
Phosphoimager-Platte betrug 3 h.

Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, wurde die CIB-mRNA in allen auf dem Blot
vorkommenden Geweben auf einer Héhe von 0,9 kb detektiert. Die ermittelte GréBe
entspricht damit der Lange der rCIB-cDNA einschlieBlich der untranslatierten Bereiche.
Bei der im Hoden bei 1,2 kb zusatzlich erscheinenden Bande kdnnte es sich um eine
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Variante der rCIB-mRNA mit einer langeren 5’-UTR handeln. Der Aktin-Blot zeigt, dass
in einigen Geweben, wie z.B. bei circumvallaten Papillen, neben der B-Aktin-mRNA
auch die a-Aktin-mRNA zu detektieren ist, was auf Praparation des darunter liegenden
Muskelgewebes zurlckzuflhren sein kénnte.

Die CIB-mRNA ist ubiqutéar verteilt und kann auch in circumvallaten Papillen der Ratte
nachgewiesen werden. Sie zeigt allerdings keine Spezifitdt fir ein bestimmtes
Gewebe.

3.2.5.2 Inmunhistochemie

Fir die Untersuchungen zur Expression des rCIB-Proteins wurden Gewebeschnitte
aus der circumvallaten Papille eingesetzt, da der Rezeptor rT1R2 in den circumvallaten
Papillen exprimiert wird und somit rCIB ebenfalls dort zu erwarten ist. Die
immunhistochemische Detektion des rCIB-Proteins erfolgte mit einem anti-hCIB-
Antikérper, der freundlicherweise von Dr. Uhlas Naik (Universitat von North Carolina)
zur Verflgung gestellt wurde. Als Kontrolle wurde ein anti-Gustducin-Antikérper zur
Detektion von Gustducin eingesetzt. Die Paraffinschnitte der circumvallaten Papille
wurden in der Arbeitsgruppe von Dr. Ralf Middendorf (UKE, Hamburg) vorbereitet und
konnten direkt fir die Immunhistochemie eingesetzt werden.

Zusatzlich zu den Gewebeschnitten zur Detektion des endogenen rGustducins und
rCIB wurden &quivalent behandelte Schnitte zur Kontrolle eingesetzt. Bei diesen wurde
die Inkubation mit dem Primarantikérper durch Antikérper-Verdinnungslésung ersetzt,
um mogliche unspezifische Hintergrundfarbungen, verursacht durch die darauf
folgenden Antikérper (siehe 2.6.9), abgleichen zu kénnen.

Wie in Abbildung 16 zu sehen ist, konnte das Protein Gustducin spezifisch in den
Geschmacksknospen der cirvumvallaten Papille detektiert werden. Dabei zeigt sich
sehr deutlich, dass nur einige Zellen innerhalb der Geschmacksknospen ein Signal fur
Gustducin aufweisen, bei denen es sich vermutlich um die Geschmackssinneszellen
handelt. Der Kontroll-Gewebeschnitt ohne anti-Gustducin-Antikbper zeigt keine
unspezifischen Signale. Der Gewebeschnitt zur Detektion des endogenen CIB zeigt
Signale in Zellen innerhalb der Geschmacksknospen der circumvallaten Papille, die
zwar schwacher aber &hnlich dem Signal von Gustducin sind. Allerdings zeigt der
Kontrollschnitt ebenfalls Farbung in den Geschmacksknospen. Es kann fir den Fall
von CIB keine eindeutige Lokalisierung im Geschmacksgewebe festgestellt werden, da
nicht zwischen einem spezifischen oder aber unspezifischen Signal unterschieden
werden konnte. Mdglicherweise ist der anti-CIB-Antikérper, der gegen das humane
Antigen gerichtet ist, nicht ausreichend, um ein eindeutiges Signal, das sich von der
unspezifischen Hintergrundfarbung abhebt, zu liefern.
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Um unabhéngig eines Antikérpers die Expression von rCIB im Geschmacksgewebe
nachweisen zu kénnen, wurden in situ Hybridisierungen durchgefiihrt. Doch auch hier
konnte, im Vergleich zu den in diesen Experimenten eingesetzten Kontrollansatzen,

kein eindeutiges Signal fur die mRNA von rCIB detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

rGustducin |

R

Abb. 16: Immunhistochemische Detektion von rCIB und rGustducin in der circumvallaten
Papille der Ratte

Dargestellt sind jeweils Ausschnitte aus einer quer geschnittenen circumvallaten Papille, die die
langs angeschnittenen Geschmacksknospen enthélt. Der Gewebeschnitt zur Detektion von
rGustducin wurde mit einem anti-Gustducin-Antikdrper und der zur Detektion von rCIB mit
einem anti-hCIB-Antikdrper inkubiert. Die Kontrollschnitte K. gustaucin Und K.,cig wurde aquivalent
nur ohne jeweiligen Primarantikbrper behandelt. Die Aufnahmen wurden mit Hilfe eines
Mikroskopes (Leitz) im Phasenkontrast erstellt.

3.2.5.3 RT-PCR

Eine detaillierte Analyse des Expressisonsmusters von rCIB erfolgte durch RT-PCR
(Abb. 17). Hierfir wurde RNA aus sensorischem Gewebe wie enzymatisch préparierte
fungiformer, foliater und circumvallater Geschmackspapillen aus Rattenzungen, des
am Gaumen befindlichen Geschmacksstreifens, des olfaktorischen Epithels sowie
weiterer nicht sensorischer Gewebe wie Zungenepithel, Skelettmuskel, Gehirn, Herz
und Niere eingesetzt. Fir weitere Untersuchungen im heterologen Zellsystem mit
HEK293-Zellen (vgl. 3.2.11), wurde zudem mRNA dieser Zelllinie eigesetzt, um zu
untersuchen, ob CIB endogen vorhanden ist. Mit dem anti-CIB-Antikérper konnte CIB
auch in HEK293-Zellen nicht immuncytochemisch detektiert werden.

Zur Amplifizierung des Teilfragmentes der CIB-cDNA-Sequenz (nt 203 - 532) wurden
die sowohl zur humanen als auch Ratten-Sequenz komplementaren Oligonukleotide
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rhCIB C und rhCIB D eingesetzt. Zur Kontrolle der cDNA wurden die Oligonukleotide
rhActl und rhActll zur Amplifizierung der Aktin-cDNA (nt 1 - 570) in der PCR verwendet.

olfaktorisches Epithel
Geschmacksstreifen
circumvallate Papille
fungiforme Papille (g.p.)
foliate Papille (g.p.)

[}
z
b=

Q

[0}

c

()

o)

c

=]
N

foliate Papille
Skelettmuskel

Gehirn
Herz
Niere
H,O
HEK293
H,O
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300 < rCIB

700

500 < (-rAktin

Abb. 17: Expression von rCIB in sensorischem Gewebe

Eingesetzt wurden cDNAs aus sensorischem Gewebe: Olfaktorisches Epithel,
Geschmacksstreifen, circumvallate Papille, fungiforme Papille, foliate Papille und nicht
sensorischem Gewebe: Zungenepithel, Skelettmuskel, Gehirn, Herz, Niere. Zur Kontrolle wurde
statt cDNA H,O eingesetzt. g.p.: grobe Praparation. DNA-Langenstandard: 100bp Marker

Das 330 bp groBe Fragment der rCIB-cDNA konnte von allen isolierten RNAs der
unterschiedlichen sensorischen sowie nicht sensorischen Geweben amplifiziert
werden. Auch in der Zelllinie HEK293 kann die mRNA von hCIB nachgewiesen
werden. Die B-Aktin-cDNA wurde, abgesehen von der cDNA des Skelettmuskels, aus
allen eingesetzten cDNAs in vergleichbaren Mengen amplifiziert. Wie die Northern
Blot- Analysen zeigen auch die RT-PCR-Ansatze, dass die CIB-mRNA ubiqitar

verbreitet ist und zudem in allen sensorischen Geweben vorkommt.
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3.2.6 Verifizierung der Protein-Protein-Interaktion im GST-Pulldown-Assay

Unspezifische Protein-Protein-Interaktionen kénnen in dem Hefe Zwei-Hybrid-System
auf eine falsch-positive Aktivierung der Reportergene zurlckzufihren sein. Um dies
ausschlieBen zu kénnen, ist ein Systemwechsel nach einem Hefe-Screen zur weiteren
Charakterisierung einer Interaktion notwendig. Der GST-Pulldown-Assay wurde
durchgefiihrt, um in einem zellfreien System in vitro den Nachweis der direkten Protein-

Protein-Interaktion zu erbringen.

3.2.6.1 Expression und Aufreinigung von GST und GST-rCIB-Fusionsprotein

Die Plasmidkonstrukte pGEX-JDK und pGEX-JDK-rCIB-HA wurden zur Expression von
GST-Myc und GST-rCIB-HA in E. coli eingesetzt. Die Fusionsproteine wurden Uber
ihren GST-Anteil mit Glutathion-Sepharose affinitditschromatographisch aufgereinigt.

GST-rCIB GST GST-rCIB GST
kDa T T T kDa U EME2 EI3 U ENM EI2 EI3
173 173 {
11 —— — . 111
80 = =T 80 ’
61 e |
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. el ?CSI;-HA 49 == < ST
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<« GsT-Mmyc 36
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19 25 g e ) & @ <csT
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Abb. 18: Induzierte Expression und Aufreinigung von GST-Myc- und GST-rCIB-HA-
Fusionsproteinen

Zur Analyse der mit Coomassie gefarbten Proteine im Acrylamidgel wurden jeweils 10 pl Probe
aufgetragen.

Linkes Gel: Die Induktion der Expression von GST-rCIB-HA und GST-Myc erfolgte durch
Zugabe von 1 mM IPTG, wobei l._o, Zeitpunkt der IPTG-Zugabe und l._3, nach drei Stunden
Proteinexpression darstellt. o

Rechtes Gel: Aufreinigung der Zelllysate Gber Glutathion Sepharose; U Uberstand nach
Bindung des Zelllysates an Glutathion Sepharose, El1-3 mit jeweils 30 pul 10 mM red. Glutathion
eluierte Proteine

:
£
FoR

Die in Abbildung 18 dargestellten mit Coomassie gefarbten SDS-Gele dokumentieren
die induzierte Proteinexpression von GST-Myc und GST-rCIB-HA und dessen
affinititschromatographische Aufreinigung. Nach Induktion der Kulturen mit IPTG
erscheint GST-rCIB-HA als stark exprimierte Bande bei 49 kDa und GST-Myc bei 28
kDa. Beide Proteine werden in dem Eluat der Glutathion-Sepharose angereichert. In
beiden Ansatzen erscheint nach der Elution eine zusatzlich angereicherte
Proteinbande bei 25 kDa, bei der es sich um den GST-Anteil handeln kdnnte, der
moglicherweise im Laufe der Aufreinigung proteolytisch abgespalten wurde. Das
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Erscheinen dieser zuséatzlichen 25 kDa Bande ist auch in anderen Arbeitsguppen am
Institut bei der Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen beobachtet worden. Weitere
schwach erscheinende Banden sind unspezifische Proteine. Die Eluate wurden fir die
weitere Verwendung im GST-pulldownAssay zusammengefihrt und, um eine erneute
Bindung an die Sepharose zu ermdglichen, durch Dialyse von dem reduzierten
Glutathion befreit.

3.2.6.2 in vitro Expression von rT1R2 im Retikulocytenlysat

Eine rekombinante Expression und Aufreinigung der C-terminalen Doméanen von
rT1IR1 und rT1R2, die jeweils mit einem N-terminalen in Bakterien biotinyliertem
Protein, ppXa-P, fusioniert sind, konnte im prokaryontischen Pinpoint Expression and
Purification System nicht durchgefihrt werden. Eine native Solubilisierung der
exprimierten Fusionsproteine war aufgrund der Einlagerung in sogenannte Inclusion
bodies nicht moglich. Alternativ wurden die Sequenzen, die fur die jeweiligen
Fusionsproteine ppXa-P-rT1R1ct, ppXa-P-rT1R2ct sowie nur flr das ppXa-P codieren,
in den Vektor pSP64 umkloniert. Die Ubernommene, aus dem Vektor ppXa-3
stammende Sequenz des in Bakterien biotinylieren Proteins, ppXa-P, diente der
Verlangerung der C-terminalen Domé&nen von rT1R1 und -2. Diese pSP64-
Plasmidkonstrukte wurden zur gekoppelten in vitro Transkription/ Translation mit Hilfe
eines Reticulocyten-Lysates eingesetzt, wobei die Transkription durch die SP6-RNA-
Polymerase katalysiert wurde. Der Vektor pSP64 enthdlt stromabwarts der
eingebauten Sequenz eine Poly(A)-Sequenz, durch die die Effektivitat der Translation
erhéht wird. Zur Kontrolle der Translation wurde die cDNA der Luciferase sowie H,O
eingesetzt. Durch die Zugabe von [*S] markiertem Methionin, das wahrend der
Translation in die Proteine eingebaut wurde, konnten diese anhand ihrer radioaktiven
Markierung visualisiert werden.

Die Fusionsproteine ppXa-P-rT1R1ct und ppXa-P-rT1R2ct, bestehend aus dem 133
Aminosaure umfassenden Protein ppXa-P und dem jeweiligen C-Terminus von rT1R1
(30 AS) sowie rT1R2 (28 AS), erscheinen als 18 kDa Banden (Abb. 19). Die bei 13 kDa
darunter liegenden mit einem A versehenen Banden sind verklrzte Formen der
Fusionsproteine ppXa-P-rT1R1ct und ppXa-P-rT1R2ct. Ein internes Methionin (AS 26)
innerhalb der Proteinsequenz des ppXa-P kdnnte falschlicherweise bei der Translation
als Start-Methionin fungiert haben. PpXa-P allein erscheint als 13 kDa groBe Bande,
die Luciferase als 57 kDa groBes Protein.
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Abb. 19: in vitro translatierte Proteine

A: Schematische Darstellung der konstruierten Plasmide, die zur in vitro Transkription/
Translation der fur den GST-Pulldown Assay (vgl. 3.2.6.3) eingesetzten Proteine verwendet
\I,Bv:u;jfrnAnalyse der translatierten durch [*>S]-Methionin markierten Proteine wurden von jedem
Ansatz 2 pul auf ein Acrylamidgel aufgetragen. Die Visualisierung erfolgte nach Trocknen des
Gels mit Hilfe des Phosphoimagers. Als Translationskontrollen wurden Anséatze mit H,O und der
Luciferase durchgefiihrt. (1) ppXa-P-rT1R1ct, A(1) AppXa-P-rT1R1ct, (2) ppXa-P-rT1R2ct, A(2)
AppXa-P-rT1R2ct, (3) ppXa-P, (4) Luciferase

3.2.6.3 Pulldown-Assay

Um die Interaktion von rCIB und der C-terminalen Doméne des rT1R2 zu verifizieren,
wurden aufgereinigtes, rekombinant exprimiertes GST-rCIB-HA und das in vitro
translatierte ppXa-P-T1R2ct in einem Bindepuffer inkubiert. Durch Zugabe von
Glutahion Sepharose beads kann im Fall einer Interaktion der Proteinkomplex Uber den
GST-Anteil des Fusionsproteins gefallt werden. Findet keine Interaktion statt, wird
lediglich das GST bzw. das GST-Fusionsprotein geféllt, nicht aber das in vitro
translatierte Protein. Da es sich um Fusionsproteine handelt, muss zudem
ausgeschlossen werden, dass die Proteine nicht Uber ihren Fusionspartner eine
unspezifische Interaktion eingehen. Hierzu wurden zur Kontrolle die Ansatze Il — VI
mitgeflhrt, die ausschlieBen, dass die Interaktion Uber den GST- oder Uber den ppXa-
P-Anteil vermittelt werden. Um die Spezifitat in diesem System zu Uberprifen, wurde
zuséatzlich das Fusionsprotein ppXa-P-T1R1ct als Negativkontrolle eingesetzt (1).

Wie die Abbildung 20 zeigt, werden in allen sechs Anséatzen die rekombinanten
Proteine GST-rCIB-HA (I-1ll) und GST-Myc (IV-VI) in &quivalenten Mengen Uber die
Glutathion-Sepharose prazipitiert. In dem Ansatz Il wird zudem das in vitro translatierte
Protein ppXa-P-rT1R2ct als Proteinkomplex mit dem GST-rCIB-HA U(ber die
Sepharose beads mit angereichert. Das Protein ppXa-P-rT1R1ct wird weder mit GST-
rCIB-HA (1) noch mit GST-Myc (1V) geféllt. Durch die Kontrollen Ill, V und VI kann eine
unspezifische Interaktion, vermittelt Gber den GST-Anteil oder Uber das N-terminal
fusionierte Peptid, ausgeschlossen werden. Das in vitro translatierte Fusionsprotein

ppXa-P-rT1R2 erscheint im Ausgangsmaterial in zwei Banden, die bei 13 und 18 kDa
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in einem vergleichbaren Mengenverhaltnis vorliegen (vgl. 3.2.6.2). Nach dem
Bindungsansatz ist die 13 kDa groBe Bande im Verhéltnis zu der 18 kDa groBen
Bande des ppXa-P-rT1R2ct angereichert und zeigt somit eine héhere Affinitat zu GST-
rCIB.

ppXa-P-rT1R1ct + - - + - -
ppXa-P-rT1R2ct - + - - + -
ppXa-P - - + - - +
GST-rCIB + + + - - -
GST - = . + + +
kDa I | ]l v Vv VI
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e - - - <« GST-rCIiB
36

25 _— < GST-Myc
SLaDes- -
19
19| —
o~ < ppXa-P-rT1R2ct
13 — - <« AppXa-P-rT1R2ct

Abb. 20: Pulldown-Assay von GST-rCIB und GST mit jeweils ppXa-P-rT1R1, ppXa-P-
rT1R2 und ppXa-P

Der mit der Glutathion Sepharose geféllte Proteinkomplex wurde in Laemmli aufgekocht und
jeweils 10 ul der Proben auf zwei 15%ige SDS-Gele aufgetragen.

A: Coomassie-gefarbtes SDS-Gel zur Dokumentation von GST und GST-rCIB

B: Getrocknetes SDS-Gel zur Detektion der in vitro translatierten und in dem Assay
gebundenen Proteine nach Auswertung auf dem Phosphoimager. Die im Assay eingesetzten
Kombinationen: | GST-rCIB + ppXa-P-rT1R1ct, Il GST-rCIB + ppXa-P-rT1R2ct, Il GST-rCIB +
ppXa-P, IV GST + ppXa-P-rT1R1ct, V GST + ppXa-P-rT1R2ct, VI GST + ppXa-P

Quantifizierung der Interaktion

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit wurde dieser Interaktionstest mehrmals
wiederholt. Die in dem Diagramm (Abb. 21) dargestellten Balken stellen den Mittelwert
aus funf unabhangig durchgefiihrten Versuchen dar.

Ein im Interaktionstest eingesetztes aqgivalentes Volumen an in vitro translatiertem
Protein wurde separat auf ein SDS-Gel zur Quantifizierung des eingesetzten Materials
aufgetragen. Der Verlust an Radioaktivitat innerhalb von 2-4 Tagen wurde aufgrund der
Halbwertszeit von [**S] nicht berlicksichtigt. Die Proteinbanden wurden iber das
Software Programm Aida 3.1 quantifiziert und das Verhéltnis von eingesetzter zur im
Interaktionstest gebundenen Menge an in vitro translatietem Protein gegeniber
gestellt. Um die jeweilig unterschiedliche Anzahl der [**S]-markierten Methionine in den

translatierten Proteinen vernachldssigen zu kénnen, wurde der jeweilige Input auf
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100% gesetzt und die Menge an gebundenem Protein dementsprechend in %
dargestellt.

Von ppXa-P-rT1R2ct haben in dem Assay 11% an rCIB gebunden. Die prozentualen
Werte in den Anséatzen | und Ill-VI liegen zwischen 0,1 — 2% und sind somit signifikant
geringer.

Bindung
[%]1 12 +

0 I
| 1 1 v \ Vi

Pulldown Ansitze

Abb. 21: Quantifizierung der gebundenen in vitro translatierten Proteine

Das Diagramm stellt die prozentuale Bindung der in vitro translatierten Proteine im Verhaltnis
zur eingesetzten Menge im Bindungs-Assay dar, wobei die relative Menge an Protein Gber das
Software-Programm Aida 3.1 bestimmt wurde. Die im Assay eingesetzten Kombinationen: |
GST-rCIB + ppXa-P-rT1R1ct, Il GST-rCIB + ppXa-P-rT1R2ct, lll GST-rCIB + ppXa-P, IV GST +
ppXa-P-rT1R1ct, V GST + ppXa-P-rT1R2ct, VI GST + ppXa-P. Fehlerbalken stellen die
Variationen von 5 unabhéangig durchgefliihrten Experimenten dar.

3.2.7 Co-Expression von rT1R2 und rCIB in HEK293-Zellen

Um weitere Hinweise zur Interaktion von rT1R2 und rCIB zu erhalten, wurde die
Lokalisation der rekombinanten Proteine in HEK293-Zellen untersucht. rCIB besitzt
eine Konsensus-Sequenz zur N-Myristoylierung. Diese co-translationale Modifizierung
von Proteinen vermittelt eine Assoziation mit Membranen. Durch Myristoylierungs-
Experimente im heterologen Zellsystem konnten Stabler, S:M. et al. (1999) die
Myristoylierung des humanen CIB nachweisen, wobei N-terminale fags diese
Modifizierung verhinderten.

Um diese Eigenschaft des rCIB-Proteins fir die Co-Lokalisationsexperimente mit
rT1R2 zu berlcksichtigen, wurden die Expressionsvektoren FLAG-rCIB-pCMV und
rCIB-FLAG-p3xFLAG-CMV14 eingesetzt, die fir rCIB-Fusionsproteine codieren, bei
denen rCIB zum einen am N-Terminus und zum anderen am C-Terminus mit einem
FLAG-Epitop versehen ist. Dabei ist fur das Fusionsprotein mit dem C-terminalen
Epitop, rCIB-FLAG, die Myristoylierung zu erwarten, wobei diese fir das
Fusionsprotein mit dem N-terminalen Epitop, FLAG-rCIB, ausbleiben sollte. Da der
Rezeptor rT1R2 in voller LAnge weder nach transienter Transfektion in HEK293-Zellen
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noch in einer stabil mit dem rT1R3 transfizierten Flp-In293-Zelllinie eindeutig an der
Membran lokalisiert ist (Daten nicht gezeigt), wurde die rT1R2-Sequenz, die fur die C-
terminale Doméane codiert, zur Expression eines EGFP-rT1R2ct-Fusionsproteins in den
Expressionsvektor pEGFP-N2 kloniert. Die Lokalisation der Proteine wurde mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht, wobei EGFP-rT1R2ct Uber die Eigenfluoreszenz
des GFPs und rCIB immuncytochemisch Uber das FLAG-Epitop mit einem priméaren
anti-FLAG-Antikérper und einem sekundaren Cy3-konjugierten Antikdrper sichtbar
gemacht wurden.

Erfolgte die Expression der rekombinanten Proteine unabhangig voneinander, zeigt
das wahrscheinlich nicht myristoyliete FLAG-rCIB neben einer schwachen
cytoplasmatischen Verteilung hauptsachlich eine Kernlokalisation, wobei die Nukleoli
ausgespart sind. Das myristoylierte rCIB-FLAG ist ebenfalls im Kern, aber auch zu
einem gréBeren Anteil im Cytoplasma lokalisiert. Zudem zeigt rCIB-FLAG in einigen
Zellen eine Assoziation an die Plasmamembran. Das exprimierte EGFP-rT1R2ct-
Fusionsprotein zeigt, dhnlich wie EGFP alleine, eine gleichméaBige Verteilung in der
gesamten Zelle, zudem ist aber EGFP-rT1R2ct stark in einem Kompartiment der Zelle
angereichert (Abb. 22 A).

Bei der Co-Expression des FLAG-CIB mit EGFP-rT1R2ct zeigt sich, dass FLAG-rCIB
das Verhaltnis von Kern- zu Cytoplasma-Lokalisation beibehalt, daftir aber EGFP-
rT1R2ct starker im Zellkern vorkommt. Zuséatzlich ist FLAG-rCIB in diesem mit EGFP-
rT1R2ct angereicherten Kompartiment lokalisiert (B).

Far eine Co-Expression von rCIB-FLAG mit EGFP-rT1R2ct ist ahnliches zu
beobachten, wobei rCIB-FLAG nicht in diesem Kompartiment, sondern vermutlich an
dessen Membran assoziiert ist. Die von separat exprimierten rCIB-FLAG beobachtete
Assoziation an die Plasmamembran kann im Fall einer Co-Expression mit EGFP-
rT1R2ct nicht mehr festgestellt werden (C).

Die Co-Lokalisationsexperimente von rCIB und rT1R2ct zeigen, dass beide Proteine zu
einem groBen Anteil in HEK293-Zellen co-lokalisieren. Zusétzlich sind beide
Fusionsproteine in einem Kompartiment angereichert, wobei die subzellulare
Verteilung von rCIB von dem Vorhandensein der Myristoylgruppe abhangig zu sein
scheint.
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A: Expression von FLAG-rCIB, rCIB-FLAG, EGFP-rT1R2ct und EGFP:
FLAG-rCIB rCIB-FLAG EGFP-rT1R2ct EGFP

B: Co-Expression von FLAG-rCIB und EGFP-rT1R2ct:

FLAG-rCIB EGFP-rT1R2ct

C: Co-Expression von rCIB-FLAG und EGFP-rT1R2ct:
rCIB-FLAG EGFP-rT1R2ct Uberlagerung

Abb. 22: Lokalisation von EGFP, EGFP-TR2ct, FLAG-rCIB und rCIB-FLAG in HEK293-
Zellen

Die Lokalisierung der einzeln rekombinant exprimierten Proteine von EGFP, EGFP-TR2ct,
FLAG-rCIB und rCIB-FLAG (A), die Co-Expression von FLAG-rCIB und EGFP-TR2ct (B) sowie
die Co-Expression von rCIB-FLAG und EGFP-TR2ct (C) in HEK293-Zellen wurde
immuncytochemisch analysiert und die Zellen in einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop
aufgenommen.

Uberlagerung

Die Lokalisation des Kompartimentes in der Nahe des Zellkerns, in dem EGFP-rT1R2ct
und nach Co-Transfektion rCIB angereichert sind, weist auf den Golgi-Apparat hin. Um
dies zu untersuchen, wurde der Golgi- und der TGN- (frans-Golgi-Netzwerk) Marker
Golgin-97 immuncytochemisch mit einem anti-hGolgin-97-Antikérper und einem
sekundaren Cy3-konjugierten Antikérper detektiert. Hierfir wurden rCIB-FLAG und
EGFP-rT1R2ct in HEK293-Zellen co-exprimiert und die Lokalisation der EGFP-
rT1R2ct-Aggregate  mit dem Golgin-97-Signal mittels Fluoreszenzmikroskopie
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verglichen. Wie die Abbildung 23 zeigt, erfolgt die Anreicherung des EGFP-rT1R2ct-
Fusionsproteins im Bereich des Golgi-Apparates, wobei nicht zwischen Golgi oder
TGN differenziert werden kann.

EGFP-rT1R2ct Golgin-97+DAPI Uberlagerung

Abb. 23: Lokalisation von EGFP-rT1R2ct mit dem Golgi-Apparat in HEK293-Zellen
Dargestellt sind exprimiertes EGFP-rT1R2ct, die immuncytochemische Markierung des Golgi
mit einem primaren anti-Golgin-97-Antikérper und einem sekundaren Cy3-konjugierten
Antikdrper und der durch DAPI-Farbung markierte Zellkern. Aufnahmen wurden mit einem
Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrt.

a: Phasenkontrast-Aufnahme, b: EGFP-rT1R2ct (grin), c: Golgin-97 (rot) mit geférbten Zellkern
(blau), d: Uberlagung der Fluoreszenzen von EGFP-rT1R2ct, Golgin-97, Zellkern

3.2.8 Co-Immunoprazipitation von rT1R2 und rCIB aus HEK293-Zellen

Um die Interaktion der rekombinanten Proteine rCIB und rT1R2 biochemisch durch Co-
Immunoprazipitation nachzuweisen, wurde das Plasmid zur Expression des EGFP-
rT1R2ct jeweils mit denen zur Expression von rCIB-FLAG und FLAG-rCIB in HEK293-
Zellen co-transfiziert (vgl. 3.2.7). Als Kontrolle wurden HEK293-Zellen nur mit dem
Plasmid rT1R2ct-pEGFP zur Expression von EGFP-rT1R2ct transfiziert. Zur
Herstellung der Zellextrakte wurden die Zellen 30 h nach der Transfektion in EDTA/
EGTA-haltigem Bindungspuffer lysiert. Vor der Zugabe des anti-FLAG-Antikdrpers, der
kovalent an Agarose gekoppelt ist, wurde zur Analyse des Ausgangsmaterials (/nputs,
[) von jedem Zellextrakt ein Aliquot abgenommen. Nach 12 h Inkubation wurden die
Proteinkomplexe Uber den an die Agarose gebundenen anti-FLAG-Antikorper
prazipitiert. Die Analyse der Co-lmmunoprazipitation erfolgte mittels Western Blot.
Hierfir wurden &givalente Mengen des Ausgangsmaterials (/nputs, |) des Uberstandes
(U) und des Préazipitates (P) auf zwei Gele aufgetragen, wobei ein Blot zur Detektion
des EGFP-rT1R2ct mit einem anti-EGFP-Antikdrper und ein weiterer zur Detektion des
FLAG-rCIB und rCIB-FLAG mit einem anti-FLAG-Antikdrper inkubiert wurde. Wie in
Abbildung 24 dargestellt, kann EGFP-rT1R2ct sowohl mit FLAG-rCIB (A) als auch mit
rCIB-FLAG (B) co-prazipitiert werden, wobei in der Kontrolle (C) EGFP-rT1R2ct nicht
im Préazipitat nachweisbar ist. Die Proteinbande von rCIB liegt bei ~ 24 kDa und ist
somit im Western Blot auf derselben H6he wie die L-Kette des fir die Prazipitation
eingesetzten anti-FLAG-Antikérpers. Trotz der kovalenten Kopplung des Antikérpers
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an die Agarose, wird diese durch Laemmli-Puffer abgelést. Da rCIB im
Ausgangsmaterial detektiert werden kann und rCIB Uber das FLAG-Epitop direkt
prazipitiert wird, handelt es sich bei der 25 kDa Bande um eine Mischbande bestehend
aus lgG und rCIB. Die Expression von EGFP-rT1R2ct in Ansatz B ist sehr schwach, so
dass das Fusionsprotein nicht im Ausgangsmaterial, daflr aber angereichert im
Prazipitat detektierbar ist.

A: kDa | U P
a)
36 = | S = qumme— < EGFP-rT1R2ct
25 _ ") Wy, < FLAG-CIB/IgG
B: | U P
a)
36 — s |« EGFP-rT1R2ct
b)
25 — | w— - < rCIB-FLAG/ IgG
C I U P
a)
36— | A, <« EGFP-rT1R2ct
a): Detektion mit
b) anti-EGFP-AK
25 - ~ < IgG b): Detektion mit
anti-FLAG-AK

Abb. 24: Co-Immunoprézipitation (Co-IP) von FLAG-rCIB bzw. rCIB-FLAG und EGFP-
rT1R2ct aus HEK293-Zellextrakt

Prazipitiert wurde mit einem anti-FLAG-Antikérper, der kovalent an Protein-A-Agarose
gekoppelt war. Die rekombinanten Proteine rCIB-FLAG und FLAG-rCIB wurden mit einem anti-
FLAG-Antikérper detektiert (b), rekombinantes EGFP-rT1R2ct wurde mit einem anti-EGFP-
Antikérper detektiert (a).

A: Co-IP des Zellextraktes mit den rekombinanten Proteinen FLAG-rCIB und EGFP-T1R2ct.

B: Co-IP des Zellextraktes mit den rekombinanten Proteinen rCIB-FLAG und EGFP-T1R2ct.

C: Co-IP des Zellextraktes mit dem rekombinanten Protein EGFP-T1R2ct.

I: Input (Zellextrakt, der zur Co-IP eingesetzt wurde), U: Uberstand (Zellextrakt bestehend aus
den nicht an die mit anti-FLAG-Antikérper gekoppelte-Agarose gebundenen Proteine nach der
Co-IP), P: Prazipitat (der tber die anti-FLAG-Antikorper-Agarose gefallte Proteinextrakt).

Um den Einfluss von Ca** auf die Interaktion von rCIB und rT1R2 zu untersuchen,
wurden in parallelen Ansétzen die transfizierten HEK293-Zellen vor der Zelllyse mit
lonomoycin behandelt und anschlieBend in einem Ca**-haltigem Bindepuffer inkubiert.
Hierbei zeichnete sich nur eine geringfugig schwachere Affinitat von rCIB zu rT1R2 ab
(Daten nicht gezeigt), wobei aufgrund unterschiedlicher Mengen im Ausgangsmaterial
im Vergleich zur Menge an co-prazipitiertem Protein bei den jeweiligen Co-IP-Ansétzen
dieser beobachtete Effekt nicht eindeutig und signifikant war.
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3.2.9 Subzellulare Verteilung von rCIB in Abhangigkeit der N-Myristoylierung in
HEK293-Zellen

Der Einfluss der Myristoylierung des rCIB-Proteins auf dessen subzelluldre Verteilung
in HEK293-Zellen konnte zuvor in den Co-Lokalisationsexperimenten mit rT1R2ct
beobachtet werden (vgl. 3.2.7). Inwieweit die intrazelluldre Konzentration an Ca®** einen
Einfluss auf die Lokalisation von rCIB ausubt, und welche Rolle dabei das
Vorhandensein der Myristat-Gruppe spielt, wurde im heterologen Expressionssystem
untersucht. Hierzu wurden die unter 3.2.7 beschriebenen Expressionsvektoren zur
rekombinanten Expression der rCIB-Fusionsproteine, bei denen rCIB mit einem N-
oder C-terminalen FLAG-Peptid versehen ist, in HEK293-Zellen transfiziert. Zu jeweils
parallel durchgeflihrten Transfektionsansdtzen wurde nach 24stindiger Expression
lonomycin (Calbiochem) in einer Endkonzentration von 8 uM zu den Zellen gegeben
und diese fiir weitere 3 h inkubiert. lonomycin bewirkt als Ca®**-lonophor den Transport
von Ca**-lonen durch Membranen und somit einen Anstieg der intrazellularen Ca**-
Konzentration. Die Lokalisation des rekombinanten rCIB wurde mittels
Fluoreszenzmikroskopie untersucht (Abb. 25).

FLAG-rCIB, das vermutlich keine Myristoylierung besitzt, ist hauptséchlich im Zellkern
und schwach im Cytoplasma lokalisiert (121 Zellen), wobei durch die lonomycin-
Behandlung keine Veranderung der Lokalisation zu beobachten ist (Auszahlung von
176 Zellen). Das myristoylierte rCIB-FLAG zeigt bei 165 von 487 mikroskopisch
analysierten  rCIB-FLAG-exprimierenden  Zellen eine Assoziation mit der
Plasmamembran, bei den restlichen Zellen ist rCIB-FLAG im Cytoplasma und im Kern
lokalisiert. Durch die Behandlung von lonomycin erhéht sich der Anteil an Zellen, bei
denen CIB-FLAG an der Membran assoziiert vorliegt. Von 411 analysierten rCIB-
FLAG positiven Zellen sind 320 membranassoziiert und lediglich 91 Zellen zeigen eine
Verteilung von rCIB im Cytoplasma und im Kern. Einen Einfluss durch Ca** auf die
subzellulare Verteilung von rCIB in HEK293-Zellen kann nur fiir das rekombinante
vermutlich myristoylierte Protein rCIB-FLAG, nicht aber fir FLAG-rCIB beobachtet

werden.
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FLAG-rCIB rCIB-FLAG
| . .
100% 34% 66%
100% 78% 22%

Abb. 25: Subzelluldre Verteilung von rCIB in Abhéangigkeit der Myristoylierung und Ca*-
Konzentration in HEK293-Zellen

Dargestellt sind HEK293-Zellen, die FLAG-CIB oder CIB-FLAG exprimieren. 24 h nach der
Transfektion wurden die Zellen fir 3 h mit 8 uM lonomycin inkubiert. A: ohne, B: mit lonomycin.
Aufgenommen wurden die Zellen mit einem konfokalem Fluoreszenzmikroskop. Die Anzahl an
Zellen, die das dargestellte Expressionsmuster zeigen, ist in % angegeben.
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3.2.10 Fiir die Interaktion mit rCIB essentielle Aminosauren innerhalb des rT1R2

Eine Protein-Protein-Wechselwirkung mit rCIB konnte nur mit dem rT1R2 aus der T1R
Familie festgestellt werden. Die Identitdten der C-terminalen Domé&nen der drei
Mitglieder der T1R-Familie aus der Ratte rT1R1,-2 und -3 liegen untereinander bei 45 -
50%. Ein Sequenzvergleich der drei Rezeptoren im Bereich des C-Terminus sollte
Aufschluss Uber Aminosauren geben, die sich im rT1R2 von denen im rT1R1 und
rT1R3 unterscheiden (Abb. 26). Neben dem stark konservierten Bereich, der im
Ubergang der siebten TMR zu dem Beginn der C-terminalen Domane liegt, zeigt der
Sequenzvergleich noch zwei weitere konservierte Bereiche. Die vier Aminosauren des
rT1R2 Metgsg, Argsss, Alageg und Metgyy unterscheiden sich von denen innerhalb des
rT1R1 und -3, deren Aminosauren an diesen Stellen identisch sind. Die drei
Aminosauren Metgs, Argsos und Mgy liegen in den konservierten Bereichen innerhalb

des Sequenzvergleiches.

JIMR 20 30 40
1 1 1 1
rTIR1ct PKCYVILCRPELNNTEHF-——-—-———————-— QASIQODYTR-RCGTT
rMR2ct PKCYMILFYPHRNTSAYF-----—————- NSMIQGYTM-R--KS

rTIR3ct PKCYVLLWLPELNTQEFFLGRSPKEASDGNSGSSEATRGH--SE

Austausch T T T

rT1R2: M-V Ryy-L M,,,-R

Abb. 26: Sequenzvergleich der C-terminalen Doménen der T1R-Mitglieder

Dargestellt ist der Sequenzvergleich der C-Termini von rT1R1, -2, -3. Die nicht konservierten
Bereiche sind blau unterlegt. Die drei konservierten Boxen sind umrandet. Die Aminosauren
des rT1R2, die sich von rT1R1 und rT1R3 unterscheiden, aber in diesen beiden Rezeptoren
gleich sind, sind mit einem roten Kasten umrandet. Diese Aminosduren wurden durch die an
derselben Stelle im rT1R1 und rT1R3 enthaltenen Aminosaure ersetzt.

Ob die Aminosauren des rT1R2 innerhalb der konservierten Boxen, die sich von denen
im rT1R1 und rT1R3 unterscheiden, essentiell flr die Interaktion mit rCIB sind, wurde
durch Mutagenese analysiert. Hierzu wurden die Aminosduren Metgg, Argges und
Metgyo durch die im rT1R1 und -3 vorkommenden ersetzt, indem durch zielgerichtete
Mutagenese die entsprechenden Nukleotide in der cDNA-Sequenz des rT1R2
verandert wurden. Als Ausgangsplasmid diente das Kéderplasmid pGBKT7, das die fir
den C-Terminus von rT1R2 codierende cDNA-Sequenz enthélt. Dabei wurden die
Mutationen einzeln sowie in allen in Abbildung 27 dargestellten mdglichen
Kombinationen hinsichtlich der Fa&higkeit zur Interaktion mit rCIB getestet. Die
Transformanten mit rCIB und dem rT1R2ct, der die zu dem Austausch der Aminosaure
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Metgig zu Val flhrende Mutation enthédlt, zeigten kein Wachstum auf den
Selektionsplatten. Entsprechende Resultate ergaben sich auch mit den Hefe-
Transformanten, die, zusétzlich zu dem Aminosdureaustausch Metgig zu Val, die von
Metgso zu Arg und Argsos zu Lys tragen. Ebenso zeigen diese Hefe-Transformanten
eine drastisch reduzierte B-Galaktosidase-Aktivitat. Die Mutationen Arggss zu Lys und
Ms4o zu Arg innerhalb des rT1R2ct haben keinen Einfluss auf die Interaktion mit rCIB
und somit auf die Fahigkeit zum Wachstum auf den Selektionsplatten. Die j-
Galaktosidase-Aktivitat ist geringfligig niedriger im Vergleich zum Wildtyp.

Interaktion mit rCIB

Wachstum auf

SD 1 an B —Galactosidase-Assay

-Selektionsplatten
rT1R2ct,, +++ e — 12.8
rT1R2ct,,, - B
rT1R2ct,, +++ R 10,6
rT1R2ct,,, +++ I 11
rT1R2ct, .x. - B 10
rT1R2ct,,v.ur 2 N 6,5
rT1R2ct; vz +++ A 5 8
rT1R2ct, vuriime - T————

0 2 4 6 8 10 12 14
rel. B —Galactosidase-Einheiten

Abb. 27: Einfluss essentieller Aminosauren im rT1R2ct auf die Fahigkeit zur Interaktion
mit rCIB im Hefe Zwei-Hybrid-System

Dargestellt ist die Fahigkeit der Hefe-Transformanten von rCIB und rT1R2, der die aufgefihrten
verénderten Aminoséuren enthélt, auf Selektionsmedium zu wachsen, sowie die Aktivitat der -
Galaktosidase (dargestellt als Balkendiagramm). +++: Wachstum; -: kein Wachstum

3.2.11 Einfluss von rCIB auf die Liganden-vermittelte Aktivierung von rT1R2+3 im
heterologen Expressionssystem
Eine funktionelle Rolle von rCIB bezlglich der Interaktion mit der C-terminalen Doméne
von rT1R2 kénnte zum einen im Bereich des Transportes innerhalb des trans-Golgi-
Netzwerks liegen, zum anderen im Bereich der Signaltransduktion des heterodimeren
SuB-Rezeptors rT1R2+3. Das humane CIB ist endogen in HEK293-Zellen vorhanden,
was durch RT-PCR gezeigt werden konnte (vgl. 3.2.5.3). Da die Identitaten des Ratten
zu dem humanen CIB bei 94% liegen und im Hefe-System rT1R2ct ebenfalls mit dem
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humanen CIB interagiert, wurde in diesem Experiment mit dem endogenen, in
HEK293-Zellen vorkommenden CIB gearbeitet. Die Transformationsexperimente im
Hefesystem (vgl. 3.2.8) zeigten einen signifikanten Einfluss der Mutation Metg4 — Val
innerhalb des rT1R2ct auf die Interaktion mit rCIB. Um zu untersuchen, ob diese
Protein-Protein-Wechselwirkung einen Einfluss auf die Signaltransduktion des
rT1R2+3 auslbt, wurden Studien zur Liganden-vermittelten Aktivierung des
heterodimeren Wildtyp-SiiBrezeptors T1R2wt+3 und des mutierten Rezeptors
rT1R2Mut+3, wobei der rT1R2 den Aminosdureaustausch Metg;y, — Val tragt,
durchgefthrt. Hierfir wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Wolfgang Meyerhof (DifE, Potsdam) mit Hilfe eines FLIPRs™ (Fluoromatric Imaging
Plate Reader) die Aktivierung des rT1R2wt+3 mit der des rT1R2Mut+3 verglichen,
indem Dosis-Wirkungs-Kurven fir den Liganden Acesulfam K erstellt wurden. Das

Prinzip ist in der Abbildung 28 schematisch dargestellt.

Acesulfam K —\

T1R2+T1R3

PM

Ins(1,4,5)P;

X

ER

Ca2+

Abb. 28: Schematische Darstellung des Signalweges von rT1R2+3 nach Liganden
vermittelter Aktivierung im heterologen Expressionssystem

Dargestellt ist der heterodimere SiiBrezeptor rT1R2+3 sowie die an der Signaltransduktion
beteiligten Molekile Gigsmog-» PLC, Ins(1,4,5)P;. Das freigesetzte Ca® bildet mit dem
Fluorochrom einen Chelatkomplex aus, der Uber den FLIPR quantifiziert wird.
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Die durch den Liganden Acesulfam K vermittelte Stimulierung des Rezeptors rT1R2+3
fihrt nach Aktivierung eines modifizierten G-Proteins Gigamod. zur Generierung von
Ins(1,4,5)P5 durch PLC und zur Freisetzung von Ca®* in der Zelle. Die Ca®**-lonen
bilden mit den Fluorochrom Fluo-AM-4 einen Komplex aus, der Uber die FLIPR-
Apparatur quantifiziert werden kann.

Fir die Calcium Imaging-Experimente wurde eine von Marcell Winnig (DifE, Potsdam)
hergestellte stabile Flp-In-293-Zelllinie zur Transfektion von rT1R2wt oder rT1R2Mut
verwendet, die den rT1R3 konventionell, und das G-Protein, Uber die Flp-In
Rekombinase-Stelle, stabil exprimieren. DreiBig h nach der Transfektion wurden die
Zellen fOr die Messungen eingesetzt, wobei drei parallele Versuche durchgefiihrt
wurden. Um eine Dosis-Wirkungs-Kurve von Acesulfam K einschlieBlich der
Standardabweichung aufzeichnen zu kénnen, wurden den Zellen Acesulfam K in den
Konzentrationen 0, 0,1, 0,3, 1, 3 und 10 mM appliziert. Die Aktivierung des Rezeptors
wurde nach Komplexausbildung von Ca®* mit dem Farbstoff Fluo-4-AM mit Hilfe der
FLIPR-Software quantifiziert. Zudem wurde den Zellen ATP zur Aktivierung eines
endogenen purinergen Rezeptors appliziert, um Variationen der Zellzahl sowie die
Responsivitat der Zellen zu kontrollieren und bei der Auswertung mit zu
berlcksichtigen. Dieses ATP-Signal wurde mit dem Acesulfam K-Signal abgeglichen.
Das maximal gemessene Signal nach Liganden-Zugabe wurde auf 100% gesetzt und
die weiteren Messdaten der unterschiedlichen Konzentrationen in ein prozentuales
Verhéltnis gesetzt.

Wie in Abbildung 29 zu sehen ist erreicht der Rezeptor rT1R2Mut+3 die maximale
Aktivierung bei einer geringeren Konzentration Acesulfam K im Vergleich zum Wildtyp.
Noch deutlicher sind die Unterschiede der Acesulfam K-Konzentration bei
halbmaximaler Aktivierung (ECso): Der Rezeptor rT1R2wt+3 hat einen ECso-Wert, der
bei einer Acesulfam K Konzentration von 1,8 mM liegt. Der Rezeptor rT1R2Mut+3 hat
einen niedrigeren ECsp-Wert von 0,9 mM Acesulfam K. Das zeigt, dass der mutierte
Rezeptor eine erhéhte Sensitivitat gegentiber dem Liganden Acesulfam K aufweist.
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Abb. 29: Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven von rT1R2wt +3 und rT1R2Mut +3
Dargestellt ist die Dosis-Wirkung-Kurve fir rT1R2wt+3 (rot, Datenpunkte rote Triangeln) im
Vergleich zu der von rT1R2Mut+3 (schwarz, Datenpunkte schwarze Karos) mit dem Liganden

Acesulfam K. Die Messpunkte sind nach Ligandenzugabe in den Konzentrationen 0,1, 0,3, 1, 3
und 10 erfasst.

ECso (rT1R2wt+3): 1,8; ECs (rT1R2Mut+3): 0,9
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4. Diskussion
4.1 Einordnung von rTRX in die Geschmacksrezeptorfamilie T1R

Far die Mitglieder der T1R-Familie wird aufgrund ihrer Expression im
Geschmacksgewebe und durch Studien zur Liganden-vermittelten Rezeptoraktivierung
im heterologen Zellsystem von HEK293-Zellen die Ausbildung von Heterodimeren in
den Kombinationen TIR1+T1R3 und T1R2+T1R3 postuliert (Nelson, G. et al., 2001; Li,
X. et al., 2001). Dabei wird der T1R1+3 von Nagetieren durch die meisten der 20
Standard-L-Aminosauren, nicht aber ihrer D-Enantiomere, aktiviert (Nelson, G. et al.,
2002). Fur den humanen T1R1+3 kann nur die Aktivierung durch L-Glutamat
beobachtet werden, wobei 5’-Ribonukleotide wie IMP oder GMP die Sensitivitat far L-
Glutamat steigern (Li, X. et al., 2002). Der Rezeptor T1R2+3 wird durch mehrere
Zucker, kinstliche StBstoffe sowie durch einige stiBe D-Aminoséuren aktiviert. Dieser
zeigt aber sowohl bei Nagern als auch beim Menschen fir einige Mono- und
Disaccharide wie Glucose, Maltose und Lactose sowie fir den kinstlichen SiBstoff
Aspartam nur eine geringe Aktivierung (Nelson, G. et al. 2001; Li, X. et al., 2002). Eine
durch Liganden-vermittelte Aktivierung der separat exprimierten Rezeptoren im
heterologen Zellsystem konnte flir den T1R1, T1R2 und den T1R3 nicht nachgewiesen
werden (Nelson, G. et al., 2001).

Untersuchungen zur Expression im chemosensorischen Gewebe zeigen, dass die
Rezeptoren T1R1 bzw. T1R2 jeweils mit dem T1R3 in den Geschmackssinneszellen
co-exprimiert sind. Der T1R3 hingegen kommt in den Geschmacksknospen des
Geschmacksstreifens und in denen der fungiformen Papillen auch allein vor (Nelson,
G. et al., 2001). FUr den T1R3 alleine konnte zwar bisher im Zellkultursystem keine
Funktion als StUBrezeptor nachgewiesen werden, dennoch ist in den Sinneszellen far
den T1R3 die Ausbildung eines Homodimers, das in vivo als Rezeptor fungiert, nicht
ausgeschlossen. Ebenso denkbar ist die Existenz eines weiteren bisher nicht
identifizierten Rezeptors, der in diesen T1R3-positiven Zellen exprimiert wird und der
neben den Rezeptoren T1R1+3 und T1R2+3 einen dritten heterodimeren Rezeptor mit
dem T1R3 ausbildet. Dieser kdnnte durch die SiB-Liganden aktiviert werden, die nur
eine minimale Aktivierung des Rezeptors T1R2+3 bewirken.
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4.1.1 Sequenzanalyse des rTRX

Von Sainz, E. et al (2001) und Nelson, G. et al (2001) konnte durch
Datenbankanalysen neben T1R3 zu dem Zeitpunkt keine weiteren Rezeptoren
identifiziert werden, die Ahnlichkeiten zu den Mitgliedern der T1R-Familie aufweisen.
Dennoch fihrte eine von uns durchgefiihrte Datenbankanalyse zur Identifizierung eines
neuen GPCR, den TRX, der neben den Rezeptoren T1R1 und T1R3 die héchsten
Aminosaure (AS)-Identitadten zu dem T1R2 aufweist.

TRX kann ebenso wie die T1R-Mitglieder in die Gruppe C der GPCRs eingeordnet
werden, die sich durch einen sehr langen extrazellularen N-Terminus auszeichnen und
die signifikante = Sequenzahnlichkeiten zu  periplasmatischen ~ Aminosaure-
Bindeproteinen aus Bakterien aufzeigen (Olah, G.A. et al., 1993)

Die AS-ldentitaten des rTRX liegen fir die T1R-Mitglieder aus der Ratte bei 29-31%.
Vergleichbar geringe Identitdten liegen auch fir die T1Rs untereinander vor. So hat
rT1R3 eine AS-Identitat zu rT1R1 von 34% und zu rT1R2 von 32%. Der rT1R1 zeigt zu
rT1R2 eine etwas héhere Identitat von 39% auf.

Auffallig sind die relativ geringen Identitaten zwischen den Geschmacksrezeptoren aus
Ratte und Maus zu dem jeweiligen humanen Ortholog, die fir T1R1 bei 73%, fur T1R2
bei 69% und fur T1R3 bei 72% liegen. Diese Sequenzunterschiede spiegeln sich auch
in dem Spektrum an Liganden wieder, das zwischen Mensch und Nagern variiert. So
zeigt der T1R2+3 der Maus keine Affinitdt zu den kinstlichen StBstoffen Aspartam,
Cyclamat, Monellin und Neotam, wohingegen der humane T1R2+3 durch diese
Liganden aktiviert wird. Vergleichbares trifft auch fir den T1R1+3 zu, wobei der
humane T1R1+3 durch L-Glutamat, nicht aber durch weitere L-Aminosduren aktiviert
wird, wie es flir den murinen T1R1+3 beschrieben ist (Nelson, G. et al. 2001; Li, X. et
al., 2002).

Diese Besonderheit beruht méglicherweise auf einer im Laufe der phylogenetischen
Entwicklung erfolgten Anpassung der unterschiedlichen Spezies an das
Nahrungsangebot (Bufe, B. et al., 2002). Der humane TRX zeigt ebenfalls zu seinen
orthologen Rezeptoren aus der Ratte und der Maus nur verhaltnismaBig geringe
Identitaten auf Aminosaureebene auf, die bei 79% liegen. Dies spricht dafiir, dass auch
fir rTRX die noch unbekannten Liganden zwischen den Spezies variieren. Fir andere
GPCRs aus der Subgruppe C, wie dem CaSR oder dem metabotropen Glutamat-
Rezeptor, mGIluR1, deren Liganden gleichbleibend konserviert und unabhangig von
Spezies und phylogenetischer Entwicklung sind, liegen die Identitdten Uber 90%
(Tabelle 9).
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Spezies-

. T1R1 T1R2 T1R3 TRX CaSR mGIluR1
Vergleich
Mensch-Maus 73,2 68,7 71,8 79,8 93,4 93,6
Mensch-Ratte 73,9 70,3 72,1 78,8 93,3 93,7
Ratte-Maus 89,8 91 92,8 93,2 98 98,3

Tab. 9: Sequenzvergleich der orthologen Rezeptoren von Mensch, Maus und Ratte
Aufgeflihrt ist jeweils ein Interspezies-Vergleich auf Aminosaureebene der Rezeptoren der T1R-
Familie, TIR1, T1R2 und T1R3, des TRX sowie exemplarisch des mGIluR1 und des CaSR.

Genetische Studien an Mausen haben eine Reihe von Loci identifiziert, die im
Zusammenhang mit Geschmacksperzeption stehen (Warren, R.P. & Lewis, R.C,,
1970). Die Gene der Rezeptoren T1R1, -2 und -3 befinden sich als Cluster am distalen
Ende des Chromosoms 4 der Maus, wobei das Gen fir T1R3 im Sac-Locus liegt. Bei
der Ratte liegen diese als Cluster auf Chromosom 5 und beim Menschen auf
Chromosom 1. Diese Bereiche sind syntan zu der Region auf Chromosom 4 der Maus.
Das Gen fur TRX liegt nicht in diesem Cluster. Er kommt beim Menschen auf
Chromosom 6, bei der Maus auf Chromosom 10 und bei der Ratte auf Chromosom 20
vor. Es liegt somit keine rdumliche Nahe zu den bisher bekannten Genen der T1R-
Familie vor. Die Gene der Rezeptoren der T2R-Familie liegen bei Mensch, Ratte und
Maus ebenfalls in Clustern auf mehreren Chromosomen vor (Adler, E. et al., 2000).
Dabei kommt es aber auch vor, dass ein Bitter-Rezeptorgen aus dieser Familie nicht in
einem Cluster, sondern, wie es auch fir den TRX zutreffen kénnte, separat auf einem

anderen Chromosomabschnitt oder Chromosom vorliegt.

4.1.2 Expressionsmuster des rTRX im chemosensorischen Gewebe

Die héchsten Identitaten zu rTRX weist ein aus dem Goldfisch identifizierter Geruchs-
Rezeptor caORb5.24 mit 48% auf. Dieser konnte durch Studien zur Liganden-
vermittelten Rezeptoraktivierung im Expressionssystem von Xenopus-Oocyten als
Rezeptor identifiziert werden, der durch Aminosauren mit basischen Seitenketten, wie
L-Arginin und L-Lysin, aktiviert wird (Speca, D.J. et al., 1999). Northern Blot-Analysen
mit Geweben des Goldfisches zeigen, dass caOR5.24 neben dem olfaktorischen
Epithel, den Kiemen und Lippen auch auf der Zunge und dem Gaumen exprimiert wird.
Gewebe des Gehirns, der Niere, der Leber, des Muskels, der Ovarien, des Darms und
der Haut zeigten keine Signale (Speca, D.J. et al, 1999). Um die Mdglichkeit zu
untersuchen, ob es sich bei dem caOR5.24 um einen Geschmacksrezeptor handelt,
wurden von den Autoren in situ Hybridisierungen durchgefihrt, um die Expression des
caOR5.24 in den Kiemen, die auch Geschmacksknospen enthalten, zu untersuchen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass dieser nicht in den Geschmacksknospen, sondern
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in Epithelzellen exprimiert wird. Eine Expression im Zungenepithel wird auch fir einige
andere Geruchs-Rezeptoren beschrieben (Abe, K. et al., 1993).

Die Ergebnisse der RT-PCR (vgl. 3.1.3.1) zur Untersuchung der Expression des rTRX
in Rattengewebe zeigen eindeutige Signale im Geschmacksstreifen sowie schwachere
in den circumvallaten und foliaten Papillen. Nicht stetig reproduzierbare schwache
Signale konnten auch im Zungenepithel, olfaktorischem Epithel sowie der Niere
beobachtet werden. Weiterhin konnten, &hnlich wie fir den caOR5.24 durch die
Northern Blot-Analysen beschrieben, keine Signale in Muskel, Gehirn sowie Herz
detektiert werden. Die cDNA des rTRX konnte damit deutlich aus Geschmacksgewebe,
aber nur schwach aus dem olfaktorischen Epithel amplifiziert werden, was dafir
spricht, dass es sich bei rTRX nicht, wie man durch die hohen AS-ldentitaten zu dem
caORb5.24 vermuten kénnte, um einen Geruchs-Rezeptor handelt.

Sollte TRX ahnliche Liganden wie caOR5.24 binden, kdme er bei landlebenden Tieren
nicht als Geruchs-Rezeptor in Frage, da nur Fische geléste Substanzen riechen und
schmecken kénnen.

Wenn es sich bei dem rTRX um den dritten Rezeptor handeln sollte, der mit dem T1R3
einen Heterodimer ausbildet, sollte dieser in den Papillen stark exprimiert werden, in
denen T1R3 nur allein detektiert werden konnte, also im Geschmacksstreifen sowie in
den fungiformen Papillen (Abb. 30). Tatsachlich konnte durch die RT-PCR das
reproduzierbar starkste Amplifikat des rTRX im Geschmacksstreifen detektiert werden.
Allerdings konnte aus der cDNA fungiformer Papillen die cDNA des rTRX nicht
amplifiziert werden. Diese Papillen, die nur jeweils eine Geschmacksknospe enthalten,
liegen im vorderen Bereich der Zunge im Epithel verteilt. Da sie aufgrund ihrer Lage
nur schwer von dem angrenzenden Zungenepithel separiert werden kénnen, kdnnte
bei einer ungenauen Praparation eine ,Verdinnung®“ durch Epithelgewebe die Ursache
fir eine nicht mégliche Amplifizierung des rTRX aus dieser cDNA sein.

rT1R1 | rT1R2| rT1R3 | I TRX
Gaumen Geschmacksstreifen + + 4+ 4+
circumvallate Papille + +++ 4+ +
foliate Papille + +++ +++ +
fungiforme Papille T+ - 4+ /

Abb. 30: Verteilungsmuster der T1R-Mitglieder in den Geschmackspapillen

Aufgefuhrt sind die Rezeptoren rT1R1, -2 und -3 und deren Expressionsmuster in den
circumvallaten, foliaten, fungiformen Papillen sowie in dem Geschmacksstreifen angegeben mit
- (nicht), + (wenig), ++(maBig), +++ (prominent) vorhanden. Dabei zeigt sich ein Uberlappendes
Expressionsmuster von rT1R1 bzw. T1R2 jeweils mit dem T1R3 und méglicherweise eines
weiteren Rezeptors.
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Die Rezeptoren rT1R1, -2 und -3 konnten durch in situ Hybridisierungen in den
Geschmackspapillen lokalisiert werden (Hoon, M.A. et al., 1999; Nelson, G. et al,
2001; Max, M. et al., 2001; Montmayeur, J.-P. et al., 2001; Kitagawa, M. et al., 2001).
Allerdings gibt es nur wenige Untersuchungen zur Expression der Rezeptoren in
anderen Geweben. Fur den rT1R3 aus der Maus wurden Northern Blot-Analysen
durchgefiihrt, wobei die 7,8 kb groBe mRNA im Geschmacksgewebe nachgewiesen
werden konnte. Zusétzlich zeigt der Nothern Blot fir Hoden und Gehirn Signale auf der
Hohe von 7,6 kb. Eine weitere bei 6,7 kb liegende Bande kommt im Thymus vor (Max,
M. et al., 2001).

Die Suche nach Datenbanken-Eintragen fir ESTs (expressed sequence tag) fuhrte nur
zu einem aus Kolon, was flr eine spezifische Expression des T1R3 im
Geschmacksgewebe spricht (Max, M. et al., 2001). Auch fir den TRX gibt es nur zwei
EST-Eintrage (fir hTRX aus Niere), was ebenfalls auf eine Expression in einem
Gewebe wie dem Geschmacksepithel schlieBen lasst, das in EST-Datanbanken nicht
vertreten ist.

Zur genaueren Detektion des rTRX im Hinblick auf eine Co-Lokalisation mit dem T1R3
in den Geschmackspapillen wurden in situ Hybridisierungen durchgeflhrt, die zudem
unabhéngig von der Genauigkeit einer Gewebepraparation sind (vgl. 3.1.3.2). Dabei
konnte allerdings rTRX weder in den Geschmacksknospen des Geschmacksstreifens,
der circumvallaten Papille noch in dem angrenzenden Epithel lokalisiert werden.

Damit kann zwar fur den rTRX durch die RT-PCR-Untersuchungen eine Co-Expression
bzw. eine Co-Lokalisation mit dem rT1R3 im Geschmacksstreifen vermutet werden,
aber ein direkter Nachweis, dass [rTRX in den entsprechenden
Geschmackssinneszellen mit dem T1R3 co-exprimiert ist, konnte nicht erbracht
werden.

TRX ist anscheinend so schwach exprimiert, dass ein Nachweis Uber RT-PCR mdglich
ist, aber dieser nicht durch in situ Hybridisierung erfolgen kann.

4.1.4 Heterodimerisierung innerhalb der T1R-Familie

Die Besonderheit der T1R-Familie, die Ausbildung zu Heterodimeren, ermdglicht
neben den Expressionsstudien von rTRX im Geschmacksgewebe einen weiteren
Ansatz, seine Zugehorigkeit zu dieser Rezeptorfamilie zu untersuchen. Sollte rTRX zu
dieser Familie gehdren, ist ebenso fir TRX wie fir T1R1 und T1R2 eine Dimerisierung
mit dem T1R3 zu erwarten. Hierzu wurden Bindungs- sowie Lokalisationsstudien im
heterologen Zellsystem zur Untersuchung einer Wechselwirkung mit dem T1R3
durchgefuhrt.
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Die separat in HEK293-Zellen exprimierten Rezeptoren rT1R2, rT1R3 und rTRX zeigen
keine eindeutige Plasmamembranlokalisation. Wahrend der rT1R2 und rTRX partiell an
der PM lokalisiert sein kénnten, ist der rT1R3 vermutlich am ER angereichert (vgl.
3.1.4.1). Eine a&hnliche subzellulare Verteilung wurde auch fir die beiden
Splicevarianten des GABAgR1a und -R1b beobachtet, die nicht an der Zelloberflache
exprimiert werden, sondern im ER verbleiben (Couve, A. et al., 1998). Der rekombinant
exprimierte GABAgR2 hingegen gelangt an die Zelloberflache, zeigt aber nur eine
geringe Aktivierung durch seinen Agonisten GABA.

Fiar die Rezeptoren GABAgR1 und -R2 ist &hnlich wie fir die T1R-Mitglieder die
Heterodimerisierung zur Ausbildung eines funktionellen Rezeptors essentiell (Nelson,
G. et al., 2001; Lewcock, JW. & Reed, R.R., 2001, Li, X. et al., 2002; Grinewald, S. et
al., 2002). Aufgrund dieser Ahnlichkeiten wurde untersucht, ob die Ausbildung der
Heterodimere innerhalb der T1R-Familie nach dhnlichem Mechanismus ablauft wie fur
die GABAg-Rezeptoren.

Durch einen Hefe Zwei-Hybrid-Test mit dem C-Terminus des GABAgR1 als Kdder
konnte der C-Terminus des GABAgR2 als Interaktionspartner identifiziert werden
(Kuner, R. et al., 1999). Durch Mapping-Experimente konnten Bereiche innerhalb des
GABAgR1 (35 AS) und -R2 (32 AS) eingegrenzt werden, die die Interaktion vermitteln.
Untersuchungen mit rekombinant exprimierten Peptiden aus den C-terminalen
Domanen haben gezeigt, dass diese eine parallele coiled-coil a-Helix ausbilden
(Kammerer, R.A. et al., 1999).

Inwieweit eine Interaktion zwischen den C-terminalen Doméanen des rT1R3 jeweils mit
rT1R1, rT1R2 und rTRX stattfindet, wurde in dieser Arbeit im Hefe-System getestet.
Dabei konnte keine Interaktion beobachtet werden. Die C-Termini der jeweiligen
monomeren Rezeptoren verfigen nicht Uber eine o-Helix, Gber die bei Dimerisierung
eine parallele coiled-coil a-Helix-Struktur ausgebildet werden kann.

Der GABAgR1 wird aufgrund eines ER-Retentionssignals [RXR(R)], im ER zurick
gehalten (Margeta-Mitrovic, M. et al., 2000). Durch die Co-Expression des GABAgR1a
mit dem GABAgR2 konnte im heterologen Zellsystem die Oberflachenexpression
beider Rezeptoren erreicht werden, da die Interaktion mit dem -R2 das ER-
Retentionssignals am C-Terminus des -R1 maskiert (White, J.H. et al., 1998; Margeta-
Mitrovic, M. et al., 2000). Die Lokalisation des rT1R3 am ER beruht nicht auf dem
Vorhandensein eines solchen Motives, auch Uber Datenbank-Analysen konnte kein
vergleichbares ER-Retentionssignal ausfindig gemacht werden.

Eine Co-Expression in HEK293-Zellen von rT1R2 und rTRX jeweils mit rT1R3 flhrte
nicht zu einer korrekten Zielsteuerung der Rezeptoren an die Plasmamembran. Da
nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Gegenwart von Glucose und der im
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Serum befindlichen Zucker und Aminosauren zu einer Desensitisierung und einer
Internalisierung der Rezeptoren flhren kann, wurden die Experimente in DMEM-
Medium ohne Glucose und mit dialysiertem FCS durchgefiihrt. Doch auch unter diesen
Bedingungen konnte keine erfolgreiche Oberflachenexpression dieser Rezeptor-
Kombinationen erreicht werden. Es missen also fir die Rezeptoren der T1R-Familie
weitere, bisher unbekannte Faktoren essentiell fir eine Zelloberflachenexpression sein.
Fir olfaktorische Rezeptoren, die im heterologen Zellsystem im ER oder im Golgi-
Apparat zurlickgehalten werden, werden Chaperone vermutet, die in olfaktorischen
Neuronen spezifisch exprimiert werden (Brady, A.E. & Limbird, L.E., 2001).

Eine Co-Expression flihrte nicht zum gleichen Ergebnis wie es fir die GABAg-
Rezeptoren beschrieben ist. Vielmehr kdnnten an der Ausbildung der Heterodimere
rT1IR1+3 und rT1R2+3 und mdglicherweise rTRX+rT1R3 konservierte Cysteine
innerhalb einer Cystein-reichen Region in der extrazelluldren Domane in der Nahe der
ersten TMD beteiligt sein. Mutationsanalysen fiir den mGluR1 haben gezeigt, dass hier
Austausche von Cysteinen durch Alanine wesentlich den Status der
Homodimerisierung beeinflussen (Tsuji, Y. et al., 2000). Dabei vermittelt die Existenz
von Disulfidbriicken vermutlich eine durch Ligandenbindung hervorgerufene
Konformationsénderung der intermolekularen Interaktion, was auch fir den CaSR
(Ray, K. et al., 1999) und den muscarinischen AChR M3 (Zeng, F.Y. 1999) gezeigt
werden konnte. Diese Cystein-reiche Region kommt nicht in den GABAg-Rezeptoren
vor (Tsuiji, Y. et al., 2000). Ein Sequenzvergleich in diesem Bereich zeigt, dass auch
der rTRX sowie die T1R-Mitglieder diese konservierten Cysteine enthalten (Abb. 31).

610 620 630 640 650 660

1 | ! * pe | * % 3
544 GSYKKIGYYDSTKDDLSW-SKTDKWIGGS-——————=—==—=—=—————— - m o ————— — — rGABA,R1
433 SREVKVGEYNAVADTLEIINDTIRFQGSE-———————————— - m e m—m————— —— rGABA,_ R2

460 WTFEIIGSASLSPVHLDINKTKIQWHGKNNQVPVSVCTTDCLAGHHRVVVGS-HHCCFEC rTl1R1
464 NPFQSIASYSPTSKRLTYIN-NVSWYTPNNTVPVSMCSKSCQPGOMKKSVGL-HPCCFEC rT1R2
473 PVLHTVGTFNGT---LQLQHSKMYW--PGNQVPVSQCSRQCKDGQVRRVKGF-HSCCYDC rT1R3
486 MTVTKMAEYDLQHDVFITTNQETKHEFRKLKQILSKCSKECIPGOMKKATGSQHSCCYEC rTRX
491 R-YDYVHVGTWHEGVLNIDDYKI--QMNKSGMVRSVCSEPCLKGQIKVIRKGEVSCCWIC rmGluR1l

670 68 690 700 710 720
| * | 1 * 1 1 1
592 ——mmmmmrm e e PPADQTLVIKT-FRFLS--QKLFISVSVLSSLG rGABABRl
BB2 1 i et i et o PPKDKTIILEQ-LRKIS--LPLYSILSALTILG rGABA,R2

520 VPCEAGTFLNMSELHI-CQPCGTE-EWAPKESTTCFPRTVEFLAWHEPISLVLIAANTLL rT1R1

523 LDCMPGTYLNRSADEFNCLSCPGS-MWSYKNDITCFQRRPTFLEWHEVPTIVVAILAALG rT1R2

528 VDCKAGSY-RKHPDDFTCTPCGKD-QWSPEKSTTCLPRRPKFLAWGEPAVLSLLLLLCLV rT1R3

546 VNCPENHYSNETDMD-HCLVCNNETHWAPVRSTMCFEKEVEYLDWDDSLALLLIALSLLG rTRX

548 TACKENEFVQ---DEFTCRACDLG-WWPNAELTGCEPIPVRYLEWSDIESIIAIAFSCLG rmGluRl
1TMD

Abb. 31: Sequenzvergleich der Cystein-reichen Region des mGIuR1 mit den T1R-
Mitgliedern, dem rTRX und den GABAg-Rezeptoren

Im Vergleich dargestellt sind jeweils die Ratten-Sequenzen des GABAgR1 und -R2, rT1R1, -2
und -3, rTRX sowie der rmGIluR1. Der Beginn der ersten Transmembranregion der Rezeptoren
ist unterstrichen. Die in den konservierten Bereichen (griin unterlegt) liegenden Cysteine sind
mit einem roten Sternchen versehen.
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Die Wechselwirkung vieler GPCRs zur Ausbildung von Homo- oder Heterodimeren
kann biochemisch durch Co-Immunoprazipitationen nachgewiesen werden. Die Co-
Expression der Rezeptoren ist dabei Voraussetzung, da die Dimerisierung im ER
stattfindet und eine Co-Immunoprazipitation nicht mit separat exprimierten Rezeptoren
erfolgen kann (Angers, S. et al., 2002).

Der Nachweis zur Homodimerisierung konnte fir Dopamin-Rezeptor, mGIuR5-, &-
Opioid-Rezeptor sowie CaSR und M3 muscarinischen AChR mit jeweils
unterschiedlich Epitop-markierten rekombinant exprimierten Rezeptoren durch Co-
Immunoprazipitation erfolgen. Ebenfalls konnte die Heterodimerisierung der
Rezeptoren von GABAgR1 mit -R2, §-Opioid mit p-Opioid, §-Opioid mit k-Opioid sowie
SSTR3 mit SSTR2a nachgewiesen werden, um nur einige Beispiele zu nennen
(Referenzen in Angers, S. et al., 2002).

Um zu untersuchen, ob eine Heterodimerisierung des rTRX mit dem rT1R3 stattfindet,
maoglicherweise vermittelt Gber den extrazellularen N-terminalen Bereich, wurden fur
die Interaktionstests die Rezeptoren in ihrer vollen Lange eingesetzt (vgl. 3.1.4.2). Zur
Kontrolle diente dabei das Heterodimer T1R2+3. Die Interaktion des Maus T1R2 sowie
des T1R1 mit jeweils dem T1R3 konnte durch Co-Immunopréazipitation (Co-IP) aus
transient transfizierten HEK293-Zellen, die T1R1 und T1R3 bzw. T1R2 und T1R3 co-
exprimierten, nachgewiesen werden (Nelson, G. et al, 2002). Dabei zeigte sich zudem,
dass die Sequenzunterschiede der ,Schmecker*- und ,Nicht-Schmecker*-
Mausstamme, die auf Polymorphismen innerhalb des T1R3-Gens beruhen, keinen
Einfluss auf die Dimerisierung haben. Wahrend die Western Blots von Nelson, G. et al.
(2002) Banden auf der Héhe von 116 kDa fur T1R3 zeigen, wurden in dieser Arbeit die
Rezeptoren mit einem Molekulargewicht von ~180 kDa detektiert, die darauf schlieBen
lassen, dass durch die reduzierenden Bedingungen des Probenpuffers die
Dimerisierung nicht aufgehoben wird, wie dies auch fir andere GPCR, z.B den
mGIuR8, zutrifft (Rosemond, E. et al., 2002). Die Dimerisierung kann somit nicht
ausschlieBlich Uber Disulfidoricken vermittelt durch die Cystein-reiche Region
erfolgen. Auch far den rTRX konnte in diesen Experimenten eine Interaktion mit dem
T1R3 nachgewiesen werden. Damit kann auch far rTRX wie far rT1R1 und rT1R2 die
Ausbildung eines Heterodimers mit rT1R3 angenommen werden.

Sowohl die Expressions- und Sequenzanalysen als auch die Co-Immunoprazipitation
weisen darauf hin, dass rTRX der vierte Rezeptor innerhalb der T1R-Familie sein
kénnte. Weitere Versuche wie z.B. die Liganden-vermittelte Aktivierung des Rezeptors
rTIR3+rTRX und weitere Expressions-Analysen mit einem jetzt zur Verflgung
stehenden Antikérper gegen rTRX sind notwendig, um die Zugehdérigkeit in diese

Rezeptorfamilie zu verifizieren.
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4.2 Rolle der Interaktion von rCIB mit rT1R2 fiir den SuB-Geschmack

Die Bedeutung und Funktion von Proteinen, die mit C-terminalen Doméanen von
Rezeptoren interagieren, ist eingehend in der PSD (postsynaptischen Dichte) sowie im
visuellen System von Drosophila beschrieben (Kreienkamp, H.-J. et al., 2002; Huber,
A., 2001).

Fir das chemosensorische System sind bisher weder fir die Bitter-Rezeptoren der
Familie T2R noch fir die StiB-Rezeptoren der Familie T1R Untersuchungen bekannt,
die zur Identifizierung von Proteinen gefliihrt haben, die mit den C-terminalen Doménen
dieser Rezeptoren interagieren. Die in dieser Arbeit beschriebene Charakterisierung
der Interaktion von rT1R2 mit rCIB stellt somit einen ersten Ansatz dar, um fir das
Geschmackssystem die Funktion und Wechselwirkungen von Proteinen zu
untersuchen, die als Teil eines ,Signalosoms® in den Geschmackssinneszellen

vorstellbar sind.

4.2.1 Expression von CIB in Geweben der Ratte

Die Identifizierung von CIB im Hefe Zwei-Hybrid-System aus einer humanen
Keratinocyten-cDNA-Bank erforderte eine weitere Analyse der Expression von CIB im
Rattengewebe. Durch Northern Blot-Analysen konnte fir die Ratten CIB-mRNA eine
ubiquitare Verteilung festgestellt werden, wie sie ebenfalls fir die humane und die
murine CIB-mRNA in adultem sowie in embryonalem Gewebe beschrieben ist
(Whitehouse, C. et al., 2002; Shock, D.D. et al., 1999; Stabler, S.M. et al., 1999; Saito,
T. et al., 1999).

Eine detaillierte Analyse zur Expression im chemosensorischen Gewebe durch RT-
PCR bestatigte die ubiquitdre Expression der rCIB-mRNA auch im olfaktorischen
Epithel sowie im Geschmacksepithel der unterschiedlichen Papillen.

Allerdings konnte das Protein immunhistochemisch nicht eindeutig im
Geschmacksgewebe nachgewiesen werden. Diese Schwierigkeit zur Detektion kann
darin begriindet sein, dass ein Signal fir das CIB-Protein in definierten Regionen nicht
erwartet werden kann. Ein schwaches Signal kann somit von unspezifischer
Hintergrundfarbung schwer unterscheidbar sein, was zusatzlich durch eine
unzulangliche Affinitdt und Spezifitdt des anti-hCIB-Antikdrpers zu seinem Antigen
noch verstarkt wird. Stabler, S.M. et al. (1999) beschreiben diese Schwierigkeit zur
Detektion des endogenen CIB, was méglicherweise auf eine schnelle Degradation des
Proteins zurlckzufthren ist.

Der Nachweis einer Co-Lokalisation als Grundvoraussetzung einer Interaktion in vivo
von rT1R2 mit rCIB in den Geschmacks-Rezeptorzellen der circumvallaten Papille der
Ratte, in denen T1R2 hauptséachlich exprimiert wird, konnte somit mit Hilfe der
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Immunhistochemie nicht erbracht werden. Dennoch ist aufgrund der ubiquitaren
Verteilung der rCIB-mRNA die Co-Expression beider Proteine in den Geschmacks-
Rezeptorzellen mit rT1R2 wahrscheinlich.

4.2.2 Biochemischer Nachweis der Interaktion

Durch den in vitro Pulldown-Assay sowie durch die Co-lmmunoprazipitation aus
HEK293-Zellen konnte die Interaktion von rT1R2 und rCIB auBerhalb des Hefe-
Systems verifiziert werden. Dabei kann aufgrund der Resultate im Pulldown-Assay, fir
den das aufgereinigte GST-rCIB-Fusionsprotein und das separat in vitro translatierte
Protein ppXa-P-rT1R2ct eingesetzt wurden, auf eine direkte Interaktion zwischen CIB
und T1R2 geschlossen werden (vgl. 3.2.3.6). Die Co-Immunoprazipitation hat zudem
gezeigt, dass die Myristoylierung des rCIB bezlglich der Wechselwirkung mit rT1R2
keine Rolle spielt (vgl. 3.2.8).

Fir die Interaktion des humanen CIB mit dem C-Terminus der a-Untereinheit des
Integrin-Rezeptors konnte in Gegenwart von Ca** eine héhere Affinitat zwischen CIB
und IntegrinoypPs gezeigt werden (Tsuboi, S., 2002; Shock, D.D. et al, 1999). Ein
signifikanter Einfluss von Ca®*-lonen auf die Interaktion von rCIB und rT1R2 konnte
nicht beobachtet werden. Méglicherweise ist rCIB durch die jeweils N- oder C-terminale
Epitop-Markierung in seiner Konformation veradndert und zeigt dadurch auch nur
geringere Sensibilitdt gegeniiber Ca**-lonen.

Auch flir andere Interaktionspartner, abgesehen vom Integrin-Rezeptor, ist aus der
Literatur fiir CIB keine Ca**-abhangige Interaktion bekannt.

Die fir eine Interaktion mit CIB verantwortlichen Sequenzbereiche der bekannten
Interaktionspartner wie Integrinoy,Bs (Naik, U.P. et al, 1997); Presenilin 2 (Stabler,
S.M. et al.,, 1999), den Polo-like Kinasen Snk und Fnk (Kauselmann, G. et al., 1999)
und Rac3 (Haataja. L. et al., 2002) sind nicht konserviert. Es konnte kein einheitliches
Motiv identifiziert werden, Uber das generell eine Interaktion mit CIB vermittelt wird.
Maoglicherweise beruht die Fahigkeit von CIB, Wechselwirkungen mit unterschiedlichen
Proteinen eingehen zu kdnnen, auf seiner strukturellen Plastizitat, wie es ebenfalls flr
Calmodulin beschrieben ist (Haeseleer, F. et al., 2002).

4.2.3 Spezifitat der Interaktion von CIB und T1R2

Wie die Transformationsexperimente dieser Arbeit im Hefe-System gezeigt haben,
kommt eine Wechselwirkung von rCIB nur mit dem rT1R2 und nicht mit den anderen
Mitgliedern der T1R-Familie (rT1R1, -3 sowie dem rTRX) vor (vgl. 3.2.3). Ein ahnliches
Phanomen kann auch fir weitere bekannte Interaktionspartner des humanen CIB
beobachtet werden.
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So interagiert hCIB mit der kleinen GTPase Rac3, nicht aber mit den beiden weiteren
humanen Isoformen Rac1 und Rac2, obwohl diese hohe Identitét von 89-93% zu Rac3
aufweisen (Haataja, L. et al., 2002).

Die mit der Alzheimer-Erkrankung in Verbindung stehenden Proteine Presenilin 1
(PS1) und Presenilin 2 (PS2) sind Transmembranproteine, die ebenfalls eine hohe AS-
Identitat zueinander haben. Es konnte gezeigt werden, dass die Interaktion mit hCIB
von einer Region innerhalb der dritten intrazellularen Schleife des PS2 vermittelt wird.
Obwohl PS1 sich innerhalb dieser Region nur durch drei AS von PS2 unterscheidet,
zeigt CIB nur eine geringe Affinitdt zu PS1 (Stabler, S.M. et al., 1999). Auch fir die
Interaktion des hCIB mit dem C-Terminus der a-Untereinheit des Integrin-Rezeptors
apPs konnte im Hefe Zwei-Hybrid-System eine spezifische Wechselwirkung mit
Integrinoy, Nachgewiesen werden, nicht aber mit anderen a-Untereinheiten, wie av, a2,
o5 (Naik, U.P. et al., 1997).

Ein Sequenzvergleich der Rezeptoren der T1R-Familie flhrte nach Mutationsanalysen
und Transformationsexperimenten im Hefe Zwei-Hybrid-System zur ldentifizierung
einer Aminosaure innerhalb des rT1R2, Metgg, die essentiell flr die Interaktion mit
rCIB ist (vgl. 3.2.10). Da diese AS konserviert ist in T1R2-Rezeptoren der Ratte, Maus
und des Menschen, ist sie vermutlich ebenfalls unerlédsslich fiir die Interaktion mit dem
humanen und dem murinen CIB-Protein. Metg;g ist umgeben von hydrophoben AS und
liegt nach Vorhersagen der Transmembrantopologie des rT1R2 im Bereich des
Ubergangs zwischen der siebten Transmembranregion und dem intrazellularen C-
Terminus.

Ahnliches konnte fiir die Interaktion des hCIB mit Integrinoy,ps festgestellt werden
(Barry, W.T. et al., 2002). Dabei konnten ebenfalls durch Mutationsanalysen flr die
Interaktion mit hCIB essentielle AS identifiziert werden, die am C-terminalen Ende der
Transmembranregion des Integrin-Rezeptors liegen. Die Autoren nehmen basierend
auf weiteren Untersuchungen an, dass diese Interaktion mit hCIB Uber hydrophobe AS
vermittelt wird und die Assoziation zur Membran Uber die Myristoylierung erfolgt.

CIB besitzt keine bekannten Sequenzmotive, die Protein-Protein-Wechselwirkungen
vermitteln. Transformationsexperimente im Hefe-System mit Deletionskonstrukten von
rCIB haben gezeigt, dass fiir die Interaktion mit rT1R2 das rCIB-Protein in seiner vollen
Lange notwendig ist (vgl. 3.2.4). Die Eingrenzung eines Bereiches innerhalb des rCIB-
Proteins wurde auch fir die meisten anderen bekannten Interaktionspartner nicht
beschrieben. Lediglich fir die Interaktion mit Integrinoy,PBs konnte der C-terminale
Bereich des hCIB-Proteins von AS 114-191 als Interaktionsbereich identifiziert werden
(Tsuboi, S., 2002). Fir eine Wechselwirkung mit CIB scheint somit in den meisten
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Fallen die vollstandige Sequenz zur Ausbildung der richtigen Konformation notwendig

ZU sein.

4.2.4 Subzellulare Verteilung von CIB in Abhéangigkeit der Myristoyl-Gruppe und
Ca2+
Fiir einige Mitglieder der EF-Hand-Superfamilie der Ca®*-bindenden Proteine wird eine
durch Ca®*-Bindung erfolgte Konformationsveranderung beschrieben, durch die
Interaktionen mit Zielproteinen reguliert werden kénnen (lacovelli, L. et al., 1999). Eine
Gruppe solcher EF-Hand-Proteine sind die NCS (neuronal calcium sensors), die sehr
heterogen bezlglich ihrer Gewebeverteilung sind. So kommen Recoverin und GCAPs
(guanylat cyclase activating proteins) spezifisch in Photorezeptoren der Netzhaut vor,
wahrend Hippocalcin und Neurocalcin in zentralen Neuronen exprimiert werden.
Frequenin (NCS-1) zeigt hingegen ein weit verbreitetes Expressionsmuster
(O’Callaghan, D.W. et al., 2002).
Diese NCS sind am N-Terminus myristoyliert und verfiigen Uber vier charakteristische
EF-Handmotive, wobei das EF-Handmotiv 1 durch den Austausch gezielter
Aminos&uren nicht mehr in der Lage ist, Ca®** zu binden (Burgoyne, R.D. & Weis, J.L.,
2001). Die Besonderheit dabei ist, dass im Ca**-freien Status die Myristoylgruppe in
einer hydrophoben Tasche verankert ist, die von der N-terminalen Region
einschlieBlich des ersten EF-Handmotivs ausgebildet wird (Ames, J.B. et al., 1997).
Erst durch Anstieg der Ca®-Konzentration und Bindung von Ca*" erfahren diese
Proteine eine Konformationsénderung, die zur Freilegung der Myristoylgruppe fuhrt, die
somit eine Assoziation zu Membranen vermitteln kann. Aufgrund dieses Mechanismus
werden diese Proteine als Calcium-Myristoyl-Switch-Proteine bezeichnet.
Untersuchungen zur subzelluldren Verteilung der NCS Frequenin, Hippocalcin und
Neurocalcin & haben gezeigt, dass Hippocalcin und Neurocalcin & ein diffuses
Verteilungsmuster in Hela-Zellen aufweisen. Ein durch lonomycin-Behandlung
erfolgter Anstieg der intrazellularen Ca®-Konzentration bewirkt eine Umsortierung
dieser Proteine, die daraufhin im perinukledren Raum an Membranen assoziiert
vorliegen (O’Callaghan, D.W. et al., 2002). Fir Frequenin konnte keine Veranderung
durch Ca** festgestellt werden, dieses Protein zeigt unabhéngig von einer lonomycin-
Behandlung eine Lokalisation an Membranen im perinukledren Raum. In diesem Fall
vermittelt die Myristat-Gruppe eine Assoziation an Membranen auch ohne Ca**.
Die Untersuchungen zur Expression von CIB haben gezeigt, dass die subzellulare
Verteilung des Proteins von dem Vorhandensein der Myristoylierung abhéngig ist (vgl.
3.2.7). Stabler, S.M. et al. (1999) konnten die Myristoylierung des rekombinaten
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humanen CIB-Proteins in Hela-Zellen nachweisen, wobei N-terminal fusionierte
Peptidsequenzen diese Modifikation verhindern.

Das mit einem N-terminalem FLAG-Peptid fusionierte rCIB-Protein zeigt in HEK293-
Zellen Uberwiegend eine Lokalisation im Zellkern und Cytoplasma, wobei in einigen
Zellen rCIB auch hauptsachlich im Kern vorkommt. Auch in anderen Zelllinien wie
COS-7-, HeLa- und CHO-Zellen kann dieses Verteilungsmuster fir N-terminal Epitop-
markiertes CIB festgestellt werden (Kauselmann, G. et al., 1999; Ma, S. et al., 2003;
Stabler, S.M. et al., 1999; Haataja, L., et al., 2002).

Fir das endogene CIB-Protein (in diesem Fall als Calmyrin bezeichnet) in Primarkultur
von Herzzellen sowie fir das C-terminal Epitop-markierte CIB-Protein in HelLa-Zellen
konnte eine Kern-, Cytoplasma- sowie zusatzlich eine Plasmamembran-Lokalisation
beobachtet werden (Stabler, S.M. et al, 1999). Dies stimmt mit der von mir
beobachteten subzellularen Verteilung des Ratten CIB mit C-terminal fusioniertem
FLAG-Peptid in HEK293-Zellen (berein.

Far CIB wird eine Zugehdrigkeit in die Gruppe der Calcium-Myristyol-Switch-Proteine
postuliert (Barry, W.T. et al., 2002). Neben dem Einfluss der Myristat-Gruppe auf die
Verteilung des Proteins sind bisher allerdings keine Untersuchungen bekannt, ob das
CIB-Protein seine Verteilung unter Ca**-Einfluss veréndert.

Die Untersuchungen in HEK293-Zellen haben gezeigt, dass myristoyliertes rCIB,
vermittelt Uber diese Fettsaure-Gruppe, eine Assoziation mit der Plasmamembran
eingehen kann. Ein durch lonomycin-Behandlung erhdhter Anstieg der Ca**-
Konzentration verstéarkt die Assoziation zur Membran. Fir das nicht myristoylierte rCIB
konnte kein Einfluss durch Calcium hinsichtlich der Lokalisation des Proteins in
HEK293-Zellen beobachtet werden (vgl. 3.2.9). Das bedeutet, dass die Myristoyl-
Gruppe nicht erst nach Ca®*-Zugabe eine Assoziation an Membranen vermitteln kann,
wie es fur Hippocalcin und Neurocalcin & der Fall ist. Allerdings kénnte die verstarkte
Assoziation auf eine durch Ca®*-Bindung verdnderte Konformation des CIB-Proteins
zuriickzuflihren sein, wodurch eine bessere Zuganglichkeit der Myristoylgruppe zu
Membranen erfolgen kann.

Eine Zugehdrigkeit des CIB-Proteins in die Gruppe der Calcium-Myristyol-Switch-
Proteine ist damit nicht eindeutig. Zudem weist die CIB-Sequenz nur einige der
invariablen Charakteristika auf, die fir den Switch-Mechanismus notwendig sind. CIB
hat nur zwei C-terminal gelegene EF-Handmotive. Zudem fehlen essentielle AS, die
das Umklappen des N-Terminus vermitteln, um die Myristoylgruppe im Ca**-freien
Status in einer hydrophoben Tasche zu verankern.

CIB zeigt strukturelle Ahnlichkeiten zu den bekannten Ca?-bindenden Proteinen
Calcineurin B (CnB) und Calmodulin (CaM), die an der Regulation der Aktivitat vieler
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Proteine beteiligt sind (Naik, U.P. et al, 1997). Wie in dem Sequenzvergleich
dargestellt (Abb. 32), zeigen diese Proteine noch weniger Merkmale eines Switch-
Proteins. CIB kénnte somit eine Art Briickenprotein sein, das zwischen den evolutionér
konservierten Proteinen CaM und CnB und den NCS einzuordnen ist.

HRRBRRBRRRR

44
53
53
54
36

EF1l

MGXXXS WY CPXG F
MGNVMEGK----SVEEL------ SSTECHQWYKKFMTEVPSGQLTLYE------— FRQFF
MGKSNS-KLKPEVVEELTRKTYFTEKEVQOWYKGFIKDCPSGQLDAAG---—--—~— FQKIY
MGKQONS-KLRPEMLQDLRBNTEFSELELQEWYKGFLKDCPTGILNVDE-----—-— FKKIY
MGNSKSGALSKEILEELQLNTKFTEEBLSAWYQSFLKECPSGRITRQE------- FESIY
MAD~ == i QLTE------ EQIAEFKEAFSLF----DKDGDGTITTK---ELGT
MGNEAS--YPLEMCSHFDA------ DEIKRLGKRFKKL----DLDNSGSLSVE---EF-M
MGGSGS-RLSKELLAEYQDLTFLTKQEILLAHRRFCELLPPEHRTVEESLHTRVSFEQIL

EF2

FF F L G W
GLKNLSPSASQY-VEQMFETFDFNKDGYIDFMEYVAALSL-VLKGKVEQKLRWYFKLYDV
KQFFPFGDPTKF-ATFVFNVFDENKDGRIEFSEFIQALSV-TSRGTLDEKLRWAFKLYDL
ANFFPYGDASKF-AEHVFRTFDTNSDGTIDFREFIIALSV-TSRGRLEQKLMWAFSMYDL
SKFFPDSDPKAY-AQHVPRSFDANSDGTLDFKEYVIALHM-TTAGKPTQKLEWAFSLYDV
VMRSLGQNPTEAELQDMINEVDADGNGTIDFPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDK

mGCAP1
rFrequenin
rHippocalcin
rRecoverin
rCaM

rCnB

rCIB

EF3

mGCAP1
rFrequenin
rHippocalcin
rRecoverin
rCaM

45
60

rCnB
rCIB

SLPELQQONPL---VQRVIDIFDTDGNGEVDFKEFIEGVSQFSVKGDKEQKLRFAFRIYDM
SLPELKANPFKERICMVFST--SPTRDSLSFEDFLDLLSVFSDTATPDIKSHYAFRIFDF

Abb. 32: Sequenzvergleich der N-terminalen Regionen von NCS sowie CaM, CnB und CIB
Sequenzvergleich der NCS mGCAP1, rFrequenin, rHippocalcin, rRecoverin mit rCaM
(Calmodulin), rCnB (Calcineurin B) und rCIB. Die Aminosauren, die fiir die Zugehdrigkeit der
Calcium-Myristoyl-Switch-Proteine notwendig sind, sind in roter Schrift dargestellt und z.T. als
Konsensussequnez Uber den Vergleich geschrieben. Der Bereich der in den NCS
vorkommenden EF1 und EF2 sind als Linie Uber der Sequenz markiert.

4.2.5 Co-Lokalisationen im heterologen Zellsystem

Neben den Untersuchungen im Hefe-System sowie dem Pulldown-Assay und der Co-
Immunoprazipitation, konnte durch Co-Lokalisationsstudien im heterologen Zellsystem
ein weiterer Hinweis auf eine Interaktion von rT1R2 und rCIB in vivo erlangt werden.
Fir diese Untersuchungen wurde ebenfalls nur der C-Terminus des rT1R2 eingesetzt.
Der Rezeptor rT1R2 allein sowie in Kombination mit dem rT1R3 in einer stabilen
Zelllinie zeigt keine eindeutige Membranlokalisierung, sondern ein eher diffuses
Verteilungsmuster. Es kann hierbei nicht ausgeschlossen werden, dass der C-
Terminus des rT1R2 aufgrund der fehlenden Membrantopologie und einer falschen
Faltung nicht frei zuganglich ist.

Deshalb wurde der C-Terminus des rT1R2 C-terminal an EGFP fusioniert, in der
Annahme, dass das fusionierte GFP eine Interaktion nicht verhindert.

Dieses Fusionsprotein EGFP-rT1R2ct zeigt neben einer sonst gleichmaBigen
Verteilung in der Zelle eine aufféllige Anreicherung in einem Kompartiment in der Nahe
des Zellkerns. Durch eine immuncytochemische Anféarbung des Golgimarkers Golgin-
97, konnte gezeigt werden, dass diese Aggregate im Bereich des Golgi liegen (vgl.
3.2.7). EGFP-rT1R2ct Bereiche aus der siebten

Da das Fusionsprotein
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Transmembranregion des rT1R2 enthalt, kann diese Anreicherung des Proteins,
vermutlich in Vesikel des TGN (trans-Golgi Netzwerk), auf eine fehlerhafte Sortierung
zurtckzufuhren sein.

Bei einer transienten Co-Expression von EGFP-rT1R2ct und rCIB zeigen die Proteine
ein Ubereinstimmendes Expressionsmuster in HEK293-Zellen. Zudem ist rCIB
ebenfalls in denen mit EGFP-rT1R2ct angereicherten Vesikeln im Golgi lokalisiert,
wobei diese Assoziation des rCIB-Proteins von dem Vorhandensein der
Myristoylierung abhangig ist. Unmyristoyliertes rCIB scheint zentral in den Vesikeln zu
liegen, wahrend myristoyliertes rCIB in der Peripherie der Vesikel lokalisiert ist (vgl.
3.2.7). Weiterhin konnte in dem Fall der Co-Expression von rT1R2ct und dem C-
terminal Epitop-markiertem rCIB-Protein keine Membranstandigkeit fir dieses mehr
beobachtet werden.

Inwieweit rCIB hinsichtlich der Co-Lokalisation mit rT1R2ct im Golgi eine Funktion bei
der Sortierung oder Zielsteuerung des Proteins Ubernimmt, ist nicht geklart, zumal im
Fall anderer Interaktionspartner fir CIB eine solche Rolle bisher nicht beschrieben

wurde.

Das rCIB-Protein verandert somit seine Uberwiegende Cytoplasma-, Kern- und
Plasmamembranlokalisation bei einer Co-Expression mit rT1R2ct. Dieses Phanomen
wird auch fur andere bekannte Interaktionspartner beschrieben. So zeigt hCIB bei einer
Co-Expression mit PS2 in HelLa-Zellen eine Lokalisation am ER, da PS2 am ER
lokalisiert vorkommt. Bei einer Co-Expression mit der Polo-Like Kinase Snk wird hCIB
ins Cytoplasma und bei einer Co-Expression mit Rac3 sowie mit NRB1 in den
perinuklearen Raum und in die Zellperipherie rekrutiert (Haataja, L. et al, 2002;
Whitehouse, C. et al., 2002). Funktionen flr diese Co-Lokalisationen sind allerdings
bisher nicht bekannt.

Offensichtlich bestimmen die interagierenden Proteine die Lokalisation des
rekombinant exprimierten CIB-Proteins, wie es auch fir die Interaktion mit rT1R2
zutrifft. Das endogene Protein verhalt sich vermutlich &hnlich. Dabei scheint die
Myristoylierung des CIB-Proteins wichtig flr seine Dynamik und Zielsteuerung zu den
unterschiedlichen subzellularen Kompartimenten wie Cytoplasma, Plasmamembran
und Nukleoplasma zu sein. Der Einfluss von Ca** ist dabei nicht geklért.

Far rT1R2 und rCIB konnte bisher keine auffallige Ver&nderung hinsichtlich der
subzellularen Verteilung beider Proteine durch eine lonomycin-Behandlung beobachtet

werden. Dies stimmt mit dem Ergebnis der Co-Immunoprazipitationen Uberein.
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4.2.6 Regulatorische Funktion des rCIB auf die SuiB-Signaltransduktion

Die  FLIPR-Experimente  zur  Untersuchung der Liganden  vermittelten
Rezeptoraktivierung in HEK293-Zellen haben gezeigt, dass der AS-Austausch Metsgig
zu Val am C-Terminus des rT1R2 einen wesentlichen Einfluss auf die Liganden-
vermittelte Aktivierung des Rezeptors T1R2+3 ausibt. Da diese Mutation die Affinitat
zu rCIB maBgeblich reduziert, wird vermutlich aufgrund einer nicht mehr mdéglichen
Wechselwirkung mit dem in HEK293-Zellen endogen exprimierten CIB-Proteins die
Sensitivitdt des Rezeptors rT1R2+3 zu seinem Liganden Acesulfam K erhdht bzw.
seine Desensitisierung vermindert.

Diese Beobachtung impliziert eine Funktion des CIB-Proteins im Bereich der
Rezeptorregulierung des StB-Rezeptors rT1R2+3.

Die Phosphorylierung von Rezeptoren nach Agonisten-Stimulation und damit seine
homologe Desensitisierung erfolgt durch GRKs (G-protein-coupled-recepor kinases).
Die Regulation der Aktivitat sowie die Spezifitat dieser Kinasen zu den Rezeptoren
kann Gber CSP (calcium sensor proteins) vermittelt werden.

Fir diesen regulatorischen Mechanismus sind einige Beispiele bekannt. So konnte in
vitro der inhibitorische Einfluss von Calmodulin auf die Phosphorylierung von
Rhodopsin durch GRK5 gezeigt werden (Pronin, A.N. et al, 1997). Auch die
Inhibierung von GRK1 zur Phosphorylierung von Rhodopsin konnte fir mehere NCS,
wie Recoverin, gezeigt werden (De Castro, E. et al., 1995).

Aufgrund der Ahnlichkeiten von CIB zu CaM wie auch zu den NCS ist fiir CIB ebenfalls
eine regulatorische Funktion auf eine bisher unbekannte GRK, die im
chemosensorischen System die Phosphorylierung des rTR2+3 katalysiert, denkbar.
Dabei kénnte CIB durch die Interaktion mit T1R2 eine solche Kinase an den Rezeptor
heranfihren. CIB ware somit eine Art Adapterprotein oder sogar eine regulatorische
Untereinheit einer solchen Kinase. Im Fall einer nicht mehr stattfindenden Interaktion
von CIB mit dem Rezeptor kann dieser nur noch mit einer geringeren Effizienz
phosphoryliert werden (Abb. 33 A).

Man muss hierbei bedenken, dass das Medium zur Kultivierung der Zellen trotz
minimaler Konzentration an Glucose und dialysiertem FCS immer noch potentielle
Liganden fur den T1R2+3 enthalten kann. Datenbank-Analysen weisen fur rT1R2 an
der dritten intrazelluldaren Schleife sowie am C-Terminus Phosphorylierungsstellen
voraus. Eine partielle Phosphorylierung des Rezeptors zu Versuchsbeginn kann nicht
ganzlich ausgeschlossen werden.

CIB zeigt signifikante Ahnlichkeiten zu CnB, der regulatorischen Untereinheit der
Proteinphosphatase Calcineurin, auf. Es kann also auch spekuliert werden, ob CIB die
regulatorische Untereinheit einer Phosphatase darstellt oder aber diese reguliert, und
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damit an der Desensitisierung von GPCRs beteiligt ist. Fir die im visuellen System von
Drosophila identifizierte Rhodopsin Phosphatase, RDGC, konnte eine CaM vermittelte
Regulation nachgewiesen werden (Lee, S.-J. & Montell, C., 2001).

Weiterhin kénnte CIB zur Bindung an T1R2 in Konkurrenz mit einer Phosphatase
stehen (Abb. 33 B). Ahnliches ist fiir die Ca**-abhéngige Interaktion von Calmodulin mit
mGIuR5 und der Protein-Kinase C gezeigt (Minakami, R. et al., 1997). Dabei
konkurrieren CaM und PKC um die Bindung an den mGIuR5. Wenn der Rezeptor
durch PKC phosphoryliert ist, kann CaM nicht binden. Umgekehrt wird dieser nicht
phosphoryliert, wenn CaM bindet.

Wenn CIB mit einer Phosphatase um die Bindung an T1R2 konkurriert, kénnte im Fall
der nicht mehr stattfindenden Interaktion mit CIB aufgrund der Mutation im T1R2 eine
effizientere Phosphorylierung des Rezeptors erfolgen. Somit hatte der Rezeptor eine
héhere Affinitdt zu seinem Liganden und die Kopplung des G-Proteins ware erhéht.

A  Acesulfam K B Acesulfam K
T1R2wt+T1R3 T1R2mu+T1R3

Mets;s-Val

GRP

GRP §Myr
[Ca® ]} CIB &
—> Desensitisierung —> Resensitisierung

Abb. 33: Einfluss von rCIB auf die Desensitisierung/ Resensitisierung des Rezeptors

A:. CIB kann durch Liganden-vermittelte Konformationsdnderung des Rezeptors oder durch
Anstieg von Ca®* als Signal eine bisher nicht bekannte GRK (G protein-coupled receptor
kinase) aktivieren, diese an den Rezeptor heranflhren, und somit die Phosphorylierung des
Rezeptors férdern. Eine GRP (G protein-coupled receptor phosphatase) kann nicht binden, da
diese mit CIB um Bindung konkurriert.

B: Durch die Mutation des rT1R2 am C-Terminus kann CIB nicht mehr binden. Die
Phosphorylierung des Rezeptors ist somit nicht effektiv. Eine GRP kann auch phosphorylierte
Rezeptoren effizienter dephosphorylieren, da sie nicht mehr mit CIB konkurrieren muss.

Diese Untersuchungen geben einen ersten Hinweis darauf, dass CIB an der
Regulation der Rezeptoraktivitat beteiligt sein kann. Dabei liegt hier eine Spezifitat fur
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den SiB-Rezeptor T1R2+3, nicht aber den Umami-Rezeptor T1R1+3 vor, da CIB
weder mit T1R1 noch mit T1R3 interagiert.

Um diesen beobachteten Effekt sicher auf eine nicht mehr vorhandene Interaktion mit
dem CIB zurlckfihren zu kdnnen, sind weitere Kontrollexperimente notwendig. So
sollte durch die Reprimierung des endogenen CIB durch siRNA fir den Wildtyp
Rezeptor T1R2y1+3 eine vergleichbar hohe Sensitivitdt gegentber dem Liganden
Acesulfam K zu erwarten sein wie flr den mutierten T1R2y,+3 (vgl. 3.2.11).

Weiterhin ist zu untersuchen, ob dieser Effekt von CIB nur flr kiinstliche SiBstoffe wie
Acesulfam K oder generell auch fir Zucker zutrifft. Somit kénnten weitere Hinweise
erlangt werden, ob die Rezeptoraktivitdt sowie der Signaltransduktionsweg durch
unterschiedliche Liganden bestimmt wird.
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5. Zusammenfassung

An der primaren Rezeption des Umami- und SiB-Geschmacks sind die G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren (GPCR) T1R1, T1R2 und T1RS3 beteiligt, die der T1R-Familie
zugeordnet werden. Diese bilden Heterodimere in den Kombinationen T1R1 mit T1R3
sowie T1R2 mit T1R3 aus, wobei T1R1+3 den Umami-Rezeptor und T1R2+3 den S B-
Rezeptor darstellt.

Da in einigen Geschmackssinneszellen T1R3 weder mit T1R1 noch mit T1R2 co-
exprimiert wird, kann die Existenz eines weiteren bisher nicht identifizierten Rezeptors,
der in diesen Zellen mit dem T1R3 einen Heterodimer ausbildet, postuliert werden.

In dieser Arbeit konnte ein neuer den T1R-Mitgliedern ahnlicher GPCRs, der rTRX,
kloniert werden, wobei die Amplifizierung durch PCR-Strategien aus mRNA der
circumvallaten Papille erfolgte.

Sequenzanalysen zeigen fir rTRX die héchsten Identitdten zu den Rezeptoren aus der
T1R-Familie sowie zu dem fir L-Arginin responsiven Geruchs-Rezeptor OR5.24 aus
dem Goldfisch und zu dem CaSR (Calcium Sensing-Rezeptor).

RT-PCR-Analysen  zur  Untersuchung der Expression des rTRX im
Geschmacksgewebe der Ratte haben gezeigt, dass dieser praferentiell im
Geschmacksstreifen vorkommt.

Ein weiterer Ansatz zur Einordnung des Rezeptors in die T1R-Familie erfolgte durch
Untersuchungen zur Dimerisierung des rTRX bzw. T1R2 mit T1R3. Dabei konnte flir
die in ihrer vollen Lange rekombinant exprimierten Rezeptoren in HEK293-Zellen durch
Co-Immunopréazipiationen eine Interaktion fir rTRX mit T1R3 sowie fir T1R2 mit T1R3

nachgewiesen werden.

Neben den Protein-Protein-Wechselwirkungen der Rezeptoren untereinander befasst
sich diese Arbeit mit der Untersuchung von intrazellularen Proteinen, die durch eine
Interaktion mit der C-terminalen Doméane der Rezeptoren an der Signaltransduktion
innerhalb der T1R-Familie beteiligt sind. Dabei wurde ein aus dem Hefe Zwei-Hybrid-
System identifizierter Interaktionspartner fiir den C-Terminus des T1R2 der Ratte, das
Calcium- und Integrin-bindende Protein (CIB), charakterisiert.

CIB ist ein kleines Protein, das am N-Terminus Uber eine Konsensussequenz
[MGXXXS] zur Myristoylierung verfiigt und (iber seine zwei EF-Handmotive Ca**
binden kann.

Untersuchungen zur subzellularen Verteilung des rekombianten CIB-Proteins haben
gezeigt, dass diese von Ca** und der Myristoylierung abhangig ist.
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Es konnten hierbei Ahnlichkeiten von CIB zu einer Klasse von CSP (calcium sensor
protein) festgestellt werden, die ebenfalls der Superfamilie der Calcium-bindenden
Proteine zugeordnet werden.

Durch Northern Blot- und RT-PCR-Analysen konnte fur die CIB-mRNA aus der Ratte
eine ubiquitdre Verteilung festgestellt werden, die sich auch fir das
Geschmacksepithel bestatigte. Eine in vivo Interaktion des rT1R2 mit rCIB in den
Geschmackspapillen der Ratte ist somit mdglich.

Transformationsexperimente im Hefe Zwei-Hybrid-System haben gezeigt, dass CIB
spezifisch mit T1R2 eine Wechselwirkung eingeht, nicht aber mit den anderen
Mitgliedern der T1R-Familie. Zudem konnte durch Deletionskonstrukte fiir das CIB-
Protein gezeigt werden, dass fir die Interaktion von T1R2 CIB in seiner vollen Léange
zur Ausbildung der richtigen Tertiarstruktur notwendig ist.

Ausserhalb des Hefesystems wurde die Interaktion des CIB mit T1R2 biochemisch
durch Co-Immunoprazipitation sowie durch einen GST-Pulldown-Assay verifiziert. Auch
durch Co-Lokalisationsstudien in HEK293-Zellen konnte bei einer Co-Expression ein
Einfluss von T1R2 auf die subzellulare Verteilung des CIB festgestellt werden.
Mutationsanalysen fihrten zu der ldentifizierung einer Aminosaure innerhalb des
rT1R2, Metgqg, die essentiell flir eine Interaktion mit CIB ist.

Eine funktionelle Expression des Rezeptorpaares T1R2+3 in HEK293-Zellen zeigte,
dass ein Austausch der fur die CIB-Bindung verantwortlichen Aminoséure Mets;s gegen
Val einen deutlichen Einfluss auf die Rezeptoraktivitat hat. Der mutierte Rezeptor wird
bei einer um den Faktor 2 geringeren Konzentration des StB-Liganden Acesulfam K zu
50% aktiviert. Die verénderte Dosis-Wirkungs-Kurve impliziert einen Einfluss von CIB
auf die Sensitisierung/ Desensitisierung der Rezeptoraktivitat.
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