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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Grundlagen des Geschmackssinns

Der Geschmackssinn dient nicht allein dem Genuss und Geschmackserlebnis beim Essen,
sondern auch zur Begutachtung der Nahrung, um zum einem die Aufnahme von Toxinen und
verdorbener Nahrung zu vermeiden, und zum anderen Nahrstoffe zu identifizieren
(Chandrashekar et al., 2006; Lindemann, 1996;). Im Allgemeinen werden finf Grundge-
schmacksarten unterschieden: suf, salzig, umami, sauer und bitter. Jeder dieser
Geschmacksqualitdten wird eine bestimmte physiologische Funktion zugedacht. Zur
Erkennung von Kohlenhydraten und des Kaloriengehalts von Lebensmitteln fungiert der
SiRgeschmack. Uber den Sauer- und Salzgeschmack kann der lonenhaushalt des Kdrpers
reguliert werden, wobei der Geschmacksqualitat sauer auch eine Schutzfunktion innewohnt,
da unreife Frichte und verdorbenes Essen erkannt werden kénnen (Chaudari und Roper,
2010; Lindemann, 1996). Der Umamigeschmack, welcher beim Menschen durch L-Glutamat
und L-Aminosauren ausgel6st wird, erkennt proteinreiche Nahrung (Nelson et al., 2002). Der
Bittergeschmack hingegen wird allgemeinhin als Sensor flir toxische Substanzen angesehen,
da eine Vielzahl von Bitterstoffen giftig sind (Drewnowski und Gomez-Carneros, 2000;
Lindemann, 1996). Ganchrow zeigte bereits 1983 das saure und bittere Stoffe bei Sauglingen
eine aversive Reaktion auslésen, den sogenannten aversiven gustofazialen Reflex. Dieses
ablehnende Verhalten ist ein Schutzmechanismus gegen giftige und verdorbene Nahrung
(Ganchrow et al., 1983).

Die Wahrnehmung von Geschmacksstoffen erfolgt iber Rezeptoren (flr sif3, umami und
bitter) bzw. Uber lonenkanale (fur salzig und sauer), welche in Geschmacksrezeptorzellen
exprimiert werden. Diese wiederum sind zusammengelagert in Geschmacksknospen und sind
in der Mundhoéhle auf Zunge, Gaumen, Rachen, Kehldeckel und Schlund verteilt (Lindemann,
2001). Die Geschmacksknospen bestehen aus ungefahr 100 Zellen, welche nach der
Morphologie und Funktion in vier Zelltypen eingeteilt werden (Miller, 1995). Die Zellen des
Typs I Ubernehmen wahrscheinlich Glia-ahnliche Funktionen. Sie exprimieren das GLAST-
Protein (Glutamat-Aspartat-Transporter) und das NTPDase 2-Enzym zum Abbau von ATP
(Bartel et al., 2006; Lawton et al., 2000). Des Weiteren detektiert dieser Zelltyp Natrium-lonen
und trdgt zusammen mit dem Amilorid-sensitiven Natriumkanal (ENaC, epithelial sodium
channel) zur Wahrnehmung des Salzgeschmacks bei (Heck et al. 1984; Lin et al. 1999;
Vandenbeuch et al. 2008).
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Abbildung 1: Lage und Aufbau der Geschmacksknospen (modifiziert nach Chandrashekar et al., 2006).
Dargestellt ist die Organisation der geschmacksvermittelnden Strukturen auf der Zunge. Dabei wird die Lage der

Wall-, Blatter- und Pilzpapillen gezeigt.

Zelltyp II exprimiert Komponenten fir die G-Protein gekoppelte Signalkaskade und die SuR-,
Umami- und Bitterrezeptoren (Nelson et al., 2001; Tomchik et al., 2007). Zellen vom Typ III
werden als prasynaptische Zellen angesehen, welche mit den afferenten Nervenfasern
Synapsen bilden (DeFazio et al., 2006) und vermutlich den Sauer-Geschmack vermitteln
(Huang et al., 2008; Tomichik et al., 2007). Im unteren Bereich der Geschmacksknospen
befinden sich die Basalzellen (Zelltyp IV), welche sich zu den anderen Sinneszellen (Zelltyp 1
bis III) differenzieren kdnnen (Beidler und Smallman, 1965; Chaudhari et al., 2010). Die
Signaltransduktion zum Gehirn erfolgt Uber drei Hirnnerven. Die Informationen der
Geschmacksinneszellen werden im NTS (nucleus tractus solitarius) integriert und im
Thalamus und primaren gustatorischen Kortex weiterverarbeitet (Chaudhari, 2010; Travers,
1988).

Die Wahrnehmung des Umami- und StRgeschmacks erfolgt tiber Heterodimere der TAS1-
Rezeptoren (taste receptor family 1). Dabei vermittelt das Heterodimer bestehend aus
TAS1R1 und TAS1R3 den Umamigeschmack, die Zusammenlagerung von TAS1R2 und
TAS1R3 den Suflgeschmack (Sainz et al., 2001; Nelson et al., 2002).
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1.2 Der Bittergeschmack

Bitter schmeckende Substanzen sind allgegenwartig. In einer Datenbank fir Bitterstoffe
(BitterDB)  befinden sich bereits Uber 680 Stoffe (Wiener et al, 2011,
bitterdb.agri.huji.ac.il/bitterdb). Sie kénnen nattrlichen oder synthetischen Ursprungs sein.
Bitterstoffe lassen sich nicht einer einzelnen chemischen Gruppe zuordnen, ihre strukturelle
Diversitat reicht von Metallionen und Aminosauren Uber Flavonoide und Fettsduren bis hin zu
Peptiden (Barratt-Fornell und Drewnowski, 2002; Belitz und Wieser, 1985; DuBois et al., 2008;
Meyerhof, 2005). Von Pflanzen genutzt als Abwehrstoffe gegen Fral¥feinde, zum Schutz vor
oxidativem Stress, Infektionen und der Wirkung von UV-Licht (Biere et al.; 2004; Edreva et al.,
2008) finden Bittersubstanzen ebenso eine breite Anwendung in der Medizin, der Chemie und
im Alltag. In der Natur kommen wahrscheinlich mehrere tausend Bitterstoffe vor (Meyerhof et
al., 2010a). Nach Schatzungen synthetisieren zehn Prozent der Pflanzen toxische sekundare
Metabolite (Kingsbury, 1964; Zagrobelny et al., 2004). In mindestens 2500 Pflanzenarten
kommen cyanogene Glykoside, wie zum Beispiel Amygdalin, vor (Vetter, 2000). Die Pflanzen
speichern das Sekundarmetabolit in Vakuolen. Beim Fressen der Pflanze wird durch das
Zerstoren der Zelle das Glykosid freigesetzt und die HCN-Gruppe spaltet sich enzymatisch ab
(Vetter, 2000). Die dabei entstehende Blausaure fuhrt zu Vergiftungserscheinungen, wie zum
Beispiel Ubelkeit (Vetter, 2000).

In Pflanzen enthaltene Bitterstoffe werden von Naturvélkern als Pfeilgift bei der Jagd
verwendet. Ouabain, aus den Samen von afrikanischen Schlingpflanzen gewonnen, wirkt
besonders schnell und fuhrt zum Herzstillstand der Beute (Santesson, 1928).

Bitterstoffe kdnnen bei der Verarbeitung, dem Reifen oder dem Verderben von
Nahrungsmitteln durch die Maillard- und Fermentationsreaktionen entstehen (Belitz und
Wieser, 1985; DuBois et al., 2008; Hofmann, 2005). In unserer Nahrung kommt eine Vielzahl
an Bitterstoffen vor, wobei ein gewisses Mal} an Bitterkeit von uns toleriert oder sogar als
ansprechend empfunden wird. Getranke wie zum Beispiel Kaffee (Koffein), Bier (Humolone)
oder auch Kase (Bitterpeptide) weisen eine bittere Note auf (Chaudhari, 2010; Lindemann,
1996). Die bislang bittersten bekannten Stoffe sind Denatonium und Amarogentin (Saroli,
1984; Belitz und Wieser, 1985). Denatonium ist synthetischen Ursprungs und wird verwendet
um das versehentliche Verschlucken, vor allem durch Kinder, von Kosmetikprodukten und
Putzmitteln zu verhindern. Auch die Isolierung von Kabeln kann damit versehen werden, um
Beschadigungen durch Nager zu vermeiden. Bitterstoffe kénnen auch bei chemischen
Synthesen als Zwischen- oder Endprodukt entstehen. So zum Beispiel Caprolactam, welches

eine Vorstufe bei der Synthese von Nylon ist.
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Bitterstoffe
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Abbildung 2: Die ubiquitéare Verbreitung von Bitterstoffen.

Natirlich vorkommende Giftstoffe in Pflanzen (von links nach rechts): Strychnin aus der gewéhnlichen Brechnuss
(Strychnos nox-vomica) fuhrt zu Krampfen und Atemnot (Sitte et al., 2002). Amygdalin ist ein cyanogenes Glykosid
aus Aprikosenkernen. Nikotin ist in Nachtschattengewachsen wie zum Beispiel Nicotiana tabacum enthalten.
Ouabain enthalten in afrikanischen Schlingpflanzen (Strophanthus gratus) wird von Naturvélkern als Pfeilgift
verwendet (Neuwinger, 1998).

In unserer Nahrung enthaltene Bitterstoffe (von links nach rechts): Bitterpeptide im Kase entstehen wahrend der
Reifung. Koffein ist einer von vielen im Kaffee enthaltenen bitteren Inhaltsstoffen. Epicatechin kommt in Schokolade
vor. Der Bitterstoff Allylisothiocyanat ist zusatzlich fir die Scharfe von Senfkérnern verantwortlich.

In der Chemie (von links nach rechts): Denatoniumbenzoat wird als Fraf3schutz fir Kabel eingesetzt. Phenanthrolin
wird in der Komplexchemie als Phenanthrolin-Eisen-Komplex als Redoxindikator verwendet (Blume und
Wiechoczek, 1999). Caprolactam entsteht als Zwischenprodukt bei der Nylon 6 Synthese (Pixabay).
Ethylthioharnstoff kann als Korrosionsschutz fiir Metall genutzt werden.

Physiologisch wirksame Bitterstoffe in der Medizin (von links nach rechts): Vernodalin aus Vernonia amygdalina ist
ein Antibiotikum und wird von Chimpansen zur Selbstmedikation verzerrt (Huffmann, 2005). Chloroquin wird als
Medikament zur Behandlung von Malaria eingesetzt (Pixabay). Yohimbin aus der Rinde und den Blattern des
Yohimbe-Baums (Pausinystalia yohimbe) wird bei Naturvélkern als Aphrodisiakum verwendet (Ratsch, 1990).
Cycloheximid wird produziert von dem Bakterium Streptomyces griseus (Amano et al., 2002) und als Antibiotikum

eingesetzt.
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Pflanzliche aber auch synthetische Bitterstoffe finden breite Anwendung in der Medizin und
Gesundheitsprodukten. Zu den gesundheitsforderlichen Eigenschaften zdhlen unter anderem
antikanzerogene, antimikrobielle und antioxidative Wirkungen (Barrat-Fornell und
Drewnowski, 2002; Gaudette und Pickering, 2013; Homewood et al., 1972). In Tansania
konnten Schimpansen beobachtet werden die bei Krankheit eine bittere Pflanze (Vernonia
amygdalina) fralsen. Wobei die jungen, besonders bitteren Blatter bevorzugt verzehrt wurden.
Diese weisen einen besonders hohen Gehalt an dem Sesquiterpenlacton Vernodalin auf,
welchem eine antibiotische Wirkung nachgewiesen werden konnte. Wahrscheinlich nehmen
die Schimpansen die Pflanze zur Selbstmedikation auf (Huffmann und Seifu, 1989; Huffmann,
1997; Koshimizu et al., 1994). Von den Einheimischen werden die Blatter der Pflanze Vernonia
amygdalina gegen eine Vielzahl von Beschwerden verwendet. So wirken die enthaltenen
sekundaren Pflanzenstoffe nachweislich antiparasitar, gegen Durchfall, Ubelkeit und anderen

Erkrankungen (Farombi und Owoeye, 2011).

1.3 Die Bittergeschmacksrezeptoren

Im Vergleich zu den Aktivatoren der vier anderen Geschmacksarten, besitzen Bitterstoffe die
grote chemische Komplexitat (Behrens und Meyerhof, 2017c). Von kleinen Molekilen bis hin
zu komplexen Proteinen werden Bitterstoffe von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren der
TAS2R-Genfamilie (taste receptor family 2) detektiert (Adler et al., 2000; Matsunami et al.,
2000). Nach Fredriksson und Kollegen (2003) kann die gro3e Gruppe der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren nach der evolutionaren Entwicklung eingeteilt werden. Die Autoren
klassifizierten die Rezeptoren in funf Hauptgruppen im GRAFS-System (Glutamat-,
Rhodopsin-, Adhesion-, frizzled/taste2- und Sekretin-Rezeptoren). In der A bis F-
Klassifizierung werden die TAS2Rs der Klasse A der Rhodopsin-dhnlichen Rezeptoren
zugeordnet (Attwood und Findlay, 1994; Adler et al. 2000). Wobei die Rezeptoren sich alle im
Aufbau gleichen (Rompler et al., 2007) und die Signaltransduktion Uber die Aktivierung
gekoppelter G-Proteine fungiert (beispielhaft fir den Bittergeschmack in Abbildung drei
dargestellt).
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Abbildung 3: Signaltransduktion der Bittergeschmacksrezeptoren (Behrens und Meyerhof, 2011).

Durch die Bindung eines Agonisten an den Bittergeschmacksrezeptor dissoziieren das G-Protein (Gagust) und die
G-Protein-Untereinheiten (R und y). Diese aktivieren die Phospholipase R2 (PLCR2) wodurch Diacylglycerol (DAG)
und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) gebildet werden. IP3 stimuliert die Ausschiittung von Calcium-lonen (Ca?*) aus
dem Endoplasmatischen Retikulum (ER). Aufgrund der erh6hten Calcium-Konzentration im Zytosol kommt es zur
Offnung des transient-receptor-potential-channel (TRMP5), welches zum Einstrom von Kationen (Kat*) fuhrt und

damit zur Depolarisierung der Sinneszelle.

Die Anzahl der TAS2R-Gene innerhalb der Vertebraten variiert stark. So sind beispielsweise
im Genom von Hihnern lediglich drei Rezeptorgene kodiert, von denen alle funktional sind.
Frosche hingegen besitzen 66 Genloci, wovon 54 flr funktionelle Bittergeschmacks-
rezeptoren kodieren (Behrens et al. 2014), Quastenflosser sogar 80, von denen mindestens
74 fur intakte Bittergeschmacksrezeptoren kodieren (Dong et al. 2009; Syed und Korsching,
2014). Die hohe Variabilitit der Anzahl der Bitterrezeptorgene koénnte auf das
Nahrungsspektrum der Spezies zurickzufliihren sein. So besitzen Herbivoren, in deren
Nahrung  Bitterstoffe in  einer hohen  Anzahl zu finden sind, mehr
Bittergeschmacksrezeptorgene als Karnivoren (Li und Zhang, 2014). Allerdings muss
bertcksichtigt werden, dass das Agonistenspektrum der einzelnen Bitterrezeptoren stark
variieren kann und somit die Nahrungswahl wahrscheinlich nicht der einzige bestimmende
Faktor ist (Behrens et al., 2014; Meyerhof et al., 2010a).

Der Mensch besitzt 25 Gene fir potenziell funktionale Bittergeschmacksrezeptoren, von denen
einige genetische Polymorphismen aufweisen. Fur die Bittergeschmacksrezeptoren TAS2R9,
-R16, -R31, -R38 und -R43 sind jeweils mehr als eine funktionelle Variante bekannt (Bufe et
al., 2005; Dotson et al., 2008; Pronin et al., 2007; Roudnitzky et al., 2011; Soranzo et al., 2005).
Die Wahrnehmung von Bitterstoffen kann daher, abhangig von der komplexen genetischen
Verknipfung der Bittergeschmacksrezeptorvarianten (Roudnitzky et al., 2015), individuell
unterschiedlich sein. Abhangig von der genetischen Disposition der Bittergeschmacks-

rezeptoren kénnen manche Bitterstoffe gar nicht oder nur mit einem erhéhten Schwellwert
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detektiert werden, wodurch geschmackliche Praferenzen entstehen kénnen (Chaudhari und
Roper, 2010; Roudnitzky et al., 2011). Zum Beispiel befahigt die Genvariante TAS2R38-PAV
dazu, Propylthiouracil (PROP) und Phenylthiocarbamid (PTC) zu schmecken, wo hingegen
Gentrager der homozygoten Variante TAS2R38-AVI diese Substanzen kaum oder erst in
vielfach hoheren Konzentrationen als bitter wahrnehmen (Bufe et al., 2005). Beide
Merkmalsauspragungen sind in der Bevolkerung weit verbreitet, wobei keine Haufung einer
der beiden Genvarianten festgestellt werden konnte (Bufe et al., 2005; Wooding et al., 2004).
Des Weiteren wurden auch flir andere Rezeptoren genetische Variationen gefunden, welche
die individuelle Geschmackspraferenz beeinflussen, bzw. kénnten Variationen in der Anzahl
der Genkopien eine Rolle spielen (Hayes et al., 2011; Pronin et al., 2007; Roudnitzky et al.,
2015; Roudnitzky et al., 2016). Nach einer Untersuchung von Behrens und Kollegen (2007)
werden alle 25 TAS2R Gene mit unterschiedlicher Frequenz und Expressionsstarke in den
Bittergeschmacksrezeptorzellen exprimiert, wobei in einer Rezeptorzelle vier bis elf
unterschiedliche TAS2R koexprimiert werden (Behrens et al., 2007; Behrens et al., 2017b).
Eine Abhangigkeit von Bitterkeit und Toxizitat konnte bisher wissenschaftlich nicht eindeutig
nachgewiesen werden (Glendinning, 1994; Behrens und Meyerhof, 2017b).
Bittergeschmacksrezeptoren gehéren zu den Glykoproteinen (Reichling et al., 2008) und
kénnen Homo- und Heterooligomere bilden (Kuhn et al., 2010). Jedoch konnten bis jetzt alle
Aktivierungen der TAS2R (in vitro) nur mono- oder homodimeren Rezeptoren zugeschrieben
werden (Behrens und Meyerhof, 2018b). Die Rezeptoren sind aufgebaut aus sieben
Transmembrandomanen, welche durch drei extrazellulare und drei intrazellulare Schleifen
verbunden sind. Dabei liegt der N-Terminus extrazellular und der C-Terminus im
intrazellularen Bereich (Floriano et al., 2006; Miguet et al., 2006). Fur die Aktivierung des
Rezeptors ist der Aufbau der Bindungstasche von entscheidender Bedeutung (Brockhoff et al.,
2010; Pronin et al., 2004; Sandal et al., 2015).
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extrazellular

‘ : \J Strychnin

Abbildung 4: Darstellung eines Bittergeschmacksrezeptors (modifiziert nach Behrens et al., 2018b).

intrazellular

Dieser besteht aus sieben Transmembrandomanen (Zylinder) und jeweils drei extra- und intrazellularen Schleifen.
Im oberen Bereich des Rezeptors liegt die Bindungstasche, hier gezeigt mit dem gebundenen Agonisten Strychin
(rot).

Bitterrezeptoren besitzen eine orthosterische Bindungstasche, in welcher die Agonisten
individuelle Kontaktpunkte besitzen. Diese kdnnen teilweise Uberlappen (Brockhoff et al.,
2010). Nach einer Studie von Born und Kollegen (2013) befinden sich in der Bindungstasche
des TAS2R10 mehrere Aminosaurereste, welche hoch selektiv fur einzelne Agonisten sind.
Den Autoren zufolge ist dieser Rezeptor auf das Erkennen von vielen chemisch diversen
Agonisten ausgerichtet, allerdings zu Ungunsten der Affinitat (Born et al., 2013). Es konnte
aulBerdem gezeigt werden, dass die Bindungsstellen flr gleiche Bittersubstanzen in
verschiedenen Rezeptoren nicht zwangslaufig konserviert sind, sondern sich unabhangig
voneinander ausgebildet haben (Born et al., 2013; Behrens und Meyerhof, 2018b). Die
Agonisten kdénnen TAS2Rs in vitro vom nanomolaren bis zum millimolaren
Konzentrationsbereich aktivieren und schon kleinste Anderungen der Molekilstruktur der
Agonisten kénnen zu unterschiedlichen Detektionsschwellen fiihren (Behrens und Meyerhof,
2016; Meyerhof et al., 2010b).

In einer umfassenden Charakterisierung der humanen Bitterrezeptoren konnten Meyerhof und
Kollegen (2010a) aufklaren, wie es fir nur 25 Bittergeschmacksrezeptoren méglich ist, die
grofRe Anzahl chemisch hdchst unterschiedlicher Stoffe zu detektieren. In der Studie wurden
104 -als bitter schmeckend bekannte Substanzen- als Agonisten fur alle 25 TAS2Rs getestet.
Hierbei bestand die Substanzbibliothek aus 58 natirlich vorkommenden und 46 synthetischen
Stoffen. Mittels heterologer Expression der Bittergeschmacksrezeptoren in einer humanen

Zelllinie wurde deren Reaktion auf die Bitterstoffe via funktionellen Calcium-Messungen
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analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass jeder der bis dato 20 deorphanisierten TAS2R ein
individuelles Agonistenspektrum besitzt. FUnf der funktionellen Bitterrezeptoren konnten auch
in dieser Studie nicht deorphanisiert werden, allerdings wurde von der gleichen Arbeitsgruppe
im Jahr 2013 dem TAS2R41 Chloramphenicol als Agonist zugeordnet (Thalmann et al., 2013).
Die Autoren ordneten die Rezeptoren anhand des Agonistenspektrums in vier Gruppen ein.
Zum einem die Gruppe der RezeptorenTAS2R16 und -38, unter deren Agonisten viele eine
gemeinsame funktionelle Gruppe aufweisen. TAS2R38 erkennt bevorzugt auf Liganden mit
einem NCS-Motiv, TAS2R16 erkennt unter anderem R-Glukopyranoside. Allerdings aktivierten

auch wenige Substanzen ohne diese chemischen Eigenschaften die Rezeptoren.

Acethylthiouracil
Phenylthiocarbamid

/\CHg
H

Ethylthiourea Salicin

Arbutin

Abbildung 5: Beispiele fiir Agonisten des TAS2R38 (links) und des TAS2R16 (rechts).

Die gemeinsamen funktionellen Gruppen sind markiert (NCS-Motiv (rot) und R-Glukopyranosid (griin)).

Die zweite Gruppe umfasst die Rezeptoren TAS2R3, -R5, -R8, -R13, -R20 und -R50, welche
mit ein bis drei Agonisten ein begrenztes Agonistenspektrum besitzen. Die Autoren der Studie
konnten mégliche gemeinsame funktionelle Gruppen der Liganden identifizieren, zum Beispiel
Carbonylgruppen fir die Agonisten des TAS2R8 oder aliphatische Ringe fir TAS2R50. Der
Rezeptor TAS2R9 kann in diese Gruppe eingeordnet werden, da auch dieser drei Agonisten
besitzt (Dotson et al., 2008). Die dritte Gruppe (TAS2R1, -R4, -R7, -R30, -R31, -R39, -R40,
-R43) besteht aus Rezeptoren, die auf sechs bis 16 Bittersubstanzen reagierten, bei denen
sich allerdings keine allgemeinen gemeinsamen chemischen Merkmale erkennen lassen. Die
vierte Gruppe besteht aus Rezeptoren (TAS2R10, -R14 und -R46), die von 28 und mehr
Substanzen — also einem Drittel der Testsubstanzen — aktiviert wurden und somit ein
ausgesprochen weites Agonistenspektrum aufweisen. Auch hier sind die Bitterstoffe chemisch
sehr divers ohne allgemeine gemeinsame Eigenschaften. Des Weiteren zeigte die Studie,
dass viele der Bitterstoffe nicht nur einen Rezeptor aktivieren. In Abbildung 6 ist zu sehen,

dass zwar 32 von den 104 Testsubstanzen jeweils nur einen TAS2R aktivieren, aber auch
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dass 42 Stoffe zwei bis finf Rezeptoren und sieben Substanzen sechs bis neun TAS2R
aktivieren. Wie sich herausstellte ist die Bittersubstanz Diphenidol ein Agonist von sogar 15
TAS2Rs.

- 20

~ 10

Anzahl der Testsubstanzen
Anzahl der aktivierten TAS2R

_____ CH][:]
“M4aa8603 51

a9
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B‘CIB?44AT39\44338451DH 22 10 4 7 2 1

TAS2R- Anzahl der Testsubstanzen

Abbildung 6: Agonistenspektrum der humanen Bitterrezeptoren (modifiziert nach Meyerhof et al., 2010a).
Der Graph links zeigt die Summe der Substanzen (aus der 104 Stoffe umfassenden Substanzbibliothek), welche
den jeweiligen TAS2R aktivieren. Der rechte Graph schlusselt die Studie nach dem Rezeptorenspektrum der

Bitterstoffe auf. Hier wird die Summe der aktivierten Rezeptoren der Substanzen dargestellt.

Ein weiterer Aspekt der Bittergeschmacksstoffwahrnehmung ist das Vorkommen von TAS2Rs
auflerhalb des Mund- und Rachenraums. So konnte die Expression im Gastrointestinaltrakt
(Behrens und Meyerhof, 2011), in den Atemwegen (Shah et al., 2009), im Herzen (Foster et
al., 2013), im Gehirn (Singh et al., 2011) und weiteren Geweben nachgewiesen werden
(Behrens und Meyerhof, 2017b). Noch sind nicht alle physiologischen Funktionen der
Bittergeschmacksrezeptoren im nicht-oralen Gewebe geklart (Behrens und Meyerhof, 2017b).
Allerdings konnte in einer Studie von Liszt und Kollegen (2017) nachgewiesen werden, dass
Bittergeschmacksrezeptoren im Magen zur Regulierung der Magensaureausschittung
beitragen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Kinder mit schwerem nicht heilbarem
Asthma eine erhdhte Expression von mehreren TAS2R-Genen aufweisen (Orsmark-Pietras et
al., 2013). Auch weitere Studien deuten auf wichtige physiologische Regulationsmechanismen
der TAS2R hin (Deshpande et al., 2010; Finger et al., 2003; Malki et al., 2015; Shah et al.,
2009). Im Hinblick darauf kénnten Antagonisten der Bittergeschmacksrezeptoren als
pharmakologische Wirkstoffe eingesetzt werden. Bereits jetzt finden Antagonisten fur andere
G-Protein gekoppelte Rezeptoren breite Anwendung in der Behandlung von Krankheiten. Mit
mehr als 800 bekannten Rezeptoren sind diese an der Regulation einer Vielzahl von
physiologischen Prozessen beteiligt (Hauser et al.,, 2017) und stellen damit wichtige
pharmakologische Ziele dar. So werden deren Antagonisten bei der Therapie von Psychosen,

Parkinson, Asthma und vielem mehr eingesetzt (Tyndall und Sandilya, 2005; Congreve et al.,
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2011). Das Medikament Maraviroc wirkt antagonistisch auf den Chemokinrezeptor CCR5 und
verhindert das Eindringen des HIV-1 Subtyps (human immunodeficiency virus) in die
Wirtszellen (Perry, 2010), um nur eins von vielen Beispielen zu nennen. Weit Gber 400
Medikamente wirken auf GPC-Rezeptoren und Uber 300 befinden sich in der

Entwicklungsphase (Hauser et al., 2017).

1.4 Inhibitoren des Bittergeschmacks

In der heutigen Lebenssituation der Industrielander steigt die Anzahl der Ubergewichtigen
Menschen (WHO, 2016). Daflr verantwortlich wird unter anderem eine zu geringe Aufnahme
von Obst und Gemiise gemacht, welches wiederum mit einem erhdhten Risiko an Diabetes
und koronaren Herzleiden zu erkranken assoziiert wird (Ford und Mokdad, 2001; He et al.,
2004; Hung et al., 2004; Riboli und Norat, 2003). Fir eine Erndhrung, die wenig Obst und
Gemiuse beinhaltet kdnnte der Bittergeschmack verantwortlich sein, da diese Bitterstoffe, wie
zum Beispiel sekundare Pflanzenstoffe, enthalten kdnnen (Tepper, 1998). Allerdings werden
sekundaren Pflanzenstoffen wie Phenolen, Flavonoiden, Isoflavonoiden, Terpenen und
Glucosinolaten, antioxidative und antikanzerogene Eigenschaften zugeschrieben (Beecher,
1999; Craig, 1997). Pflanzliche Inhaltsstoffe mit einem nachgewiesenen positiven Effekt auf
die Gesundheit sind besonders fir die Nahrungsindustrie zur Herstellung von sogenanntem
Jfunctional food“ interessant. Diese Nahrungsmittel werden mit gesundheitsforderlichen
Inhaltsstoffen versehen, wie den eben genannten sekundaren Pflanzenstoffen aber auch
Vitaminen und Mineralstoffen (Klaenhammer, 2000). ,Functional food“ ist der am schnellsten
wachsende Sektor der Nahrungsmittelindustrie und der Geschmack dieser Produkte ist von
entscheidender Bedeutung flr die Verbraucherakzeptanz (Verbeke, 2006). Somit ware es von
Vorteil einen eventuell auftretenden Bittergeschmack der gesunden Inhaltsstoffe zu
maskieren. Auch bei Medikamenten fihrt der Bittergeschmack vieler Wirkstoffe zu
ablehnenden Verhalten der Patienten. Tabletten kénnen mit Polymeren Giberzogen werden um
den Geschmack zu Uberdecken (Sohi et al., 2004). Patienten mit Schwierigkeiten beim
Schlucken von Tabletten, insbesondere Kinder und altere Menschen, wird als Alternative oft
Saft verabreicht (Shet und Vaidya, 2013). Bei diesem ist es allerdings weitaus schwieriger
bittere Noten zu reduzieren (Ley, 2008).

Die Industrie verwendet mehrere Methoden, um den Bittergeschmack zu maskieren. Daflr
kénnen sl schmeckende Substanzen, Salze aber auch Geruchsstoffe und die Anderung der

Konsistenz des Lebensmittels verwendet werden (Breslin und Beauchamp, 1995; Calvino et
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al.,1993; Delwiche, 2004; Keast und Breslin 2002; Keast et al., 2004). Allerdings kdnnen
Geruchsstoffe und Konsistenz den Bittergeschmack nur bedingt Uberdecken. Des Weiteren
steht der Verbraucher kinstlichen SuRstoffen eher kritisch gegeniber und auch naturlicher
Zucker ist aufgrund seines hohen Kaloriengehalts als Zusatzstoff fur ,functional food“ eher
problematisch (Ley, 2008). Eine weitere Moglichkeit stellt das Einkapseln der Bitterstoffe dar.
Zum Beispiel werden R-Cyclodextrine (zyklische Oligosaccharide) in Getranken dazu
verwendet, den Bittergeschmack von Naringin und Limonin zu inhibieren (Szente und Szejtli,
2004). Bei dem Einsatz von Cyclodextrinen muss jedoch darauf geachtet werden, dass diese
selbst in hdheren Konzentrationen suf’ schmecken und auch andere Geschmackstoffe
einkapseln kénnen, und sich so das Geschmacksprofil eines Produktes unerwiinscht andern
kann (Astray et al., 2009; Binello et al. 2004).

Auch der Verzehr von stark zuckerhaltigen Getranken, wie zum Beispiel Limonaden und
Fruchtsaften, wird mit Ubergewicht und den daraus resultierenden Krankheiten in Verbindung
gebracht (Malik et al., 2006). Durch Zuckerersatzstoffe, wie zum Beispiel Saccharin und
Acesulfam K, kann der Kaloriengehalt von Nahrungsmitteln und Getranken stark gesenkt
werden (Schiffmann und Gatlin, 1993). Allerdings kdnnen diese nur bis zu einem bestimmten
Grad verwendet werden, da sie in hohen Konzentrationen einen bitteren Nachgeschmack
aufweisen und nachweislich Bitterrezeptoren aktivieren (Horne et al., 2002; Kuhn et al., 2004;
Schiffmann et al., 1995).
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Abbildung 7: Geschmacksintensitat des SiiBstoffes Saccharin (modifiziert nach Galindo et al., 2006).

Gezeigt wird der konzentrationsabhangige Anstieg der wahrgenommenen Bitterkeit des Zuckerersatzstoffes.

SuRstoffe finden auch Anwendung in Medikamenten, um deren Akzeptanz, vor allem bei
kleinen Kindern und alteren Patienten, zu erhéhen und zudem nicht kariogen sind (Ley, 2008;
Shet und Vaidya, 2013).
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Um den Bittergeschmack von Medikamenten, gesunden Lebensmitteln und Getréanken gezielt
inhibieren zu kénnen, waren spezifisch wirksame Bitterantagonisten von groltem Nutzen. So
suchten Slack und Kollegen (2010) im Hochdurchsatzverfahren nach Antagonisten fir
Bittergeschmacksrezeptoren. Mit Hilfe von funktionellen Calciummessungen fanden die
Autoren heraus, dass die Substanz GIV3727 (4-(2,2,3-trimethylcyclopentyl)-Buttersaure) ein
Inhibitor fir TAS2R31 und -R43 ist. Die Rezeptoren wurden mit Saccharin und Acesulfam K
aktiviert, nach Zugabe von GIV3727 konnte eine Reduktion der Rezeptorantwort beobachtet
werden und auch in sensorischen Studien konnte die Wirksamkeit von GIV3727 belegt
werden. Interessanterweise wurden auch vier weitere Bittergeschmacksrezeptoren (TAS2R4,
-R7, -R20, -R40) von GIV3727 inhibiert (Slack et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass

die Wahrnehmung des Bittergeschmacks direkt auf Rezeptorebene moduliert werden kann.
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Abbildung 8: Inhibition des TAS2R31 durch GIV3727 (modifiziert nach Slack et al., 2010).
Gezeigt ist das Aktivitatsmuster des TAS2R31 gemessen durch funktionelle Calciumanalysen. Der Rezeptor wurde
aktiviert durch die Agonisten Saccharin (gefillite Kreise) und Acesulfam K (offene Kreise), um dann durch steigende

Konzentrationen des Antagonisten GIV3727 inhibiert zu werden.

In den folgenden Jahren wurden weitere Antagonisten der TAS2Rs gefunden und durch in
vitro Experimente konnte deren Wirkung auf Rezeptorebene nachgewiesen werden. Tabelle 1
gibt eine Ubersicht Uber die bis jetzt gefundenen Bittergeschmacksinhibitoren, welche als

Antagonisten fiir einen oder mehrere TAS2Rs fungieren.
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Tabelle 1: Antagonisten des Bittergeschmacks, ihre Rezeptoren und die Agonisten, bei denen die

Rezeptorantwort reduziert ist.

Antagonist TAS2R Agonist Quelle
Chloroquin
Chlorpheniramin
Pirenzepin
Natriumcyclamat 31 . Behrens et al., 2017a
Natriumsaccharin, Aristolochiasaure
41 Chlorampheniocl
43 Natriumsaccharin, Aristolochiasaure
1 Amarogentin, Natriumcyclamat
3 Chloroquin
Natriumsaccharin 7 Chlorpheniramin Behrens et al., 2017a
9 Pirenzepin
41 Chloramphenicol
Brucin
30 Cohumolon
3R-Hydroxydihydrocostunolide 40 Absinthin, Andrographolid, Brockhoff et al., 2011
46 Denatoniumbenzoat, Picrotroxinin,
Strychnin
Brucin
30 .
Aristolochiasaure
3R-Hydroxypelenolide 31 o ) Brockhoff et al., 2011
46 Absinthin, Andrographolid,
Picrotroxinin (partieller Agonist)
6-Methoxysakuranetin 31 Natriumsaccharin Fletcher et al., 2011
Jacoesidin 31 Natriumsaccharin Fletcher et al., 2011
Sakuranetin 31 Natriumsaccharin Fletcher et al., 2011
16 Salicin
38 Phenylthiocarbamid,
Probenecid Greene et al., 2011
6-Propyl-2-Thiouracil
43 Aloin
Peptid Asp-Glu-Ser 16 Salicin Kim et al., 2015
Peptid Glu-Asp 16 Salicin Kim et al., 2015
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Antagonist TAS2R Agonist Quelle
Peptid Glu-Glu 16 Salicin Kim et al., 2015
Peptid Glu-Gly-Ser 16 Salicin Kim et al., 2015
Peptid Glu-Ser 16 Salicin Kim et al., 2015
Abscisinsdure 4 Chinin Pydi et al., 2015
y-Aminobuttersaure 4 Chinin Pydi et al., 2014
Na,Na-bis-(Carboxymethyl)-L-Lysin | 4 Chinin Pydi et al., 2014
14 Epicatechingallat, Genistein
6,3 -Dimethoxyflavanon 39 Epicatechingallat, Roland et al., 2014
Denatoniumbenzoat
14 Epicatechingallat, Genistein
4’-Fluoro-6-Methoxyflavanon 39 Epicatechingallat, Roland et al., 2014
Denatoniumbenzoat
14 Epicatechingallat Genistein
6-Methoxyflavanon 39 Epicatechingallat, Roland et al., 2014
Denatoniumbenzoat
4 Colchicin
7,20 Cromolyn
GIV3727
31 Aristolochiasaure, Saccharin,
4-(2,2,3-Trimethylcyclopentyl) Slack et al., 2010
Acesulfam K
Buttersaure
40 Cohumolon
43 Aristolchiasaure
43 Koffein, Aristolochiasaure,
. Denatoniumbenzoat, Helicin,
(R)-Citronellal ) Suess et al., 2016
Saccharin
46 Koffein
3-Methylhexanal 43 Koffein Suess et al., 2016
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Im Jahr 2007 konnte in einer umfangreichen Studie zum Agonistenspektrum von TAS2R46
gezeigt werden, dass dieser Bittergeschmacksrezeptor eine Vielzahl von Sesquiterpen-
lactonen erkennt. Des Weiteren fanden die Autoren Substanzen, welche eine sehr grofRe
Strukturverwandtheit zu Agonisten des TAS2R46 aufwiesen, diesen allerdings nicht aktivierten
(Brockhoff et al., 2007). Diese Sesquiterpenlactone wurden in darauffolgenden Experimenten
weiter untersucht. Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit wurde angenommen, dass die
Substanzen zwar nicht zu einer Aktivierung des TAS2R46 fiihren aber in die Bindungstasche
des Rezeptors passen kdnnten, somit die Bindungstasche fiir Agonisten unzuganglich machen
und als Antagonisten fungieren kdnnten (Brockhoff et al., 2011). Tatsachlich stellte sich die
Annahme flr zwei Substanzen als richtig heraus, namentlich 33-Hydroxydihydrocostunolid
(3HDC) und 3R-Hydroxypelenolid (3HP). Diese Sesquiterpenlactone unterscheiden sich
strukturell von dem Agonisten Costunolid hauptsachlich in einer 3R3-Hydroxygruppe. Durch die
simultane Applikation von Agonist und potentiellen Antagonist in einem zellbasierten

Rezeptorassay konnte die antagonistische Wirkung der Substanzen untersucht werden.

=== Agonist
1.07= Agonist + 3HDC

0.0

— — 3R-Hydroxydihydrocostunolid 3R-Hydroxypelenolid
hTAS2R1 3 4 5 7 8 91013141620 30 3138 394043 46 50 (3HDC) (3HP)

Abbildung 9: Aktivitdtsmuster von 3HDC (modifiziert nach Brockhoff et al., 2011).

Im Graph sind alle getesteten TAS2Rs zu sehen. Um den antagonistischen Effekt von 3HDC nachzuweisen wurde
die H6he des Rezeptorsignals (relative Fluoreszenz im Rezeptorassay) verglichen: die Rezeptorantwort mit der
alleinigen Applikation des Agonisten (schwarze Balken) gegen die Rezeptorantwort mit der simultanen Applikation
von Agonist und 3HDC (weife Balken). Links abgebildet sind die chemischen Strukturen von Costunolid (Agonist
des TAS2R46), 3HDC (Antagonist des TAS2R46) und 3HP (partieller Agonist des TAS2R46). Markiert ist die 313-
Hydroxygruppe.

Es konnte gezeigt werden, dass 3HDC nicht nur den Rezeptor TAS2R46 mit unterschiedlichen
Agonisten vollstandig inhibierte, sondern auch bei zwei weiteren TAS2Rs die Rezeptorantwort
vermindert. 3HP konnte als Antagonist von TAS2R30 und -R31 verifiziert werden. Das
Rezeptorsignal von TAS2R46 hingegen wurde durch 3HP verringert und wahrscheinlich ist

diese Substanz ein partieller Agonist des TAS2R46. Partielle Agonisten zeigen meist nur ein
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diese Substanz ein partieller Agonist des TAS2R46. Partielle Agonisten zeigen meist nur ein
marginales Rezeptorsignal, da sie aber mit vollen Agonisten um die Bindungsstelle des
Rezeptors konkurrieren flhrt dies bei simultaner Applikation zu einer Reduktion des Signals.
Interessanterweise kommen alle drei Substanzen (Costunolid, 3HDC und 3HP) in Wermut vor,
einer Pflanze mit sehr starkem Bittergeschmack.

Des Weiteren aktivieren beide Substanzen eine Teilgruppe von TAS2Rs. 3HDC konnte als
Agonist von TAS2R1, -R4, -R7, -R8, -R10 und -R14 identifiziert werden. 3HP ist ein Agonist
von TAS2R10 und -R14.

So zeigte sich in dieser Studie eine bis dahin nicht bekannte Komplexitat der
Bittergeschmacksstoffwahrnehmung. Natirlich vorkommende Bittersubstanzen, welche in
einer Pflanze gleichzeitig als Inhaltsstoffe vorkommen, kdnnen eine Gruppe von
Bittergeschmacksrezeptoren sowohl aktivieren, als auch eine andere Gruppe inhibieren.
Weiterhin kénnen sich die Teilgruppen der Rezeptoren Uberlappen. Zum Beispiel wird der
TAS2R30 von 3HDC und 3HP inhibiert. Gleichzeitig sind beide Substanzen Agonisten der
Rezeptoren TAS2R10 und -R14.
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1.5 Zielstellung

Bitterstoffe kdnnen den unterschiedlichsten chemischen Klassen angehéren, wie zum Beispiel
Metallionen, Flavonoide, Peptide und vielen mehr (Barratt-Fornell et al., 2002; Belitz und
Wieser, 1985; Meyerhof, 2005). Die Wahrnehmung der Bitterstoffe erfolgt beim Menschen
uber 25 Bittergeschmacksstoffrezeptoren (TAS2Rs). Diese weisen ein unterschiedliches
Agonistenspektrum auf. Zum einem gibt es Rezeptoren mit wenigen bisher bekannten
Agonisten, zum anderen weisen vor allem TAS2R10, -R14 und -R46 ein besonders breit
gefachertes Agonistenspektrum auf (Meyerhof et al., 2010a). Es konnte gezeigt werden, dass
viele Bitterstoffe mehr als einen TAS2R aktivieren kénnen. Des Weiteren wurden zwei
Sesquiterpenlactone gefunden, welche sowohl als Agonisten als auch als Antagonisten von
verschiedenen Bittergeschmacksrezeptoren fungieren (Brockhoff et al., 2011).

Hemmstoffe des Bittergeschmacks kénnten die Verbraucherakzeptanz von Medikamenten
und gesunden Nahrungsmitteln, welche eine bittere Note aufweisen, verbessern. Ferner

kénnten Antagonisten als Werkzeug fir die weitere Erforschung der TAS2Rs dienen.

Ziel dieser Arbeit war es die Komplexitat der Bittergeschmacksstoffwahrnehmung zu
untersuchen und neue Antagonisten der Bittergeschmacksrezeptoren zu identifizieren und zu
charakterisieren. Untersucht werden sollte wie weit verbreitet das Prinzip ist, indem eine
Substanz gleichzeitig aktivierend und inhibierend auf unterschiedliche Teilmengen von
Bittergeschmacksstoffrezeptoren wirkt. Mittels funktionellen Calciumanalysen sollten 52
Bitterstoffe auf acht ausgewahlte TAS2Rs als Antagonisten getestet werden. Weiterhin sollte
eine Substanz auf alle 21 deorphanisierten TAS2Rs auf ihr antagonistisches Potential

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geschmacksstoffe

Alle in der Arbeit verwendeten Geschmacksstoffe wurden im hdéchsten Reinheitsgrad von
Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D) bezogen. Nur Cucurbitacin E wurde von Apin Chemicals
(Abingdon, England) und Solanidin von Abcr GmbH (Karlsruhe, D) bezogen. Hardwickische

Saure wurde von Givaudan (Vernier, Schweiz) bereitgestellt.

2.1.2 Enzyme und Kits

Die Enzyme zur Restriktionsanalyse wurden von Fermentas (St. Leon Roth, D) bezogen.
Die Isolation von Plasmid-DNA erfolgte tber Silikatmembranen mit dem ,NucleoBond PC Kit*

(Midi/Maxipraparation) von Macherey-Nagel (Duren, D).

2.1.3 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle bendtigten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden geordert bei den Firmen
Brand (Wertheim, D), Biochrom (Berlin, D), Bioline (Luckenwalde, D), Biozym (Oldendorf, D),
Carl Roth (Karlsruhe, D), Eppendorf (Hamburg, D), Eurofins MWG Operon (Ebersberg, D),
Fermentas (St. Leon Roth, D), Greiner (Solingen, D), Invitrogen (Karlsruhe, D), Macherey-
Nagel (Duren, D), Merck (Darmstadt, D), Molecular Probes (Eugene, USA), Qiagen (Hilden,
D), TPP (Trasadingen, Schweiz), Santa Cruz Biotechnology (Dallas, USA), Sarstedt
(Nimbrecht, D), Sigma-Aldrich (Taufkirchen, D), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
und VWR (Darmstadt, D). Zur standardmalligen Ausstattung eines molekularbiologischen

Labors gehdrende Gerate und Verbrauchsmaterialen werden nicht im Detail aufgefihrt.
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2.1.4 Gerite

Alle in der Arbeit verwendeten Gerate sind im Folgenden mit dem Hersteller aufgeflhrt.

Tabelle 2: Gerédte und deren Hersteller

Gerat

Hersteller

Analysewaage R180D
Elektrophoresekammer Horizon 58
FLIPR Tetra

Geldokumentation Gene Genius
Inkubator HeraCell

Magnetrihrer lkamag RET
Mikroskop Telaval31

pH-Meter Hi 221
Plattenwaschgerat ELx50
Prazisionswaage Acculab
Spannungsquelle PowerPac 3000
Spectrometer Colibri
Sterilwerkbank Antares
Thermomixer compact

Vortex Genie 2

Wasserbad 1083

Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge 5804R

Zentrifuge J2-Mi

2.1.5 Datenbanken und Computerprogramme

Sartorius, Géttingen, D

Biometra, Goéttingen, D
Molecular Devices, Miinchen, D
Syngene, Cambridge, UK
Heraeus, Hanau, D

IKA Labortechnik, Staufen, D
Zeiss, Oberkochen, D

Hanna Instruments, Véhringen, D
Biotek, Winooski, USA

Sartorius, Géttingen, D

Biorad, Midnchen, D

Titertek Berthold, Pforzheim, D
Anthos Mikrosystem, Krefeld, D
Eppendorf, Hamburg, D
Scientific Industries, New York, USA
GFL, Burgwedel, D

Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf, Hamburg, D
Beckmann, Krefeld, D

Die Onlinedatenbanken PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/) und ChemSpider

(http://www.chemspider.com) wurden verwendet zur Recherche von Substanzeigenschaften.

Die chemischen Strukturen wurden den Herstellern oder PubChem entnommen.

In Tabelle drei sind die zur Datenanalyse und Bearbeitung genutzten Programme aufgelistet.
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Tabelle 3: verwendete Computerprogramme

Programm

Hersteller

Contig Express

CorelDraw X3

Endnote X7.7.1

Microsoft Office 2010
Screen Works 3.1.14
Sigma Plot 12.3

Vector NTI Advance 11.5.2

2.1.6 TAS2R-Haplotypen

Invitrogen, Karlsruhe, D

Corel Corporation, Fremont, USA
Thomson Reuters, Carlsbad, USA
Microsoft, Redmond, USA
Molecular Devices, Miinchen, D
Systat Software, Erkrath, D

Invitrogen, Karlsruhe, D

Humane Bittergeschmacksrezeptoren weisen genetische Polymorphismen auf, wobei flr

einige TAS2Rs mehrere funktionelle Varianten bekannt sind (Bufe et al., 2005; Dotson et al.,
2008; Pronin et al., 2007; Roudnitzky et al., 2011; Soranzo et al., 2005). Aufgrund dessen

sind die in der Arbeit verwendeten Rezeptorvarianten in Tabelle vier aufgelistet mit der

Vergleichssequenz und den eventuell abweichenden Nukleotidpositionen.

Tabelle 4: verwendete TAS2R-Haplotypen

TAS2R- Datenbankeintrag Nukleotidposition Aminosaureposition

1 NM_019599.2

3 NM_016943.2

4 NM_016944.1

5 NM_018980.2

7 NM_023919.2

8 NM_023918.1

9 NM_023917.2 T560C V187 A

10 NM_023921.1 C467T T156 M

13 NM_023920.2 AT776 G N 259 S

14 NM_023922.1

16 NM_016945.2 G 665 A R222 H

20 NM_176889.2 A235G K79 E

30 NM_001097643.1

31 NM_176885.2 T 484 A L 162 M

38 NM_176817.4 G145C A49P
T785C V262 A

21



Material und Methoden

TAS2R- Datenbankeintrag Nukleotidposition Aminosaureposition
A 886 G 1296 V
39 NM_176881.2
40 NM_176882.1 T309C F103 F
41 NM_176883.2 G189 A T63T
c380T P127 L
G885A S2958
43 NM_176884.2 G104 C W35S
AB35G H212R
C 663G T221T
46 NM_176887.2 T108 C F37F
50 NM_176890.2 G 608 A C203Y
G777 A P 259 P
2.1.7 Plasmide

Der Grofteil der TAS2Rs lag in dem Vektor pcDNAS5/FRT/PM vor, ausgehend von dem
Expressionsvektor pcDNA5/FRT von Invitrogen (Karlsruhe, D). Dieser wurde von Bernd Bufe
modifiziert, indem durch eine Punktmutation eine von 2 EcoRI-Schnittstellen zerstort wurde.
Dies erlaubt die Verwendung der einzigen intakten EcoRI-Schnittstelle in der MCS fur
Klonierungszwecke.

Die Rezeptoren TAS2R9 und -R41 lagen im Vektor pEAK10 (Edge BioSystems,
Gaithersburg, USA) vor, der von Thomas Koch (Magdeburg) bereitgestellt wurde. Beide
Vektoren besitzen ein Ampicillin-Resistenzgen zur Selektion der transformierten Bakterien.
Um die Lokalisation in der Plasmamembran zu verbessern wurde ein SST-Tag in die
.Multiple Cloning Site* integriert. Dieses besteht aus 45 Aminosauren des N-Terminus des

Somatostatinrezeptors Subtyp 3 der Ratte (Ammon et al., 2002; Bufe et al. 2002).
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2.1.8 Primer

Die Primer zur Sequenzierung der TAS2Rs wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg,

D) bezogen (Qualitat ,high purity salt free®).

Tabelle 5: Primer und deren Sequenz

Primer Sequenz 5°-3°
BGH CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG
CMV TAGAAGGCACAGTCGAGG

2.1.9 Humane Zelllinie

Fir die funktionelle Charakterisierung der TAS2Rs wurden humane embryonale Nierenzellen
HEK 293T verwendet, welche das chimare G-Protein Gaiscusas Stabil exprimieren (Ueda et
al., 2003). Diese wurden zur Verfigung gestellt von Jay Slack (Givaudan Flavors

Corporation).

2.1.10 Nahrmedien fiir HEK 293T

Zur Kultivierung der HEK 293T Gaiscustasa Zellen wurde Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) mit 4,5 g/l Glukose von Invitrogen (Karlsruhe, D) verwendet, welches mit 10 %
hitzeinaktiviertem FCS (v/v) von Biochrom (Berlin, D), jeweils 1 % Penicillin/ Streptomycin
(v/v) (10g/ml, Biochrom, Berlin, D) und 1 % L-Glutamin (v/v) (200 mM, Biochrom, Berlin, D)
versetzt wurde. Im Weiteren als DMEM+FCS bezeichnet. Die Selektion des G-Protein
Gaiscusas erfolgte Uber das Antibiotikum G418 (100 mg/ul) von Merck (Darmstadt, D). Zur
Transfektion wurde DMEM Glutamax mit 1 g/l Glukose von Invitrogen (Karlsruhe, D)

verwendet. Gelagert wurden die Medien bei 4°C.

2.1.11 Bakterienstaimme
Zur Retransformation der Plasmide wurden chemisch kompetente ,Alpha-Select-Bronze-

Efficiency“ Escherichia coli (E. coli) Zellen von Bioline (Luckenwalde, D) verwendet, welche

nach Herstellerangabe eine Transformationseffizienz von 1x107 cfu/ug besitzen.
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2.1.12 Nahrmedien fiir Bakterien

Zur Anzucht der E.coli-Zellen wurden LB-Medium bzw. LB-Agarplatten verwendet. Bei

langsam wachsenden Konstrukten wurde ein Gemisch aus LB- und TY-Medium (1:2)

hergestellt.

LB-Medium TY-Medium

10 g Select Pepton 20 g Select Pepton
5 g Hefeextrakt 10 g Hefeextrakt
10 g Natriumchlorid 10 g Natriumchlorid
ad 11 ad 11

Der pH-Wert der Medien wurde auf 7 eingestellt. Bis zur Verwendung wurden die
autoklavierte Losung bzw. die Agarplatten bei 4°C aufbewahrt. Kurz vor der Verwendung
wurde Ampicillin (100 pg/ml) zur Selektion der transformierten Bakterienzellen hinzu-

gegeben.

LB-Agar

500 ml LB-Medium

7,5 g Select Agar

Der Agar wurde durch aufkochen geldst, nach dem Abkihlen mit Ampicillin (100 pug/ml)
versetzt und der noch warme Agar in 10 cm Petrischalen gegossen. Die abgekihlten Platten

wurden bei 4°C gelagert.
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2.2 Methoden

2.2.1 Retransformation von Bakterien

Zur Retransformation bestehender Plasmide wurden chemisch kompetente E.coli Zellen auf
Eis aufgetaut. 10 ul Bakteriensuspension wurden mit 1 pl Plasmid-DNA versehen und fur 30
Minuten auf Eis inkubiert. Um die Aufnahme der DNA zu verbessern, erfolgte ein
Hitzeschock flir 30 Sekunden bei 42°C. Nach 2 Minuten auf Eis wurden 250 ul SOC-Medium
(Invitrogen, Karlsruhe, D) hinzugegeben und fir 1 Stunde bei 37°C geschittelt. 100 ul der
Suspension wurden auf eine LB-Agarplatte (mit Ampicillin, 100 pg/ml) ausgestrichen und
tber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.2.2 Plasmidisolation

Von den aus der Retransformation stammenden Agarplatten wurde eine Einzelkolonie in
5ml LB-Medium (mit 100 pg/ml Ampicillin) dbertragen und finf Stunden bei 37°C
geschittelt. Diese Vorkultur wurde dann in 300 ml LB-Medium (mit 100 pg/ml Ampicillin)
gegeben und Uber Nacht bei 37°C geschiittelt. Am folgenden Tag wurde die Bakterienkultur
fir 20 Minuten bei 4°C mit 6000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und aus dem
Bakterienpellet erfolgte die Isolation der Plasmid-DNA (ber Silikatmembranen mit dem
.NucleoBond PC Kit* (Midi/Maxipraparation) von Macherey-Nagel (Diren, D) nach Angaben

des Herstellers.

2.2.3 Photometrische Messung von Plasmid-DNA

Zur Quantifizierung und Reinheitsbestimmung von DNA wurde diese mit dem
Spektrophotometer Colibri (Titertek Berthold, Pforzheim, D) gemessen. Bestimmt wird die
optische Dichte (OD), wobei DNA ein Absorptionsmaximum von 260 nm besitzt. Als
Nullprobe wurde ddH.O verwendet, in dem die Plasmide gel6st waren. Anhand der
Absorptionskoeffizienten 260 nm/280 nm und 260 nm/230 nm konnte die Reinheit der
Proben bestimmt werden. Um Kontaminationen wie Alkohole und Partikel auszuschlieRen,
sollte fir DNA der Koeffizient 260/280 bei 1,8, der Koeffizient 260/230 zwischen 1,8 und 2,2

liegen.
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2.2.4 Restriktionsanalyse

Zur Uberprifung des Erfolges der Retransformation wurde zusétzlich zur Sequenzierung
eine Restriktionsanalyse mit anschlieRender Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Das
Restriktionsenzym wurde so ausgewahlt, dass das Plasmid nur einmal geschnitten wurde.
100 ng der Plasmid-DNA wurden mit 0,5 pl Restriktionsenzym Notl oder HindIIl (50 U/ul,
Fermentas, St. Leon Roth, D), 1 yl 10xPuffer (vom Hersteller des Enzyms Fermentas, St.

Leon Roth, D) zu 10 pl Endvolumen aufgefillt und bei 37°C eine Stunde inkubiert.

2.2.5 Agarosegelelektrophorese

Bei der Elektrophorese wandern Teilchen abhangig von ihrer Ladung und GréfRe in einem
elektrischen Feld unterschiedlich schnell. Bei der Auftrennung von DNA in Agarosegelen
wird diese abhangig von ihrer Grolie aufgetrennt, bestehende Sekundarstrukturen werden
nicht aufgeldst (Lottspeich et al., 2006). Da die Effizienz der transienten Transfektion héher
ist, wenn die Plasmide in der supercoiled Konformation vorliegen, wurden Agarosegele zur
quantitativen Uberpriifung der aufgereinigten Plasmide (Abschnitt 2.2.2) verwendet
(McLenachan et al., 2007).

Zum Herstellen des Agarosegels wurde Agarose (1 % wl/v, Invitrogen, Karlsruhe, D) in
TAE-Puffer (40 mM Tris, 5 mM Essigsaure, 1 mM EDTA, pH 8) durch Erhitzen gel6st. Nach
kurzem Abkuhlen wurden 0,3 pg/ml Ethidiumbromid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D)
dazugegeben und das Gemisch in die Gelkammer gegossen. Nach dem Erkalten wurde das
Gel verwendet. 10 yl des Restriktions-analyseansatzes wurden mit 1 pl 10x Ladepuffer
(Qiagen, Hilden, D) versetzt und 5 pl der Lésung wurden auf das Agarosegel aufgetragen.
Als Kontrolle wurden 100 ng des ungeschnittenen Plasmids aufgetragen. Als
GroRenstandard wurden 3 pl Gene Ruler DNA Ladder Mix (Fermentas, St. Leon Roth, D)
verwendet. Unter Anlegen einer Spannung von 90 Volt fir 30 Minuten wurden die Proben
aufgetrennt. Zur Detektion der Plasmid-DNA wurde Ethidiumbromid verwendet, welches
aufgrund der planaren Struktur in Nukleinsauren interkaliert und durch UV-Licht sichtbar

gemacht werden kann.
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2.2.6 Sequenzierung

Alle Sequenzierungen wurden von der Firma MWG-Eurofins (Ebersberg, D) durchgefiihrt.
Nach den Vorgaben wurde 1 ug Plasmid-DNA mit 30 pmol Primer (sieche Punkt 2.1.8)
versehen und auf 15l aufgeflllt. Ausgewertet wurden die Sequenzen mit dem

Computerprogramm Contig Express (Invitrogen, Karlsruhe, D).

2.2.7 Kultivierung der HEK 293T G q16custas Zelllinie

Die HEK 293T G a1ecusuws Zellen wurden bei 37°C und 5 % Kohlendioxid auf 10 cm
Kulturschalen in DMEM-Medium mit 10 % FCS, 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin, 1 %
L-Glutamin (DMEM + FCS) und G418-Antibiotikum (400 pg/ml) kultiviert. Hatten die Zellen
90 - 100 % Konfluenz erreicht wurden sie 3 bis 5 Minuten mit 5 ml Trypsinlésung inkubiert.
Diese steril filtrierte Loésung bestand aus 0,05 % Trypsin (w/v) von Biochrom (Berlin, D) und
0,5 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) gelést in PBS-Puffer (80 mM NazHPO4,
23 mM NaH2PO4, 65 mM NaCl, pH 7,4). Nach Zugabe von DMEM + FCS wurden die Zellen
in ein 50 ml Reaktionsgefal® uberfihrt und bei 900 rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 5 ml DMEM + FCS geldst. Von dieser
Zellsuspension wurden 0,5 bis 1,5 ml in eine neue Kulturschale tberflhrt in der DMEM +
FCS und G418 (400 pg/ml) vorgelegt waren. Alle verwendeten Medien und das Trypsin

wurden vor der Benutzung im Wasserbad auf 37°C erwarmt.

2.2.8 Beschichten von KulturgefaBen

Um das schnelle Ablésen der HEK 293T Zellen vom Boden der Kulturschalen und der
96-Loch-Platten flir die funktionellen Calciummessungen zu verhindern, wurden diese mit
poly-D-Lysin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D) beschichtet. Die Kulturschalen wurden mit 5 ml
poly-D-Lysin (1 pg/ml) 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die 96-Loch-Platten
wurde die Konzentration erhdht und mit 50ul poly-D-Lysin (10 pg/ml) beschichtet. Nach 20
Minuten wurde die Lésung griindlich abgesaugt und die 96-Loch-Platten mit 100 pl ddH20
pro Loch, bzw. die Kulturschalen mit 5 ml ddH.O, gewaschen und bis zur Verwendung bei

4°C gelagert.
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2.2.9 Transfektion von HEK293T G q16custas Zellen

Wie beim Passagieren (Abschnitt 2.2.7) wurden die Zellen mit 5 ml Trypsin von den
Kulturschalen abgeldst, mit 5 ml DMEM + FCS in ein Reaktionsgefal® Gberflihrt, zentrifugiert
und das Zellpellet mit 5 ml DMEM + FCS gel6st. Je nach Zelldichte wurden circa 2,4 ml der
Zellsuspension mit DMEM + FCS zu einem Endvolumen von 12 ml aufgefillt. Davon wurden
je 100 pl pro Loch in 96-Loch-Platten (schwarz mit klarem, flachem Boden von Santa Cruz
Biotechnology (Dallas, USA)) ausgesat. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen
transient mit den TAS2Rs transfiziert, um die Bittergeschmacksrezeptoren durch funktionelle
Calcium-Messungen untersuchen zu kénnen. Die Konfluenz der Zellen lag dabei zwischen
60 bis 80 %. Die Plasmid-DNA wurde mit DMEM (ohne FCS) als Mastermix fur mehrere
Reaktionsansatze vermischt, sodass 0,15 yg Plasmid-DNA (Endkonzentration) und 12,5 pl
DMEM (ohne FCS) pro Loch vorlagen. Pro 96-Loch-Platte wurden 30 pl Lipofectamin 2000
(Invitrogen, Karlsruhe, D) in 1,25 ml DMEM (ohne FCS) gegeben, kurz geschittelt und 5
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Das Lipofectamin-DMEM-Gemisch wurde zu dem
Plasmid-DMEM-Mastermix gegeben und 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrenddessen wurde das DMEM+FCS Medium in den Zellplatten ausgetauscht gegen 50
pul DMEM (ohne FCS) pro Loch. Dann wurden 25 ul des Plasmid-Lipofectamin-DMEM-
Ansatzes zu den bestehenden 50 yl DMEM (ohne FCS) in jedes Loch pipettiert. Nach einer
Inkubationszeit von 4 Stunden im Brutschrank (37°C, 5 % CO) wurde der Transfektions-

ansatz von den Zellen abgenommen und durch 100 yl DMEM+FCS pro Loch ausgetauscht.

2.2.10.1 Funktionelle Calciummessungen

Die funktionelle Charakterisierung von Bittergeschmacksrezeptoren erfolgte durch
intrazellulare Calciummessungen mittels heterologer Expression. Die verwendeten HEK
293T Zellen waren stabil transfiziert mit dem chimaren G-Protein G qiscustasa Wodurch
sichergestellt wurde, dass die Signaltransduktion der membranstandigen TAS2Rs uber ein
geeignetes G-Protein verlauft. Um die Lokalisation in der Plasmamembran der TAS2Rs zu
gewabhrleisten wurden die ersten 45 Aminosauren des Ratten-Somatostatinrezeptors Subtyp
3 an den N-Terminus der TAS2R angefiugt (Ammon et al., 2002; Bufe et al. 2002). Die G-
Protein Chimare G aiscustas (Zusammengesetzt aus dem N-Terminus von Ga16 und den
ersten 44 Aminosduren des C-Terminus von a-Gustducin) stellt die Kopplung des
Signalwegs zwischen den membranstandigen TAS2Rs und der Phospholipase C (PLC)
sicher (Offermanns et al., 1995; Ueda et al., 2003). Bindet ein Agonist an den Bitterrezeptor

und aktiviert diesen wird eine Signalkaskade uber das koexprimerte G-Protein ausgel6st und
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fuhrt zu einer Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum. Der
Calcium-sensitive Farbstoff Fluo-4-AM (Molecular Probes, Eugene, USA) chelatiert die
Calciumionen wodurch dessen Fluoreszenz bis um das Hundertfache steigt (Gee et al.,
2000).

+ /\ @
Ca? +
in?aging <:| Fluo-4-Ua2 ]T ‘ N @

R
~Ca2+
Abbildung 10: Grundlage der Calcium-Messungen (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Anne
Brockhoff, modifiziert).
Bindet ein Ligand an den membranstandigen TAS2R und flhrt zu einer Konformationsénderung wird das G-
Protein aktiviert und damit der Signalweg der Phospholipase C (PLC). PLC katalysiert die Bildung von
Inositoltriphosphat (IP3) welches an IPs-abhéangige Calciumkéanale bindet und so zum Ausstrom von Calciumionen

aus dem endoplasmatischen Retikulum flhrt. Der sich im Cytosol befindliche Farbstoff bindet die Calciumionen

und zeigt eine erhdhte Fluoreszenz, welche ausgelesen wird.

2.2.10. Calcium-Messungen durch das Fluoreszenzplattengerat FLIPRT®"@

Wie in Abschnitt 2.2.9 beschrieben wurden die HEK293T G aiscustus Zellen auf 96-Loch-
Platten ausgesat und mit den Bitterrezeptoren transfiziert. Am darauf folgenden Tag (circa 24
Stunden nach der Transfektion) wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4-AM
(Molecular Probes, Eugene, USA) beladen. Nachdem das Medium von den Zellen
abgenommen wurde, wurden in jedes Loch 50 ul Farbstofflésung bestehend aus 2,5 mM
Probenecid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D), 2 pyM Fluo-4-AM und DMEM (ohne FCS)
pipettiert und eine Stunde im Brutschrank (37°C, 5 % CO-) inkubiert. Probenecid ist ein
Inhibitor von Anionentransportern und beglinstigt das Verbleiben des Farbstoffs in der Zelle.
Um Uberschissigen Farbstoff der nicht durch die Zellmembran migriert ist zu entfernen,
wurden diese im Plattenwaschgerat ELx50 (Biotek, Winooski, USA) mit
C1-Puffer (2 mM CaCl,, 10 mM Glukose, 10 mM HEPES, 5 mM KCI, 130 mM NaCl, pH 7,4)

dreimal in einem Abstand von circa 20 Minuten gewaschen. Dabei wurde bei jedem
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Waschschritt dreimal die auf den Zellen befindliche Flissigkeit abgesaugt und gegen
frischen C1-Puffer ausgetauscht. Beim letzten Waschschritt verblieben 100 ul C1-Puffer pro
Loch auf den Zellen. Der dritte Waschschritt erfolgte unmittelbar vor den Messungen im
FLIPRT™" (Fluorometric Imaging Plate Reader von Molecular Devices, Miinchen, D). Mit
diesem Pipettierroboter kénnen simultan alle Lécher der 96-Loch-Platte analysiert werden
und die Testsubstanzen aus der Ligandenplatte (durchsichtige 96-Loch-Platten, TPP,
Trasadingen, Schweiz) gleichzeitig appliziert werden, sodass 96 Einzelexperimente pro
Messung mdglich sind und im Hochdurchsatzverfahren die Reaktion der Zellen untersucht
werden kann. Vor der Messung wurde durch einen Signaltest die Basisfluoreszenz durch
eine verlangerte oder verkirzte Belichtungszeit auf einen Mittelwert von 1000 bis 1200 RLU
(Relative Light Units) im Mittelwert eingestellt. Die Kameraverstarkung wurde dabei nicht

verandert.

Die Fluoreszenzmessungen erfolgten mit folgenden Parametern:

Lichtquelle: LED-Bank

Detektion: CCD-Kamera
Kameraverstarkung: 120
Extinktionsintensitat: 100 %
Belichtungszeit: 0,2 bis 0,7 Sekunden
Anregungswellenlange: 470 nm bis 495 nm
Detektionswellenlange: 515 nm bis 575 nm

Hintergrundfluoreszenz: 1000 bis 1200 RLU

Ablauf der Messung:

Basislinie: 10 Messungen, Abstand 2 Sekunden
1. Applikation: 50 ul der Testsubstanzen
70 Messungen, Abstand 2 Sekunden
18 Messungen, Abstand 10 Sekunden
2. Applikation: 50 pl der Vitalitatskontrolle
70 Messungen, Abstand 2 Sekunden
12 Messungen, Abstand 10 Sekunden
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2.2.10.3 Vorbereitung der Ligandenplatten

In dieser Arbeit sollten neue Bittergeschmacksantagonisten gefunden werden. Eine Liste von
52 Bittersubstanzen wurde fir acht Bittergeschmacksrezeptoren auf eine antagonistische
Wirkung hin untersucht. Um mdglichst hohe Konzentrationen der Testsubstanzen verwenden
zu kénnen und moglichst viele Substanzen als potenzielle Antagonisten testen zu kdnnen,
wurden die Agonisten und die Testsubstanzen separat von einander in C1-Puffer gelést und
dann in unterschiedlichen Konzentrationen zusammengefiihrt. Wenn es mdéglich war, lagen
die Substanzen als Stock-Lésung in DMSO vor. Lielten sich die Substanzen nicht bei
Raumtemperatur |6sen, wurden diese im Wasserbad erhitzt und auf einem
Reaktionsgefalischuttler (Vortex Genie 2, Scientific Industries, New York, USA) automatisch
geschuttelt.

Wahrend der Messung wurden die Losungen aus der Ligandenplatte auf die Messplatte mit
den darin befindlichen Zellen pipettiert. Dabei wurden die Lésungen der Testsubstanzen 1:3
verdinnt. Um eine definierte Endkonzentration auf den Zellen zu erreichen, wurden die
Testsubstanzen in dreifacher Endkonzentration in die Ligandenplatte vorgelegt. Zur Kontrolle
der Rezeptorspezifitdt des Fluoreszenzsignals wurden mehrere Kontrollen durchgefiihrt.
Zum einen als Positivkontrolle und Referenzwert wurde der Agonist des zu untersuchenden
Rezeptors allein appliziert. Zum anderen als Negativkontrollen C1-Puffer ohne Testsubstanz
und mit der héchsten verwendeten DMSO Konzentration sowie mit einem Leervektor (im
Weiteren auch als Mock bezeichnet) transfizierte Zellen. Hierbei wurde darauf geachtet, dass
der Leervektor dem Vektor entsprach, in dem der Rezeptor vorlag. Alle Testldsungen wurden
in Duplikaten oder Triplikaten sowohl auf den Rezeptor-transfizierten, als auch auf den
Mock-transfizierten, Zellen gemessen. Als Vitalitatskontrolle der Zellen fungierte die 2.
Applikation von Somatostatin 14 (100 nM, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, D). Somatostatin
aktiviert den endogen exprimierten Somatostatin Rezeptor und die Ho6he des

Fluoreszenzsignals gibt Aufschluss Uber die Vitalitat der Zellen.
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hTAS2R Mock

Agonist + Inhibitor |- @
Agonist

Abbildung 11: Experimenteller Aufbau der funktionellen Calcium-Messungen.

Oben zu sehen ist eine 96-Loch-Platte bei der beispielhaft das Transfektions- und Pipettierschema markiert
wurde. Alle Testlosungen wurden als Triplikate zugesetzt. Zu den Rezeptor-transfizierten Zellen wurde der
Agonist (schwarz) und der Agonist gleichzeitig mit dem Inhibitor (rot) hinzugegeben. Als Kontrolle dienten Mock-
transfizierte Zellen zu denen auch der Agonist (dunkel lila) und der Agonist gleichzeitig mit dem Inhibitor (hell lila)
gegeben wurde. Somit gab es fiir jede Testsubstanzen-Kombination und Kontrollen eine dazugehérige Mock-
Kontrolle. Darunter abgebildet sind Originaldaten der Fluoreszenzmessungen zu sehen. Die Pfeile zeigen den
Zeitpunkt der Applikationen an (zuerst die Testsubstanzen, dann die Vitalitdtskontrolle). Der schwarze Graph
stellt das Rezeptorsignal, bei dem nur der Agonist appliziert wurde dar. In rot ist das Rezeptorsignal bei

gleichzeitiger Applikation des Agonisten und Inhibitors zu sehen.

2.2.10.4 Auswertung der Calcium-Messungen

Die Auswertung der Experimente erfolgte mit der Geratesoftware ScreenWorks 3.1.14
(Molecular Devices, Minchen, D). Die Fluoreszenzwerte der Mock-transfizierten Zellen
(Fmock) wurden im Programm von den dazugehdrigen Rezeptorsignalen (Fras2r) abgezogen
und die Maximalwerte des Rezeptorsignals wurden in Excel (Microsoft, Redmond, USA)
exportiert. Die Werte der Hintergrundfluoreszenz-messungen (Fo), welche den ersten 10
Messungen vor der Applikation der Testsubstanzen entsprachen, wurden gemittelt und die
Rezeptorsignale darauf normiert. Auch von der C1-Puffer-Kontrolle (Fci) wurden die
Fluoreszenzwerte der Mock-transfizierten Zellen abgezogen, exportiert und auf die
Hintergrundfluoreszenz normiert. Von den C1-Puffer-Werten wurde der Mittelwert gebildet

und von allen Rezeptorsignalen abgezogen.

AF/F = ((Fraszr — Fuock) / X Fo) = X ((Fc1 = Fuoex) / X Fo)
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Um nachzuweisen, dass die Inhibition spezifisch fir die transfizierten Bitterrezeptoren und
nicht aufgrund von Artefakten oder mangelnder Vitalitdt der Zellen bei hohen Wirkstoff-
konzentrationen war, wurden auch die Fluoreszenzwerte der Somatostatinapplikation und
der Mock-transfizierten Zellen analysiert. Die Berechnung der AF/F-Werte flr die Mock-
transfizierten Zellen erfolgte durch exportieren der Maxima bzw. Minima der

Fluoreszenzwerte im Bereich der Rezeptorsignale der 1. Applikation.

AF/F = (Fuook / X Fo) = X (Feruont/ X Fo)

Fir die Auswertung der Somatostatinwerte (Fsst) wurden die Differenz der
Fluoreszenzanderung zwischen Minima und Maxima der Signale exportiert, um
unterschiedliche Basislinie zu berucksichtigen, und auf die Hintergrundfluoreszenz (Fo)

normiert.

AF/F = (Fumaxsst)— FuminssT) / X Fo

Die Berechnung der AF/F-Werte, der Standardabweichung und der statistischen Signifikanz
(Studentischer T-Test, zweiseitig) wurde in Excel durchgefiihrt. Die Erstellung der Graphen
und die Berechnung der nichtlinearen Regressionsgeraden und der ECso bzw. 1Cso-Werte
erfolgte in Sigma Plot 12.3 (Systat Software, Erkrath, D). Es wurden stets drei unabhangig

voneinander durchgefiihrte Experimente gemittelt. Folgende Formel wurde verwendet:

f(x) = min+(max-min) / (1 + (X/ECso)™)
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3. Ergebnisse

Das allgewartige Vorkommen von Bitterstoffen in der Natur, unserer Nahrung und
medizinischen Praparaten macht die Bittergeschmacksstoffwahrnehmung zum Gegenstand
intensiver Forschung. Da auch viele positiv auf physiologische Prozesse wirkende
Substanzen bitter schmecken besteht grolies Interesse an der Aufklarung auf molekularer
Ebene und der Entwicklung von Hemmstoffen. In einer Studie von Brockhoff und Kollegen
(2011) wurden drei Bitterstoffe untersucht, welche alle in Wermut vorkommen. Diese drei
Sesquiterpenlactone wiesen eine hohe Strukturahnlichkeit zueinander auf, allerdings
fungierten zwei als kompetitive Inhibitoren von TAS2R46 und die dritte Verbindung als
Agonist. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Inhibitoren von TAS2R46 sowohl
Antagonisten weiterer Bittergeschmacks-rezeptoren, als auch Agonisten anderer Rezeptoren
waren. Damit stellte sich ein neues Bild der Komplexitdt der Bittergeschmacks-

stoffwahrnehmung dar.

3.1 Identifizierung neuer Antagonisten von Bittergeschmacksstoffrezeptoren

Auf der Suche nach weiteren Antagonisten wurde von Alessandro Marchiori eine
Substanzbibliothek zusammengestellt und Vorversuche zum modulatorischen Potential der
Verbindungen am TAS2R14 durchgefiihrt. Nachdem hierbei Bittersubstanzen identifiziert
werden konnten, welche vermutlich Antagonisten des TAS2R14 sind, sollte in der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, wie weit verbreitet das Prinzip von Bittersubstanzen
ist, welche gleichzeitig als Agonisten und Antagonisten fungieren.

Die Substanzbibliothek (Tabelle 6) bestand aus 52 Bitterstoffen, davon waren 29 natirlicher
und 23 synthetischer Herkunft. Die chemischen Strukturen reichten von kleinen Molekiilen
bis hin zu komplexen Verbindungen. Sie gehoérten den unterschiedlichsten Substanzklassen
an, wie zum Beispiel Alkaloide, Steroide, Pyrazine und Phenole, um nur einige zu nennen.
Des Weiteren unterschieden sich die Bitterstoffe in ihrem Rezeptorenspektrum. Von 18
Stoffen war bekannt, dass sie nur einen Rezeptor aktivieren, 14 waren Agonisten von zwei
bis drei TAS2Rs. Vier Substanzen aktivierten finf und mehr Rezeptoren. Darunter
Diphenidol, welches ein bekannter Aktivator von 15 TAS2Rs ist (Meyerhof et al., 2010a). Fir
16 Substanzen war noch kein dazugehdriger Bitterrezeptor bekannt, allerdings wurden diese
in der breit angelegten Deorphanisierungsstudie von Meyerhof und Kollegen (2010a) nicht

untersucht.
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Tabelle 6: Liste der Testsubstanzen.

Angegeben ist die maximal applizierbare Konzentration (angelehnt an Meyerhof et al.; 2010a und durch selbst
durchgefiihrte Vorexperimente), die zugehorige Substanzklasse (PubChem), der Ursprung (S = synthetische
Verbindung, N = natiirlich vorkommende Verbindung; PubChem), TAS2Rs, welche von der Substanz aktiviert

werden (Meyerhof et al., 2010a) und die chemische Struktur (PubChem, Hersteller).

Substanz Konzentration Substanzklasse Ursprung Agonist chemische Struktur
(mM) TAS2R-
OH
6-Methyl-2-thiouracil 0,3 Thioamid S 38 AN
|
HsC \N*SH
0
6-Propyl-2-thiouracil 0,5 Thiouracil S 38 NH
|
HaC H’J*s
. . N
Acetylpyrazin 1 Pyrazin N [ j\(
~ CH3
N
(0]
. . S O
Acetylthiourea 0,3 Thiourea S 38 )t J\
H:N™ "N” "CHj
H
Allylisothiocyanat 1 Senfol N 38 H.C
2V
X Nes
Aloin 0,01 Anthracen N 43 O o
HO.
D-Amygdalin 10 Glucopyranosid N 16 40,0 YQ

Andrographolid 0,03 Diterpenoid N 30, 46, 50 ‘bfm o

Antipyrin 0,3 Pyrazol S . '/’{N'N"CH;,
<
s
Arbutin 30 Glucopyranosid N 16 ,(
HQ 0‘()0“(”‘
HD“ ‘DH
/—0
Aristolochiasaure 1 0,01 Alkaloid N 14, 31, 43 ° O
O‘ ONa
. o
Natriumsalz Joe "
Brucin 0,1 Alkaloid N 10, 46 coﬁ_}a
MY )
CHy OA/;‘\O/
e-Caprolactam 10 Lactam S 38 Q
N"“o
H
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Substanz Konzentration Substanzklasse Ursprung Agonist chemische Struktur
(mM) TAS2R-
1,8,10 Hfy ¢
. £ ] ’ N
Chloramphenicol 0,3 Propylenglycol 39, 41, 43, /©)\H TH\C'
46 O e
CHy (OH'"’
Chloroquin Diphosphat 2 Aminochinolin 3,10, 39 H A N
H
Colchicin 3 Alkaloid 4,39, 46 AR
HsCOr [ \V_\gO
H,co( ooHy ook,
Cromolyn Natriumsalz 10 Pyran 7,20,43 o ocu,co:cnzo o
Cucurbitacin E 0,01 Terpenoid 10 NG
> T.
Cycloheximid 0,4 Piperidin 10 E
D 0.1 Sulf 4,10, 40 2
0
Denatoniumbenzoat 3 Sulfonamid 4.8, 10, cHy 0 0,0
13, 30, 39, @“\mj Y
43,46 ap el
N CHg
Dextromethorphan 0,01 Phenanthren 1,10 r H
Hydrobromid
Digitonin 0,01 Steroid e
N,N-Dimethyl- . S
thioformamid 03 Formamid 38 HSC‘NJ\H
CHa
1,4,7, )
. . L 10, 13, 14,
Diphenidol 0,05 Piperidin 16, 20, 30, o
31, 38, 39,
40, 43, 46
Doxepin Hydrochlorid 0,01 Oxepin
Erythromycin 0,3 Lacton 10
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Substanz Konzentration Substanzklasse Ursprung Agonist chemische Struktur
(mM) TAS2R-
Ethylpyrazin 3 Pyrazin N 38 [N\j\/
N/ CHs
e H : NH,
Famotidin 0,3 Thiazol S 10, 31 qu-fs:)-u/)\ﬂs/\[»\; -
° S)\N/)\NHQ
O\}NH
Fenspirid Hydrochlorid 0,01 polycyclischer S o
Aromat
Hydrocortison 0,1 Steroid N 46
Lactisol 1 Phenol N
Naphazolin 0,00003 Imidazol S
Hydrochlorid
Naringin 0,3 Flavonoid N ‘ ‘\H:
Natriumthiocyanat 3 Cyanat S 1, 38 S N
Na” ~Z
Neohesperidin 0,1 Flavonoid N lk s
N-Ethylthiourea 1 Urea S 38 j\
HN” N CHs
H
Nicotin 0,1 Pyridin N . ")
w N
\N ‘ éH3
Ouabain Octahydrat 3 Steroid N £ _i"f"
O OH
Oxolinsaure 0,1 Chinolin S ~ 0
CI N\
Kt:Hg
1,10-Phenanthrolin 0,1 Phenanthren S 5
4 \
Monohydrat =N N=
S
Phenylthiocarbamid 0,1 Thiourea S 38 HNJLNHZ
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Substanz Konzentration Substanzklasse Ursprung Agonist chemische Struktur
(mM) TAS2R-
(-)-Riboflavin 0,00001 Flavin N
. . 0
Saccharin 10 Sulfonamid S 31,43 A
LN
Natriumhydratsalz ‘“”“55‘3
. . o, HO Y
D-(-)-Salicin 10 Glucosid N 16 Yo [
\ on°y
o on
Sinigrin Hydrat 3 Pyranoside N 16, 38
Solanidin 0,01 Steroid N
Strychnin Nitratsalz 0,03 Alkaloid N 10, 46
L-Sulforaphan 0,3 Isothiocyanat N
Taurin 3 Alkan N
Thiamin Hydrochlorid 1 Thiazol N 1, 39 NH; o y
NS N_{Ca
HE” N7 {SMOH
O/\O
Yohimbin Hydrochlorid 0,2 Alkaloid N 1, 4,10, O on

Die angegebenen Konzentrationen entsprechen den im experimentellen Aufbau maximal
moglich einsetzbaren. Limitiert sind die Substanzkonzentrationen zum einen durch die
Loslichkeit. Waren die Substanzen in dem physiologischen C1-Puffer auch durch Erhitzen
nicht I6sbar, wurde DMSO verwendet. Dieses fuhrt bei hohen Konzentrationen allerdings zu
Artefakten in den funktionellen Experimenten und konnte daher nur in begrenzter
Konzentration eingesetzt werden. Zum anderen kdnnen auch zu hohe Konzentrationen der
Bitterstoffe zu unspezifischen Signalen fiihren. Um rezeptorunabhangige Signale identifizieren
zu kénnen, wurden alle Substanzen und Substanzgemische auch auf Leervektor-transfizierte
Zellen appliziert. Fur die Suche nach neuen Antagonisten, wurden acht Bittergeschmacks-
rezeptoren ausgewahlt, welche in Tabelle sieben mit den verwendeten Agonisten aufgelistet
sind. Nach Meyerhof und Kollegen (2010a) kdnnen die humanen Bittergeschmacksrezeptoren

in vier Gruppen eingeteilt werden. Aus jeder dieser Gruppen wurden einer oder mehrere
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TAS2Rs fir die Studie ausgewahlt. TAS2R9 und -R50 zahlen zu den Bitterrezeptoren mit
kleinem Agonistenspektrum; TAS2R10, -R14, -R46 hingegen zeigten ein auliergewodhnlich
weites Agonistenspektrum. Dazwischen befindet sich TAS2R43 mit 16 bekannten Agonisten.
Zu den Bittergeschmacksrezeptoren, die mehrere Agonisten mit gleichen Strukturmerkmalen
aufweisen, gehéren TAS2R16 und -R38.

Tabelle 7: Auflistung der Testrezeptoren.

Aufgefiihrt sind die TAS2Rs mit den verwendeten Agonisten und deren Konzentration, der Substanzklasse, dem
Ursprung (S = synthetische Verbindung, N = natirlich vorkommende Verbindung) und der chemischen Struktur
(PubChem, Hersteller) der Agonisten. Die Agonisten wurden in der ECgo-Konzentration appliziert, welche zu einer
90%igen Sattigung des Rezeptorsignals fihrt (Behrens et al., 2004; Brockhoff et al., 2011; Slack et al., 2010). Fur
TAS2R9 wurde die maximal applizierbare Konzentration verwendet (Pirenzepin als Agonist von TAS2R9 wurde

publiziert von Dotson et al., 2008; die maximal applizierbare Konzentration wurde in eigenen Experimenten

bestimmt).
TAS2R- Substanz Konzentration Substanzklasse Ursprung chemische Struktur
ECg0 (mM)
Pirenzepin \
9 . P . 2 Benzodiazepin S @ijj
Dihydrochlorid ®
Strychnin /
10 0,09 Alkaloid N
Nitratsalz
14 Picrotoxinin 0,07 Cyclohexan N
Ho FO YY)
16 D-(-)-Salicin 3 Glucosid N Log™”
S
X
38 Phenylthiocarbamid 0,03 Thiourea S HN™NH
Aristolochiasaure 1
43 0,0003 Alkaloid N
Natriumsalz l“r’
46 Picrotoxinin 0,3 Cyclohexan N
50 Andrographolid 0,1 Diterpenoid N o
O
HO'F u}<
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Um die Testsubstanzen als Inhibitoren der Bittergeschmacksrezeptoren zu identifizieren,
wurden funktionelle Calcium-Messungen durchgeflihrt (Abschnitt 2.2.10.1). Durch diese
Methode kann die Reaktion des Rezeptors auf unterschiedliche Wirkstoff-Kombinationen
vermessen werden. In einer ersten Selektionsrunde wurden die Testsubstanzen in zwei
Konzentrationen auf ihr Potential als mdgliche Modulatoren der TAS2Rs getestet.

Abbildung elf zeigt ein Beispiel der Vorversuche auf TAS2R10. Dabei wurden die
Fluoreszenzsignale, welche hervorgerufen wurden durch den Agonisten alleine und den
Agonisten appliziert zusammen mit der Testverbindung verglichen. Zwei Substanzen
(Cromolyn und Phenanthrolin) zeigten ein reduziertes Rezeptorsignal und wurden in
folgenden Experimenten als Antagonisten des TAS2R10 identifiziert. Abbildung elf (unten)
zeigt zur Verdeutlichung die Wirkung von Cromolyn auf die Calcium-Signale von TAS2R10.
Reduzierten die Testsubstanzen das Agonisten-induzierte TAS2R-Calciumsignal wurde der
inhibitorische Effekt der Testsubstanzen mit drei verschiedenen Konzentrationen in An- und
Abwesenheit des Agonisten validiert. Um unspezifische Calciumsignale auszuschliel3en,
wurden alle Proben auch auf Leervektor-transfizierte Zellen appliziert. Scheinbar positive
Modulatoren, welche das Rezeptorsignal erhdhten, stellten sich nach erneuter Uberpriifung
stets als falsch positiv heraus.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Potenz der gefundenen Antagonisten, sind aufgrund der
unterschiedlichen maximalen Signalhéhen der Rezeptoren alle Graphen als Prozent der
Rezeptoraktivierung mit dem Agonisten dargestellt. Das residuale Fluoreszenzsignal (AF/F,
nach der Normierung auf die Leervektor-transfizierten Zellen und dem Abzug der C1-
Pufferkontrolle) des allein applizierten Agonisten ist in den Graphen angegeben. Aufgrund
der grof3en Anzahl von gefundenen Antagonisten werden im Folgenden beispielhaft fir jeden
Rezeptor einige Graphen dargestellt. Alle Graphen sind vollstandig mit den durchgefihrten
Kontrollen (Antagonist allein appliziert auf TAS2R-exprimierende Zellen, sowie alle
Konzentrationen mit und ohne Agonist auf den Leervektor-transfizierten Zellen) im Anhang

dargestellt.
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Abbildung 12: Erste Selektionsrunde der Testsubstanzen auf TAS2R10.

Oben dargestellt ist der experimentelle Aufbau zur Selektion mdglicher Antagonisten aus der Substanzbibliothek
auf TAS2R10. Die Testsubstanzen (TS) wurden in der maximal applizierbaren Konzentration (max. Konz.) und
einem Drittel der Maximalkonzentration (1/3 Konz.) zusammen mit dem Agonisten (Strychnin) auf die TAS2R10-
exprimierenden Zellen gegeben. Als Kontrolle diente die alleinige Applikation der Testsubstanzen in der héchsten
Konzentration auf TAS2R10- und Leervektor-transfizierten Zellen. Jede Spalte (1 bis 5, 7 bis 10) entspricht einer
Testsubstanz. Markiert sind die Testsubstanzen Cromolyn (blau) und Phenanthrolin (griin) welche das Agonisten-
induzierte TAS2R10-Signal (rot) reduzierten.

Ausgehend von der oben abgebildeten Lochplatte wurden die Calciumspuren extrahiert (der Farbcode stimmt
Uberein). Unten abgebildet sind die Calciumspuren der TAS2R10-exprimierenden Zellen induziert (A) durch den
Agonisten Strychnin (rot), die simultane Applikation von Strychnin und der Maximalkonzentration von Cromolyn
(hellblau) bzw. Strychnin zusammen appliziert mit einem Drittel der Maximalkonzentration von Cromolyn
(dunkelblau). Zur Uberpriifung unspezifischer Zellreaktionen wurde der Agonist im Gemisch mit Cromolyn
(maximale Konzentration) auf die Leervektor-transfizierten Zellen appliziert (schwarz).

Als Kontrolle der Zellvitalitat und anderer Storfaktoren diente die zweite Applikation von Somatostatin 14 (B),
welches den endogenen Somatostatin-Rezeptor der Zellen aktiviert. Die Skala entspricht y =200 relative

Lichteinheiten und x = 50 Sekunden.
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3.1.1 Antagonisten von TAS2R43

In der Bittersubstanzbibliothek aus 52 Verbindungen befanden sich sieben bekannte
Agonisten vom TAS2R43. Alle nicht-aktivierenden 45 Bitterstoffe wurden als mdgliche
Antagonisten getestet. Sieben davon stellten sich als Inhibitoren heraus, exemplarisch
dargestellt in Abbildung 13 sind drei der gefundenen Antagonisten fir TAS2R43. Vier der
insgesamt sieben Inhibitoren reduzierten das Rezeptorsignal von TAS2R43 stimuliert mit
Aristolochiasaure um etwa 50 Prozent, beispielhaft an Caprolactam und Cycloheximid
gezeigt. Eine vollstandige Inhibition erfolgte bei der Zugabe von 0,2 mM Yohimbin. Von
Caprolactam wurden maximal 10 mM appliziert. Hier zeigte sich Yohimbin, obwohl in 50fach
geringerer Konzentration verwendet, als weitaus potenterer Antagonist. Cycloheximid wurde
in nur geringfugig héherer Konzentration (0,4 mM) eingesetzt, flihrte aber - wie Caprolactam
- nur zur Halbierung des Calciumsignals. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass
héhere Konzentrationen der Antagonisten zu einer vollstandigen Inhibition fihren wirden.
Allerdings sind diese aufgrund von Artefakten im Messsystem und Léslichkeitsgrenzen nicht
einsetzbar. Als partielle Agonisten stellten sich die Inhibitoren nicht dar, da sie allein
appliziert auf die TAS2R43-exprimierenden Zellen keine Erhdhung der Calciumspur zeigten
(siehe Anhang). Partielle Agonisten rufen nur eine geringe Rezeptorantwort hervor, bei
simultaner Applikation mit einem potenteren Agonisten konkurrieren sie jedoch um die

Bindungstasche und fiihren zu einer Reduktion des Signals.
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Abbildung 13: Beispiele fiir Antagonisten von TAS2R43.

Oben in den Graphen gezeigt sind von links nach rechts jeweils der Agonist Aristolochiasdure allein appliziert,
gefolgt von simultaner Applikation des Agonisten mit dem Inhibitor in steigender Konzentration (Cap = Caprolactam,
Cyx = Cycloheximid, Yoh = Yohimbin) auf TAS2R43-exprimierende Zellen, n = 3 + Standardabweichung. Das
residuale Fluoreszenzsignal des Agonisten allein appliziert ist als Referenzwert in dem Graphen angegeben. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem Student‘schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p £ 0,01 **; p £ 0,001 ***).

Unten dargestellt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen aktiviert mit Aristolochiasdure(—),
gefolgt von gleichzeitiger Applikation (Pfeil) von Aristolochiasdure und steigenden Konzentrationen des Inhibitors
(niedrigste Konzentration — — —; mittlere Konzentration - - . - - ; hochste Konzentration — - —). Die verwendeten
Inhibitorkonzentrationen sind den Graphen zu entnehmen. Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen
mit dem Agonisten und der héchsten Konzentration des Inhibitors sind als Negativkontrolle gezeigt (------- ). Die

Skala entspricht y = 100 relative Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.

3.1.2 Antagonisten von TAS2R16 und TAS2R38

Unter den bekannten Agonisten des TAS2R38 befinden sich einige mit einem NCS-Motiv
(Bufe et al., 2005), und auch bei den aktivierenden Bitterstoffen des TAS2R16 lasst sich oft
eine gemeinsame funktionelle Gruppe (3-D-Glucopyranosid) finden (Bufe et al., 2002). Um
einen eventuellen Zusammenhang zwischen der chemischen Struktur von Agonisten und

Antagonisten zu untersuchen, wurden diese Rezeptoren ausgewahlt.
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Abbildung 14: Beispiele der Antagonisten von TAS2R16 und -R38.

In den Graphen gezeigt sind von links nach rechts jeweils der Agonist (TAS2R16 Salicin 3 mM, TAS2R38
Phenylthiocarbamid 30 uM) allein appliziert gefolgt von simultaner Applikation des Agonisten mit dem Inhibitor in
steigender Konzentration (AITC = Allylisothiocyanat, Hyd = Hydrocortison, Yoh = Yohimbin, Chl = Chloroquin) auf
TAS2R-exprimierende Zellen, n = 3 + Standardabweichung. Das residuale Fluoreszenzsignal des Agonisten allein
appliziert ist als Referenzwert in dem Graphen angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mit dem
Student'schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p < 0,01 **; p < 0,001 ***).

Rechts dargestellt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen aktiviert mit dem Agonisten (—),
gefolgt von gleichzeitiger Applikation (Pfeil) des Agonisten und steigenden Konzentrationen des Inhibitors
(niedrigste Konzentration — — —; mittlere Konzentration - - - - - ; héchste Konzentration — -+ —). Die verwendeten
Inhibitorkonzentrationen sind den Graphen zu entnehmen. Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen
mit dem Agonisten und der héchsten Konzentration des Inhibitors sind als Negativkontrolle gezeigt (------- ). Die

Skala entspricht y = 100 relative Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.

Die Substanzbibliothek enthielt auch Agonisten des TAS2R16 und -R38. So wurden in der
vorliegenden Arbeit auf TAS2R16 47 Verbindungen und auf TAS2R38 39 Bitterstoffe als
Antagonisten geprtift. Bei den insgesamt finf TAS2R16-Antagonisten und den zwei TAS2R38-
Antagonisten tragt nur Allylisothiocyanat (AITC) eine NCS-Gruppe, ein R-D-Glucopyranosid
|asst sich bei keinem der Inhibitoren finden. AITC stellte sich als breitbandiger Inhibitor heraus,
wie spater in diesem Kapitel in Tabelle acht deutlich werden wird. Im Vergleich zu den anderen
Testrezeptoren, besall TAS2R16 das weitaus hdchste  Agonisten-induzierter

Fluoreszenzsignal (AF/F = 1) und wurde von keiner der Testsubstanzen vollstandig inhibiert.
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Yohimbin, in einer Konzentration von 0,2 mM appliziert, reduzierte das Rezeptorsignal,
hervorgerufen durch den Agonisten Salicin, nur um 34 Prozent. Somit war Yohimbin, obwohl
in gleicher Konzentration verwendet, ein weitaus potenterer Inhibitor von TAS2R43 als flr
TAS2R16. Chloroquin hatte einen inhibitorischen Effekt auf beide Rezeptoren (Tabelle 8),
zeigte allerdings mit steigenden Konzentrationen keine starkere Inhibition. Hydrocortison
inhibierte TAS2R16 um 31 Prozent und war ein spezifischer Antagonist des TAS2R16, da die

Substanz bei allen anderen sieben Testrezeptoren kein inhibitorisches Potential zeigte.

3.1.3 Antagonisten von TAS2R10, TAS2R14 und TAS2R46

Die humanen Bittergeschmacksrezeptoren TAS2R10, -R14 und -R46 zeichnen sich durch ein
ausgesprochen weites Agonistenspektrum aus, wobei bislang keine allgemeinen chemischen
Merkmale ausgemacht werden konnten (Levit et al., 2014). Ausgehend von 39 getesteten
Bittersubstanzen wurden fir TAS2R10 vier Antagonisten gefunden, fir TAS2R14 aus 50
Testverbindungen sechs Inhibitoren und fir TAS2R46 wurden finf inhibitorisch wirkende

Substanzen aus insgesamt 43 Bitterstoffen identifiziert.
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Abbildung 15: Beispiele der Antagonisten von TAS2R10, -R14 und -R46.
Oben in den Graphen gezeigt sind von links nach rechts jeweils der Agonist (TAS2R10 Strychnin 90 uM, TAS2R14
Picrotoxinin 70 uM, TAS2R46 Picrotoxinin 300 uM), allein appliziert gefolgt von simultaner Applikation des

e, A
L

TAS2R46 Chloroquin

TAS2R46 AITC

Agonisten mit dem Inhibitor in steigender Konzentration (AITC = Allylisothiocyanat, Crom = Cromolyn,
Cyx = Cycloheximid, Chl = Chloroquin) auf TAS2R-exprimierende Zellen, n =3 * Standardabweichung. Das
residuale Fluoreszenzsignal des Agonisten allein appliziert ist als Referenzwert Giber dem Graphen angegeben. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem Student‘schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p < 0,01 **; p £ 0,001 ***).

Unten dargestellt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen aktiviert mit dem Agonisten (—),
gefolgt von gleichzeitiger Applikation (Pfeil) des Agonisten und steigenden Konzentrationen des Inhibitors
; hochste Konzentration — -+

(niedrigste Konzentration — — —; mittlere Konzentration - ). Die verwendeten

Inhibitorkonzentrationen sind den Graphen zu entnehmen. Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen
mit dem Agonisten und der héchsten Konzentration des Inhibitors sind als Negativkontrolle gezeigt (------- .

Skala entspricht y = 100 relative Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.
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AITC stellte sich auch bei diesen Rezeptoren als Antagonist heraus, wobei das Calciumsignal
von TAS2R10 mit dem Agonisten Strychnin und TAS2R46 mit Picrotoxinin als Agonist auf 19
Prozent verringert wird. Das Rezeptorsignal von TAS2R14 auch hervorgerufen von
Picrotoxinin wurde auf 41 Prozent reduziert. Zeigt AITC (1 mM) bei TAS2R10 eine fast
vollstandige Inhibition, reduzierte Cromolyn in 10fach héherer Konzentration (10 mM) das
Signal nur um circa die Halfte. Gleiches gilt fir Cycloheximid beim TAS2R14, welches in einer
0,4 millimolaren Konzentration das Signal auf 66 Prozent erniedrigt, wohingegen AITC zu einer
rund 40 Prozent kleineren Rezeptorantwort fihrt. Des Weiteren wurde mit Picrotoxinin der
gleiche Agonist fir TAS2R14 und TAS2R46 verwendet. Die Bittergeschmacksrezeptoren
besitzen vier gemeinsame Antagonisten (AITC, Chloroquin, Cromolyn, Phenanthrolin), von
denen nur Cromolyn beide Rezeptoren in gleichem MaRe (um ca. 10 Prozent) inhibiert.
Allerdings ist das inhibitorische Potential von Cromolyn fir den TAS2R14 und TAS2R46
schwach und statistisch nicht signifikant. Die anderen genannten Antagonisten unterscheiden
sich in ihrer Potenz und wirken auch auf andere TAS2R als Inhibitoren. Chloroquin stellte sich
als partieller Agonist von TAS2R46 heraus.

Bei der Suche nach neuen Antagonisten konnten fir TAS2R46 drei bisher unbekannte

|

40

Agonisten identifiziert werden (Abbildung 16).

T T

6-Propyl-2-thiouracil Erythromycin Dextrometorphan

; _

Abbildung 16: Agonisten des TAS2R46.

Gezeigt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen (—) aktiviert mit 6-Propyl-2-thiouracil (500 pM),
Erythromycin (300 uM) und Dextrometorphan (10 uM). Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen
appliziert mit dem Agonisten sind als negativ Kontrolle gezeigt (------- ). Die Skala entspricht y = 100 relative

Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.

3.1.4 Antagonisten von TAS2R50

Fiar TAS2R50 sind bisher nur drei Agonisten bekannt, da sich einer davon (Andrographolid) in
der Bittersubstanzbibliothek befindet konnten die tubrigen 51 Verbindungen als Antagonisten
getestet werden. Mit 14 inhibitorisch wirkenden Verbindungen wurden doppelt so viele
Antagonisten wie fur den TAS2R43 identifiziert. Dabei sind sieben natirlichen und sieben
synthetischen Ursprungs. Aufgrund der Fille von Antagonisten wird in Abbildung 17 eine

Auswahl gezeigt.
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Abbildung 17: Beispiele der Antagonisten von TAS2R50.

Oben in den Graphen gezeigt sind von links nach rechts jeweils der Agonist (Andrographolid 100 pM), allein
appliziert gefolgt von simultaner Applikation des Agonisten mit dem Inhibitor in steigender Konzentration (AITC =
Allylisothiocyanat, Den = Denatoniumbenzoat, Nap = Naphazolin, Nar = Naringin, Oua = Ouabain, Sac = Saccharin)
auf TAS2R-exprimierende Zellen, n = 3 + Standardabweichung. Das residuale Fluoreszenzsignal des Agonisten
allein appliziert ist als Referenzwert (iber dem Graphen angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mit dem
Student‘schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p < 0,01 **; p < 0,001 ***).

Unten dargestellt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen aktiviert mit dem Agonisten (—),
gefolgt von gleichzeitiger Applikation (Pfeil) des Agonisten und steigenden Konzentrationen des Inhibitors
(niedrigste Konzentration — — —; mittlere Konzentration - - - - - ; hochste Konzentration — -+ —). Die verwendeten
Inhibitorkonzentrationen sind den Graphen zu entnehmen. Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen
mit dem Agonisten und der hdchsten Konzentration des Inhibitors sind als Negativkontrolle gezeigt (------- ). Die

Skala entspricht y = 100 relative Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.
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Keiner der identifizierten Antagonisten reduzierte das Calciumsignal von TAS2R50-
exprimerenden Zellen auf Andrographolid vollstandig (Tabelle 8). Bei vielen Inhibitoren zeigte
sich nur eine mafige Inhibition von ungefahr 15 bis 40 Prozent. Die starkste Verringerung des
Signals riefen mit nahezu 60 Prozent Denatoniumbenzoat und mit tGber 50 Prozent Yohimbin
hervor. Saccharin reduzierte in der hdchsten applizierten Konzentration von 10 mM die
Rezeptorantwort um 30 Prozent, AITC dagegen bei einer ein millimolaren Konzentration
bereits um 43 Prozent. Die Antagonisten Denatoniumbenzoat, Naphazolin, Naringin und
Ouabain sind spezifische Antagonisten von TAS2R50. Bei allen weiteren sieben getesteten
Bittergeschmacksrezeptoren zeigten diese Substanzen keine inhibitorische Wirkung.
Naphazolin in 1000fach geringerer Konzentration (0,3 uM, auf 64 Prozent) appliziert
verminderte das TAS2R50-Signal ahnlich stark wie Naringin (0,3 mM, auf 61 Prozent).

Far TAS2R50 wurde mit Abstand die gréRte Anzahl an Antagonisten gefunden, obwohl die
Anzahl der getesteten Bitterstoffe bei TAS2R10 ahnlich hoch war (TAS2R50 51 Verbindungen,

TAS2R10 50 Verbindungen) wurden fiir diesen Rezeptor nur sechs Antagonisten identifiziert.

3.1.5 Antagonisten von TAS2R9

Nach den Ergebnissen der Experimente fur TAS2R50, sollte ein weiterer Rezeptor mit nur
wenigen bekannten Agonisten untersucht werden. Hierflir wurde TAS2R9 mit bis dato drei
bekannten Agonisten ausgewahlt. Dieser Rezeptor mit dem Agonisten Pirenzepin weist - im
Vergleich zu den anderen Bittergeschmacksrezeptoren mit engem Agonistenspektrum,

welche noch nicht getestet wurden - ein solides Fluoreszenzsignal auf.
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Abbildung 18: Beispiele der Antagonisten von TAS2R9.

Oben in den Graphen gezeigt sind von links nach rechts jeweils der Agonist (TAS2R9 Pirenzepin 2 mM), allein
appliziert gefolgt von simultaner Applikation des Agonisten mit dem Inhibitor in steigender Konzentration
(Chl = Chloroquin, Col = Colchicin, Fam = Famotidin) auf TAS2R-exprimierende Zellen,
n = 3 + Standardabweichung. Das residuale Fluoreszenzsignal des Agonisten allein appliziert ist als Referenzwert
Uber dem Graphen angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student'schen t-Test ermittelt
(p<0,05* p=<0,01*;p=<0,001**).

Unten dargestellt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen aktiviert mit dem Agonisten (—) und
der gleichzeitigen Applikation (Pfeil) des Agonisten und steigenden Konzentrationen des Inhibitors (niedrigste
Konzentration — — —; mittlere Konzentration - -.- - ; hochste Konzentration — - —). Die verwendeten
Inhibitorkonzentrationen sind den Graphen zu entnehmen. Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen
mit dem Agonisten und der hdchsten Konzentration des Inhibitors sind als Negativkontrolle gezeigt (------- ). Die

Skala entspricht y = 100 relative Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.

Alle 52 Stoffe aus der Bittersubstanzbibliothek wurden als Antagonisten auf den TAS2R9
getestet und davon wurden flnf als Inhibitoren identifiziert. Beispielhaft sind in Abbildung 18
Chloroquin, Colchicin und Famotidin gezeigt. Wie schon bei TAS2R38 (Abbildung 14) zeigte
auch bei TAS2R9 Chloroquin keine konzentrationsabhangige Inhibition und minimierte das
TAS2R9-Signal mit dem Agonisten Pirenzepin auf 54 Prozent. Colchicin (3 mM) wurde im
ahnlichen Konzentrationsbereich wie Chloroquin (2 mM) appliziert und inhibierte das
Rezeptorsignal auf 70 Prozent. Von den funf Antagonisten flhrte nur Famotidin zu einer fast

vollstandigen Inhibition und wirkte nur auf den TAS2R9 als Antagonist.
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3.1.6 Vergleichende Darstellung aller gefundenen Antagonisten

Eine Ubersicht aller identifizierten Antagonisten aus der Bittersubstanzbibliothek (Tabelle 6)
gibt Tabelle 8. Hier wird die inhibitorische Potenz der Bitterstoffe, appliziert in deren maximal
moglichen  Konzentration, auf die acht getesteten Bittergeschmacksrezeptoren

wiedergegeben.

Tabelle 8: Auflistung aller gefundenen Rezeptor-Inhibitor-Paare. Wirkten die Substanzen als Inhibitoren (Inh),
sind sie grau markiert. Angegeben ist die Reduktion des Rezeptorsignals (hervorgerufen durch den jeweiligen
Agonisten) auf x% bei der Applikation der maximal mdglichen Konzentration der Testsubstanz. Alle Experimente
wurden in Triplikaten durchgefiihrt. In Klammern wurden die Substanzen gesetzt, fiir die keine statistische
Signifikanz vorliegt. Fir diese sind die p-Werte angegeben (Student’schen t-Test). Wirkte die Substanz als Agonist
auf einem Rezeptor ist dieses mit einem A verzeichnet (Meyerhof et al., 2010a). *Fir diese Experimente wurde der

Agonist Picrotoxinin in seiner ECso-Konzentration 0,02 mM eingesetzt.

Substanz TAS2R-
9 10 14 16 38 43 46 50
6-Methyl-2-thiouracil A Inh 65
Allylisothiocyanat Inh 77 Inh 19 Inh 41 Inh 47 A Inh 71 Inh 19 Inh 57
Arbutin Inh 60 A
Caprolactam A Inh 56
. (Inh 83)
Chloramphenicol A A A
p =0,07
Chloroquin Inh 54 A Inh 0 Inh 48 Inh 52 Inh 50 Inh 50
(Inh 76)
Colchicin Inh 70 Inh 55 A
p=0,29
(Inh 90) (Inh 89) | Inh 66
Cromolyn Inh 49 A
p=0,26 p=0,13
Cycloheximid A Inh 66 Inh 49
Denatoniumbenzoat A A A Inh 41
(Inh 77)
Doxepin
p=0,08
Famotidin Inh 23 A
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Substanz TAS2R-
9 10 14 16 38 43 46 50
Hydrocortison Inh 69 A
Naphazolin Inh 64
Naringin Inh 61
Ouabain Inh 55
Phenanthrolin Inh 49 Inh 33 Inh 27* Inh 85 Inh O Inh 79 Inh 40 Inh 84
(Inh 89) (Inh 88)
Saccharin A Inh 70
p=0,18 p=0,26
Sinigrin A A Inh 58
Yohimbin A Inh 66 A Inh O A Inh 47
Anzahl der
5 4 6 5 2 7 5 14
Inhibitoren
Summe der
getesteten 52 39 50 47 39 45 43 51
Substanzen

In der Zusammenfassung zeigt sich, dass von 52 Testsubstanzen 20 eine inhibierende
Wirkung auf einen oder mehrere der getesteten acht Bittergeschmacksrezeptoren haben. Zu
beachten ist, dass einige der Testsubstanzen Agonisten der ausgewahlten Rezeptoren sind
und nicht fir jeden Rezeptor die gleiche Anzahl an Testsubstanzen vorlag. So befanden sich
in der Substanzbibliothek 13 bekannte Agonisten von TAS2R10, wodurch sich eine
Gesamtzahl von 39 Testsubstanzen ergab. Fir den TAS2R50 wurden 51 Substanzen der
Gesamtliste getestet, da diesen Rezeptor nur die Testverbindung Andrographolid aktiviert. Fir
einige der Antagonisten-Rezeptor-Paare konnte keine statistische Signifikanz der Inhibition
nach Zusammenfassen der Triplikate festgestellt werden. Da aber in den Einzelexperimenten
eine Inhibition zu erkennen war, wurden diese in die Liste der Antagonisten mit aufgenommen.
Im Anhang befinden sich die Graphen der einzelnen Experimente. Im Detail inhibieren 12
Verbindungen nur einen Rezeptor, wobei acht TAS2R50 (Agonist Andrographolid)
zugeschrieben werden koénnen. Auch TAS2R9 (Agonist Pirenzepin), -R14 (Agonist
Picrotoxinin), -R16 (Agonist Salicin) und -R43 (Agonist Aristolochiasdure) besitzen

rezeptorspezifische Antagonisten (Tabelle 8). So reduzierte Famotidin nur das Calciumsignal
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ein Antagonist von TAS2R16 und Caprolactam ein spezifisch auf TAS2R43 wirkender
Inhibitor. Cycloheximid stellte sich als Antagonist von TAS2R14 mit einer Signalreduktion auf
66 Prozent und von TAS2R43 mit einer Minimierung auf 49 Prozent heraus.

Colchicin, Saccharin und Yohimbin inhibierten jeweils drei TAS2Rs, wobei Yohimbin und
Colchicin eine teilweise Uberlappung zeigten mit der inhibitorischen Wirkung auf TAS2R43
und -R50. Fir diese beiden Antagonisten ist deren inhibitorische Potenz individuell fir jede
Rezeptor-Inhibitor-Kombination. Zum Beispiel war die Inhibition von Yohimbin (0,2 mM) auf
dem TAS2R43 vollstandig. Colchicin in 10fach hdherer Konzentration (3 mM) hingegen
reduzierte das TAS2R43-Signal nur um circa die Halfte. Das Calciumsignal von TAS2R50
mit dem Agonisten Andrographolid wurde von Colchicin auf 76 Prozent, vom Antagonisten
Yohimbin dagegen auf 47 Prozent inhibiert. Des Weiteren wirkte Yohimbin auch
antagonistisch auf den TAS2R16 aktiviert mit Salicin. Hier zeigte Yohimbin die schwachste
Inhibition mit einer Reduktion des TAS2R16-Signals auf 66 Prozent. Saccharin reduzierte die
Calciumsignale von TAS2R10 und -R46 mit den spezifischen Agonisten appliziert nur gering
(89 bzw. 88 Prozent). Das TAS2R50-Signal wurde von Saccharin auf 70 Prozent verringert.
Vier Bittergeschmacksrezeptoren wurden von Cromolyn inhibiert. Dabei ist die Inhibition von
TAS2R14 und -R46 nur gering auf 90 bzw. 89 Prozent, wobei beide Rezeptoren mit
Picrotoxinin in unterschiedlichen ECgo-Konzentrationen (70 bzw. 300 uyM) aktiviert wurden.
Auf 66 Prozent wurde das Rezeptorsignal des TAS2R50 verringert. Am starksten von allen
Rezeptoren wirkte Cromolyn auf TAS2R10 mit einer Signalreduktion auf 49 Prozent.

Drei Substanzen (Allylisothiocyanat, Chloroquin, Phenanthrolin) stellten sich als breitbandige
Inhibitoren heraus. Chloroquin wurde als Antagonist von sechs TAS2Rs identifiziert, wobei
es nur bei TAS2R14 zu einer vollstandigen Reduktion des Signals kam. Die anderen flnf
Rezeptoren wurden unabhangig von der Hohe des Rezeptorsignals, hervorgerufen durch die
jeweiligen Agonisten, um circa die Halfte inhibiert. So war das Fluoreszenzsignal von
TAS2R16 (AF/F = 1,1; Anhang S.117) mehr als dreimal hoher als das des TAS2R9 (AF/F =
0,33; Abbildung 18). Der Verlauf der Calciumspur anderte sich zwar bei steigenden
Konzentrationen von Chloroquin, nach der Normierung auf die Leervektor-transfizierten
Zellen zeigte das residuale Fluoreszenzsignal aber keine verstarkte Inhibition (Abbildung 18).
Allylisothiocyanat (AITC) minimierte das Signal von TAS2R10 und -R46 auf 19 Prozent, das
Signal von TAS2R14, -R16 und -R50 auf 41 bis 57 Prozent. Die geringste inhibitorische
Potenz zeigte AITC bei TAS2R9 und -R43 mit dem Absenken der Signalhdhe auf 77 bzw. 71
Prozent. Diese Cyanatverbindung ist bekanntlich ein Agonist des TAS2R38 und nach der
Entdeckung, dass Chloroquin ein partieller Agonist des TAS2R46 ist, wurde auch AITC auf
eine mogliche inhibitorische Wirkung auf den TAS2R38 getestet. Allerdings konnte keine

Reduktion des Rezeptorsignals festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Phenanthrolin
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zeigte sich als Antagonist flr alle acht getesteten Bittergeschmacksrezeptoren und dessen

inhibitorisches Potential wird detailliert im nachsten Punkt beschrieben.

3.1.7 Phenanthrolin als breitbandiger Antagonist

Phenanthrolin, ein bekannter Agonist von TAS2R5 (Meyerhof et al., 2010a), stellte sich als
Inhibitor fir alle acht getesteten Bitterrezeptoren heraus. In Abbildung 19 ist die inhibitorische
Wirkung von Phenanthrolin exemplarisch flir sechs Rezeptoren dargestellt.

Obwohl Phenanthrolin immer in den gleichen Konzentrationen (maximal applizierbare
Konzentration 100 uM) verwendet wurde, flhrte die Substanz zu unterschiedlich hohen
Reduktionen der Rezeptorsignale. Die Signale der jeweiligen Agonisten von TAS2R16, -R43
und -R50 wurden bei der Zugabe von 100 uM Phenanthrolin auf 85, 79 bzw. 84 Prozent
reduziert. Die Calciumspuren von TAS2R9, -R10 und -R46 aktiviert mit den jeweiligen
Agonisten wurden auf 49, 33 bzw. 40 Prozent minimiert. Auch zwischen der anfanglichen
Signalhéhe der Rezeptor-transfizierten Zellen mit alleiniger Applikation des spezifischen
Agonisten und der Starke der Inhibition bei gleichzeitiger Zugabe der hdchsten Konzentration
von Phenanthrolin (100 uM) l&sst sich kein Zusammenhang herstellen. So wurden der
TAS2R16 (Tabelle 8) und der TAS2R50 um ungefahr 15 Prozent blockiert, jedoch war das
residuale Fluoreszenzsignal des TAS2R16 (AF/F = 1,13; Anhang S.124) im Vergleich zum
TAS2R50 (AF/F = 0,5) mehr als doppelt so hoch. Des Weiteren wurde TAS2R38 vollstandig
inhibiert, obwohl das Rezeptorsignal (AF/F = 0,35) nur etwas héher war als flr den TAS2R10
(AF/F = 0,22) und -R14 (AF/F = 0,25; Anhang S.123), bei denen das Rezeptorsignal nur auf

rund 30 Prozent reduziert wurde (Tabelle 8).
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Abbildung 19: Phenanthrolin als breitbandiger Antagonist.

Oben in den Graphen gezeigt sind von links nach rechts jeweils der Agonist (TAS2R9 Pirenzepin 2 mM, TAS2R10
Strychnin 90 yM, TAS2R38 Phenylthiocarbamid 3 uM, TAS2R43 Aristolochiasaure 0,3 uM, TAS2R46 Picrotoxinin
300 uM, TAS2R50 Andrographolid 100 uM), allein appliziert gefolgt von simultaner Applikation des Agonisten mit
dem Inhibitor in steigender Konzentration (Phe = Phenanthrolin) auf TAS2R-exprimierende Zellen,
n = 3 + Standardabweichung. Das residuale Fluoreszenzsignal des Agonisten allein appliziert ist als Referenzwert
Uber dem Graphen angegeben. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student'schen t-Test ermittelt
(p<0,05* p=<0,01*p=<0,001***).

Unten dargestellt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen aktiviert mit dem Agonisten (—),
gefolgt von gleichzeitiger Applikation (Pfeil) des Agonisten und steigenden Konzentrationen Phenanthrolins
(niedrigste Konzentration — — —; mittlere Konzentration - - - - - ; hochste Konzentration — - —). Die verwendeten
Inhibitorkonzentrationen sind den Graphen zu entnehmen. Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen
mit dem Agonisten und der héchsten Konzentration des Inhibitors sind als Negativkontrolle gezeigt (------- ). Die

Skala entspricht y = 100 relative Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.
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3.2 Konzentrations-Wirkungsbeziehungen ausgewahlter Antagonisten

In der vorliegenden Arbeit wurden 52 Bitterstoffe als mogliche Antagonisten auf acht
Bittergeschmacksrezeptoren (TAS2R9, -R10, -R14, -R16, -R38, -R43, -R46, -R50) getestet.
Drei Substanzen stellten sich als breitbandige Inhibitoren heraus, die das Fluoreszenzsignal
der TAS2R-exprimierenden Zellen mit den jeweiligen Agonisten von sechs und mehr
Bitterrezeptoren reduzierten (Tabelle 8). Um die Potenz der Antagonisten gegeniiber den
Agonisten der Bittergeschmacksrezeptoren beurteilen zu kénnen, wurden Dosis-Wirkungs-
Experimente durchgeflihrt. Hierbei wurden die Agonisten in der jeweiligen ECso-
Konzentration des TAS2Rs zusammen mit steigenden Konzentrationen des Antagonisten
aufgetragen. So konnten die ICso-Werte berechnet werden, welche ahnlich der ECso-
Konzentration Aufschluss dariber geben wie hoch die Konzentration des Inhibitors sein

muss, um das maximale Rezeptorsignal um 50 Prozent zu inhibieren.

3.2.1 Dosis-Wirkungs-Experimente mit dem Antagonisten Chloroquin

Unter den acht Testrezeptoren befand sich TAS2R10, fir den Chloroquin ein bekannter
Agonist ist. Somit wurde Chloroquin als Antagonist fir sieben TAS2Rs getestet und zeigte
eine inhibitorische Wirkung auf sechs Rezeptoren (TAS2R9, -R14, -R16, -R38, -R43, -R46).
Nur fir TAS2R50 konnte keine Reduktion des Calciumsignals festgestellt werden (Tabelle
8). Fur alle sechs Bittergeschmacksrezeptoren die Chloroquin inhibierte wurden Dosis-
Wirkungs-Experimente durchgefiihrt. In den vorherigen Versuchen wurden die Agonisten in
ihren ECgo-Konzentrationen verwendet, wobei festgestellt werden konnte, dass Chloroquin
TAS2R14 mit seinem Agonisten Picrotoxinin vollstandig, alle anderen Rezeptoren um ca. 50
Prozent inhibierte (Tabelle 8). Um die Konzentration-Wirkungsbeziehung zu untersuchen,

wurden die Agonisten in der ECso-Konzentration eingesetzt.
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Abbildung 20: Dosis-Wirkungs-Experimente des Antagonisten Chloroquin.

Dargestellt ist die Reduzierung der Calciumsignale der TAS2Rs mit ihren spezifischen Agonisten (TAS2R9
Pirenzepin; -R14 Picrotoxinin; -R16 Salicin; -R38 Phenylthiocarbamid (PTC); -R46 Picrotoxinin) in Anwesenheit
steigender Konzentrationen von Chloroquin (Chloro) auf Rezeptor- (schwarz) und Leervektor-transfizierten (grau)
Zellen. Die Agonisten wurden in der jeweiligen ECso-Konzentration verwendet (Pirenzepin auf TAS2R9 Dosis-
Wirkungs-Experiment Anhang S.128; Behrens et al., 2014; Bufe et al., 2002; Biarnes et al., 2010; Brockhoff et al.,
2007). Die Berechnung der ICso-Werte erfolgte in SigmaPlot, n = 3 + Standardabweichung. Die statistische
Signifikanz wurde mit dem Student‘schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p 0,01 **; p = 0,001 ***).

In Abbildung 20 ist zu sehen, dass Chloroquin die Calciumsignale von TAS2R9 mit dem
Agonisten Pirenzepin, -R14 auf Picrotoxinin und -R38 mit dem Aktivator Phenylthiocarbamid
(PTC) vollstandig hemmt. Beim Vergleich der ICso-Werte besald Chloroquin flir TAS2R9 mit
einem [Csp von 25,3 uM die héchste Potenz. Der ICso-Wert von TAS2R14 war im Vergleich
zu dem von TAS2R9 um ein Vielfaches hoher mit 298,5 uM, wobei die residualen
Fluoreszenzwerte (TAS2R9 AF/F = 0,26; TAS2R14 AF/F = 0,21) bei der Koapplikation der
niedrigsten Konzentration von Chloroquin (0,6 uM) ahnlich hoch waren. Chloroquin zeigte in
hohen Konzentrationen ein negatives, Rezeptor unabhangiges Fluoreszenzsignal. Rief der
verwendete Agonist wie zum Beispiel Pirenzepin selbst auch ein negatives Rezeptor
unabhangiges Fluoreszenzsignal hervor, vertiefte sich dieses zusatzlich. Zu sehen ist dies
an den Leervektor-transfizierten Kontrollzellen (Abbildung 20). Allerdings wurden TAS2R16, -
R43 und -R46 trotz des steigenden negativen Artefakts bei hdheren Konzentrationen (0,6
mM und 2 mM Chloroquin) nicht vollstdndig inhibiert. Nach der Normierung auf die
Leervektor-transfizierten Zellen zeigte das residuale Calciumsignal von TAS2R16 und -R46
keine weitere Abnahme bei den héchsten Konzentrationen von Chloroquin, wobei Chloroquin
ein partieller Agonist von TAS2R46 ist (Abbildung 15). Der ICso-Wert von TAS2R16 wurde
bei 61,4 uM bestimmt und die halbmaximale Inhibition von TAS2R46 erfolgte bei 50,6 uM
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Chloroquin. Fir TAS2R16 liel3 sich kein verwertbarer Standardfehler berechnen. Die ICso-
Werte flir TAS2R38 und -R43 (Abbildung 20, 23) liegen zwar nahe beieinander (98,4 bzw.
86,2 uM), jedoch zeigte TAS2R43 mit dem Agonisten Aristolochiasaure bei gleichzeitiger
Zugabe von Chloroquin eine Signalerniedrigung auf ca. 36 Prozent, wohingegen das

Calciumsignal von TAS2R38 wie schon erwahnt vollstandig unterdriickt wurde.

3.2.2 Dosis-Wirkungs-Experimente mit dem Antagonisten Phenanthrolin

Phenanthrolin zeigte sich als Inhibitor fir alle acht Testrezeptoren (Tabelle 8). Abbildung 21
zeigt, dass bei der Applikation der Agonisten in deren ECsp-Konzentration und der
simultanen Zugabe von Phenanthrolin das Calciumsignal von vier
Bittergeschmacksrezeptoren vollstandig inhibiert wurde. Wie schon bei Chloroquin zahlen zu
diesen Rezeptoren TAS2R14 und -R38. Mit ICs-Werten von 5,8 uM bzw. 3,1 pM st
Phenanthrolin im Vergleich mit Chloroquin der weitaus potentere Antagonist (ICs, 298,5 uM
bzw. 98,4 uM). Auch bei TAS2R10 und -R46 war bei der Koapplikation der Agonisten und
100 uM bzw. 30 uM Phenanthrolin kein Rezeptorsignal mehr vorhanden, wobei die halb-
maximale hemmende Wirkung von TAS2R10 bei 8 uM, von TAS2R46 bei 6,6 uM
Phenanthrolin eintrat. Im Vergleich zu Chloroquin zeigte auch Phenanthrolin keine
vollstandige Inhibition von TAS2R16. Der ICso-Wert des Antagonisten Phenanthrolin auf
TAS2R16 war mit 53 pM niedriger als jener von Chloroquin (61,4 uM). Die residualen
Fluoreszenzsignale von TAS2R16 (AF/F = 0,94) und TAS2R50 (AF/F = 0,27), hervorgerufen
vom Agonisten und gleichzeitiger Applikation von 0,03 uM Phenanthrolin (100 Prozent),
sanken bei der Zugabe von 100 uM Phenanthrolin auf 83 Prozent. Mit 4,3 uM war der 1Cso-
Wert des TAS2R50 um mehr als ein zehnfaches geringer als von TAS2R16 (ICso = 53 uM).
Anzumerken ist, dass die Signalreduktion von TAS2R50 durch Phenanthrolin auf 83 Prozent
statistisch nicht signifikant war. Die Aktivierung von TAS2R9 durch die Koapplikation des
Agonisten Pirenzepin und 0,03 uM Phenanthrolin (AF/F = 0,27) wurde durch die maximal
applizierbare Konzentration von 100 uM Phenanthrolin auf 20 Prozent minimiert. Ein 1Cso-

Wert konnte nicht ermittelt werden.
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Abbildung 21: Dosis-Wirkungs-Experimente des Antagonisten Phenanthrolin.

Dargestellt ist die Minimierung der Calciumsignale der TAS2Rs mit ihren spezifischen Agonisten (TAS2R9
Pirenzepin; -R10 Strychnin; -R14 Picrotoxinin; -R16 Salicin; -R38 Phenylthiocarbamid (PTC); -R46 Picrotoxinin; -
R50 Andrographolid) in Anwesenheit steigender Konzentrationen von Phenanthrolin (Phen) auf Rezeptor-
(schwarz) und Leervektor-transfizierten (grau) Zellen. Die Agonisten wurden in der jeweiligen ECso-Konzentration
verwendet (Pirenzepin auf TAS2R9 Dosis-Wirkungs-Experiment im Anhang S.128; Behrens et al., 2009; Behrens
et al., 2014, Biarnes et al., 2010; Born et al., 2013; Brockhoff et al., 2007; Bufe et al., 2002). Die Berechnung der
ICso-Werte erfolgte in SigmaPlot, n = 3 + Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde mit dem
Student'schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p 0,01 **; p < 0,001 ***).

3.2.3 Dosis-Wirkungs-Experimente mit dem Antagonisten Allylisothiocyanat

Mit Allylisothiocyanat (AITC) wurde ein weiterer Bitterstoff gefunden der eine hemmende
Wirkung auf mehrere Bittergeschmacksrezeptoren besal} (Tabelle 8). Sieben Rezeptoren
(TAS2R9, -R10, -R14, -R16, -R43, -R46, -R50) zeigten ein reduziertes Rezeptorsignal bei
der Koapplikation des Agonisten und AITC. Die Calciumspur von TAS2R14 und -R16
hervorgerufen durch den spezifischen Agonisten wurden durch die simultane Zugabe von
AITC (1 mM) auf 41 bzw. 47 Prozent minimiert, wobei die H6he des Agonisten-induzierten
TAS2R16-Signals (AF/F =1,07) mehr als doppelt so hoch war wie jenes von TAS2R14
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(AF/F = 0,41) (Abbildung 14 und 15). Um den antagonistischen Effekt von AITC auf diese
Rezeptoren weiter zu untersuchen, wurden Dosis-Wirkungs-Experimente durchgefihrt
(Abbildung 22). Die ermittelten ICso-Werte lagen bei 136,1 uM flir TAS2R14 mit dem
Agonisten Picrotoxinin und 1106 uM fir TAS2R16 aktiviert mit Salicin.

Auch mit AITC wurde das Signal von TAS2R16 mit dem spezifischen Agonisten Salicin nur
reduziert. Lag der ICso-Wert von Chloroquin und Phenanthrolin fir TAS2R16 bei 61,4 bzw.
53 uM so stieg dieser fir AITC auf 1106 uM (Abbildung 20 und 21).
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Abbildung 22: Dosis-Wirkungs-Experimente des Antagonisten Allylisothiocyanat.

Dargestellt ist die Minimierung der Calciumsignale der TAS2Rs mit ihren spezifischen Agonisten (TAS2R14
Aristolochiasdure und Picrotoxinin; -R16 Salicin) in Anwesenheit steigender Konzentrationen von
Allylisothiocyanat (AITC) auf Rezeptor- (schwarz) und Leervektor-transfizierten (grau) Zellen. Die Agonisten
wurden in der jeweiligen ECso-Konzentration verwendet (TAS2R14 Aristolchiasdure Stefanie Nowak (Dife,
Molekulare Genetik); Behrens et al., 2014; Bufe et al., 2002). Die Berechnung der ICso-Werte erfolgte in Sigma
Plot, n = 3 + Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student'schen t-Test ermittelt
(p<0,05* p=<0,01*;p=<0,001**).

Um die Spezifitat der Inhibition von AITC auf TAS2R14 zu testen, wurde als weiterer Agonist
Aristolochiasaure verwendet. Das Calciumsignal von Aristolochiasdure auf TAS2R14-
exprimierenden Zellen, in fast 100fach geringerer Konzentration eingesetzt als Picrotoxinin,
wurde von AITC vollstandig inhibiert. Es zeigte sich, dass der ICso-Wert von TAS2R14 mit
dem Agonisten Aristolochiasaure (327,6 uM) mehr als doppelt so hoch war als mit dem
Agonisten Picrotoxinin (136,1 uM). Ausgehend von einer initialen TAS2R14-Signalhéhe von
AF/F = 0,26 bei der Aktivierung mit Aristolochiasaure und einem maximalen Rezeptorsignal

von AF/F = 0,22 bei der Applikation des Agonisten Picrotoxinin.
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3.2.4 Dosis-Wirkungs-Experimente von Antagonisten des TAS2R43

Um die Wirkung der Antagonist-Agonisten-Paare flir TAS2R43 zu untersuchen, wurde flr
diesen Rezeptor nicht nur die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der breitbandigen
Antagonisten Allylisothiocyanat, Chloroquin und Phenanthrolin untersucht, sondern auch fir
Yohimbin. Als einziger der Antagonisten inhibierte Yohimbin das Calciumsignal von
TAS2R43-exprimierenden Zellen mit dem Agonisten Aristolochiasdure vollstandig (siehe
auch Abbildung 13 und Tabelle 8) und besal’ somit die héchste Effektivitat als Inhibitor.

Allylisothiocyanat Chloroquin Phenanthrolin

AFIF
o o o
8 2 3
AFIF
S 2 8
AFIF
g 2 8

021 1C,;=340,8 £ 107,7 uM 021C, 2862472 M L] 027(Cy= 204+ 133 M

01 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000 0,01 0,1 1 10 100 1000
Atistolochiaséure 0,081 iM + ATTC [uM] Avtistolochiaséure 0,081 uM + Chioroguin [uM] Bure 0,081 M + P M

Yohimbin

AFFF

0.2 1C5= 126+ 117 yM

0,01 01 1 10 100
Aristolochiasaure 0,081 uM + Yohimbin [uM]

Abbildung 23: Dosis-Wirkungs-Experimente des TAS2R43 mit verschiedenen Antagonisten.

Dargestellt ist die Minimierung der Calciumsignale der TAS2Rs mit dem Agonisten Aristolochiasaure in
Anwesenheit steigender Konzentrationen der Antagonisten Allylisothiocyanat (AITC), Chloroquin (Chloro),
Phenanthrolin (Phen) und Yohimbin auf Rezeptor- (schwarz) und Leervektor-transfizierten (grau) Zellen. Der
Agonist Picrotoxinin wurde in seiner ECso-Konzentration verwendet (0,081 pyM, Kuhn et al.,, 2004). Die
Berechnung der ICso-Werte erfolgte in Sigma Plot, n =3 * Standardabweichung. Die statistische Signifikanz
wurde mit dem Student‘schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p < 0,01 **; p < 0,001 ***).

Beim Vergleich der Antagonisten untereinander zeigte sich, dass jeder Antagonist von
TAS2R43 auf Aristolochiasdaure mit unterschiedlicher Potenz und Effizienz wirkte. So
reduzierte Chloroquin das anfangliche Rezeptorsignal auf ca. 37 Prozent mit einem ICso-Wert
von 86,2 uM, AITC auf rund 54 Prozent (ICso 340,8 uM) und Phenanthrolin auf nur 70
Prozent (ICso 20,4 uM). Somit wirkte Phenanthrolin mit dem niedrigsten [ICso-Wert als

potentester Inhibitor auf TAS2R43 aktiviert mit Aristolochiasaure.
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3.3 Charakterisierung des Inhibitionsmodus von TAS2R-Antagonisten

Der Inhibition von Rezeptoren liegen verschiedene molekulare Mechanismen zugrunde. Zum
einen der orthosterische Antagonismus bei dem der Antagonist den Zugang zum Rezeptor
fir den Agonisten versperrt. Hier konkurrieren der Agonist und der Antagonist um die gleiche
Bindungstasche. Zum anderen gibt es den allosterischen Antagonismus, bei dem der
Antagonist eine eigene Bindungsstelle am Rezeptor besitzt und durch eine Anderung der
Rezeptorkonformation die Bindung des Agonisten verhindert. Dies kann zu einer veranderten

Effizienz und Affinitat des Agonisten zum Rezeptor fihren.

r ; Mogliche Allosterische Bindungsstelle

Orthosterische Bindungstelle mit
gebundenem Agonisten

Abbildung 24: TAS2R10 mit gebundenem Agonist an der orthosterischen Bindungsstelle (modifiziert nach
Born et al., 2013). Liganden die nicht in der Agonistenbindungstasche, sondern an einer eigenen Bindungstelle
wirken, werden als allosterische Modulatoren bezeichnet. Die sieben Transmembrandoménen sind farblich
dargestellt vom N-Terminus (blau) bis zum C-Terminus (rot) und durch extra- (oben) und intrazellulare (unten)

Schleifen verbunden.

Abhangig von der Kinetik des Systems kann es sich um eine Uberwindbare (surmountable)
oder eine unlberwindbare (insurmountable) Inhibition handeln. Ist die Inhibition
surmountable verschiebt sich bei der Zugabe steigender Konzentrationen des Inhibitors die
Dosis-Wirkungskurve nach rechts ohne das eine Reduktion des maximalen Rezeptorsignals
erfolgt. Als insurmountable Antagonisten werden Modulatoren bezeichnet, welche durch

steigende Konzentrationen zu einer Abnahme des Rezeptorsignals fuhren (Gaddum, 1957).
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Abbildung 25: Mogliche Auswirkungen eines Antagonisten auf die Dosis-Wirkungs-Kurve eines
Rezeptors unter verschiedenen kinetischen Bedingungen (modifiziert nach Kenakin, 2009).
Ansteigende Konzentrationen des Antagonisten fiihren A) zu einem Anstieg der ECso-Werte, wobei das
Maximalsignal des Rezeptors sich nicht verandert (surmountable) oder B) zu einer Reduktion des
Rezeptorsignals und einem Anstieg der ECso-Werte (insurmountable). Dargestellt sind Dosis-Wirkungs-

Experimente in Abwesenheit des Antagonisten (e) und mit steigender Konzentration des Antagonisten (von o bis

m).

Dabei kann mehr als ein molekularer Mechanismus die oben abgebildeten Eigenschaften
hervorrufen (Abbildung 25). Zum Beispiel kann ein allosterischer Antagonist tberwindbare
und nicht-Gberwindbare Effekte auf Rezeptoren haben abhangig von dem System, in dem er
wirkt. Des Weiteren ist es mdglich, dass ein allosterischer Ligand zur Inhibition des
Rezeptors bei einem Agonisten flhrt und bei einem anderen Agonisten zu einem Anstieg der
Rezeptoraktivitat. Allosterische Antagonisten besitzen im Gegensatz zu orthosterischen
Modulatoren die Eigenschaft fir jeden Rezeptoragonisten eine spezifische Wirkung zu
haben (Kenakin et al., 2006).

3.3.1 Inhibitionsmodus von Chloroquin

In der vorliegenden Arbeit wurde Chloroquin von sieben getesteten Bittergeschmacks-
rezeptoren (TAS2R9, -R14, -R16, -R38, -R43, -R46, -R50) als Antagonist fir sechs TAS2Rs
identifiziert (Tabelle 8). Um den Inhibitionsmodus zu charakterisieren, wurden Dosis-
Wirkungs-Experimente durchgefihrt in dem TAS2R16 und -R38 mit den jeweiligen
Agonisten in steigenden Konzentrationen bis hin zur maximal mdglichen Konzentration
aktiviert wurden. Um die Auswirkungen auf die Rezeptoraktivierung zu untersuchen, wurde
der Antagonist Chloroquin in drei verschiedenen Konzentrationen hinzugegeben und die

Dosis-Wirkungs-Kurven in Abwesenheit und Anwesenheit des Inhibitors verglichen.
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TAS2R16 TAS2R38
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Antagonist TAS2R16 Agonist Salicin TAS2R38 Agonist PTC
Chloroquin (uM) ECso (UM) AF/F max ECso (UM) AF/F max
0 323 + 41 1,05 +0,16 44+25 0,29 £ 0,06
20 311,1+ 26,8 0,99 £0,16 21+0,5 0,26 £ 0,05
200 512 + 53,6 0,88 £0,1* 11,6+17,5 0,18 £ 0,03**
2000 394,3 + 41,1 0,77 £ 0,16™* 10,2 £ 3,8 0,09 £ 0,05***

Abbildung 26: Dosis-Wirkungs-Experimente mit dem Antagonisten Chloroquin.

Die Agonisten des TAS2R16 (Salicin) und des TAS2R38 (Phenylthiocarbamid (PTC)) wurden in steigenden bis
zur maximal applizierbaren Konzentrationen (Salicin 30 mM (Reichling et al., 2008), Phenylthiocarbamid 300uM
(Biarnes et al., 2010)) auf die Rezeptor-exprimierenden Zellen gegeben. Der Antagonist wurde in verschiedenen
Konzentrationen (0 uM schwarz, 20 uM griin, 200 uM rot, 2000 uM blau) mit allen Konzentrationen des Agonisten
vermessen, n = 3 + Standardabweichung. Die ECso-Werte wurden berechnet in SigmaPlot. Die statistische
Signifikanz der maximalen Calciumsignale ohne Antagonist gegen die Maximalsignale mit Antagonist wurden mit
dem Student'schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p < 0,01**; p < 0,001***).

In Abwesenheit des Antagonisten war das maximale Rezeptorsignal von TAS2R16 mit dem
aktivierenden Bitterstoff Salicin (AF/F = 1,05) mehr als dreimal héher als das Calciumsignal
von TAS2R38 hervorgerufen von Phenythiocarbamid (AF/F =0,29). Mit steigender
Konzentration von Chloroquin reduzierte sich das maximale Rezeptorsignal des TAS2R16
von AF/F = 1,05 (30 mM Salicin + 0 yM Chloroquin) auf AF/F = 0,77 (30 mM Salicin + 2 mM
Chloroquin). Wobei es ab einer Konzentration von 200 uM Chloroquin zu einer dextralen
Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve kam. Ohne die Zugabe von Chloroquin lag der
ECso-Wert von TAS2R16 mit Salicin bei 323 uM, durch die simultane Applikation von 200 yM
Chloroquin stieg dieser auf 512 uM und bei der Zugabe von 2 mM Chloroquin auf 394,3 uM
an.

Das maximale Fluoreszenzsignal von TAS2R38 mit 300 uM PTC in Abwesenheit des
Inhibitors von 0,29 AF/F minimierte sich auf 0,09 AF/F bei der Koapplikation von 300 uM PTC
und 2 mM Chloroquin auf die Rezeptor-transfizierten Zellen. Wie beim TAS2R16 beobachtet
fuhrte die Applikation von 200 yM und 2 mM Chloroquin zu einem Anstieg des ECso-Wertes.
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In Abwesenheit des Antagonisten konnte ein ECso-Wert von 4,4 yM PTC festgestellt werden,
welcher sich durch die Zugabe von 200 yM Chloroquin auf 11,6 pM bzw. auf 10,2 uM fir
2 mM Chloroquin erhdhte.

3.3.2 Inhibitionsmodus von Phenanthrolin

Nachdem Phenanthrolin auf alle acht getesteten Rezeptoren eine hemmende Wirkung zeigte
(Abbildung 19 und Tabelle 8), wurden auch flr diesen breitbandigen Antagonisten Dosis-
Wirkungs-Experimente flr zwei Rezeptoren (TAS2R10 und -R46) durchgefihrt (Abbildung
27).

TAS2R10 TAS2R46
0,6 06 -
0,5 05 4
0,4 044
0,3 034
w w
S S
0,2 02
0,1 014
0,0 - 004
-0,1 T T T T 1 -0,1 T T T T 1
0,01 01 1 10 100 1000 0,1 1 10 100 1000 10000
Strychnin [uM] Picrotoxinin [uM]
Antagonist TAS2R10 Agonist Strychnin TAS2R46 Agonist Picrotoxinin
Phenanthrolin (uM) ECso (M) AF/F max ECso (M) AF/F max
0 245+4,7 0,36 £ 0,07 204,3 + 28,1 0,42 +£0,14
1 299+27 0,40 £ 0,03 148,9 £ 10,1 0,40 £ 0,14
10 3914 0,31 £ 0,05 138,4 £20,4 0,33 £ 0,26
100 93+11,9 0,16 £ 0,04*** 314,8 +43,8 0,19 £ 0,08**

Abbildung 27: Dosis-Wirkungs-Experimente mit dem Antagonisten Phenanthrolin.

Die Agonisten des TAS2R10 (Strychnin) und des TAS2R46 (Picrotoxinin) wurden in steigenden bis zur maximal
applizierbaren Konzentrationen (Strychnin 300 uM (Born et al., 2013); Picrotoxinin 1 mM (Brockhoff et al., 2007))
auf die Rezeptor-exprimierenden Zellen gegeben. Der Antagonist wurde in verschiedenen Konzentrationen (0 uM
schwarz, 1 pM grin, 10 pM rot, 100 pM blau) mit allen Konzentrationen des Agonisten vermessen,
n = 3 £ Standardabweichung. Die ECso-Werte wurden berechnet in SigmaPlot. Die statistische Signifikanz der
maximalen Calciumsignale ohne Antagonist gegen die Maximalsignale mit Antagonist wurden mit dem
Student'schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p < 0,01**; p < 0,001**).

Das maximale Fluoreszenzsignal von Strychnin am TAS2R10 in Abwesenheit von

Phenanthrolin erreichte 0,36 AF/F. Bei der Zugabe von 10 yM Phenanthrolin reduzierte sich
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das Maximalsignal auf 0,32 AF/F und sank bei simultaner Applikation von 100 uM des
Antagonisten weiter auf 0,16 AF/F. Im Gegensatz dazu stiegen die ECs,-Werte mit der
Zugabe steigender Konzentrationen von Phenanthrolin stetig an. So vervierfachte sich
nahezu der ECso-Wert von 24,5 M in Abwesenheit des Inhibitors auf 93 uM bei
gleichzeitiger Applikation von Strychnin und 100 uM Phenanthrolin.

Auch beim TAS2R46 zeigte sich eine signifikante Reduktion der Calciumsignale bei der
Applikation von 1 mM Picrotoxinin von 0,42 AF/F auf 0,19 AF/F bei der simultanen Zugabe
von 1 mM Picrotoxinin und 100 uM Phenanthrolin. Bei der Zugabe von 1 yM und 10 uM
Phenanthrolin wurden niedrigere ECso-Werte ermittelt (148,9 bzw. 138,4 uM), die jedoch
nicht statistisch signifikant waren, als bei der alleinigen Applikation von Picrotoxinin (ECso-
Wert 204,3 uM). Eine dextrale Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve zeigte sich bei der
Verwendung von 100 uM Phenanthrolin mit einem Anstieg des ECso auf 314,8 uM. Die
maximalen Rezeptorsignale hervorgerufen durch die Agonisten wurden sowohl beim
TAS2R10 als auch beim TAS2R46 durch die Zugabe von 100 uM Phenanthrolin ungefahr
halbiert (von 0,36 AF/F auf 0,16 AF/F bzw. von 0,42 AF/F auf 0,19 AF/F).

3.4 Charakterisierung des Inhibitors FL101237

Auf der Suche nach Inhibitoren wurde von dem Kooperationspartner Givaudan eine
Substanz gefunden die sieben von insgesamt acht getesteten humanen
Bittergeschmacksrezeptoren in funktionellen Calcium-Messungen inhibierte (Korrespondenz
Jay Slack, Givaudan). Die chemische Struktur der Substanz FL101237 (Hardwickische
Saure) ist in Abbildung 28 dargestellt. Das Diterpen kommt zum Beispiel in der Pflanze
Croton sonderianus vor, welche zu der groRen Pflanzenfamilie der Wolfsmilchgewachse
zahlt und heimisch ist in Sidamerika (McChesney und Clark, 1991).

HO

Abbildung 28: Chemische Struktur von FL101237.

In der vorliegenden Arbeit sollte die Substanz FL101237 auf deren Potential als
breitbandiger Inhibitor weiter untersucht werden und wurde daher auf alle 21

deorphanisierten Bittergeschmacksrezeptoren getestet.
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3.4.1 FL101237 als breitbandiger TAS2R-Inhibitor

Um FL101237 als moglichen Antagonisten von Bittergeschmacksrezeptoren zu prifen,
wurden diese mit den unten aufgelisteten Agonisten (Tabelle 9) im heterologen
Expressionssystem aktiviert. Durch simultane Applikation von FL101237 und den Agonisten
konnten die Calciumspuren der TAS2R-exprimierenden Zellen verglichen werden. Um das
Potential von FL101237 als Antagonist zu bestimmen, wurde eine moglichst hohe
Konzentration (30 yuM) verwendet. Diese lag sehr nahe an der Artefakt-freien Grenze und

fuhrte teilweise zu einem Calciumanstieg in den Leervektor-transfizierten Zellen.

Tabelle 9: Bittergeschmacksrezeptoren und deren Agonisten.

Aufgefiihrt sind alle deorphanisierten TAS2Rs mit den verwendeten Agonisten, deren Konzentration, der
Substanzklasse, dem Ursprung (S = synthetische Verbindung, N = natlrlich vorkommende Verbindung) und der
chemischen Struktur (PubChem, Hersteller) der Agonisten. Die Agonisten der Rezeptoren TAS2R1, -R3, -R4, -
R5, -R7, -R8, -R9, -R13, -R30, -R40 wurden aufgrund der geringen Potenz in der maximal applizierbaren
Konzentration verwendet. Alle weiteren wurden in der ECgo-Konzentration eingesetzt (Brockhoff et al., 2011;
Dotson et al., 2008; Meyerhof et al., 2010a; Thalmann et al., 2013; Slack et al., 2010).

TAS2R- Agonist Konzentration Substanzklasse Ursprung chemische Struktur
(mM)

1 Yohimbin Hydrochlorid 0.2 Alkaloid N AT
H,:,C\_/-._,L’
oy CHy

Chloroquin . - Ao M CHy

3 Disphosphat 2 Aminochinolin S 5%

f\ N._-CHy

4 Colchicin 3 Alkaloid N w N

Heo\_/ N |
1,10-Phenanthrolin

5 Monohydrat 0.3 Phenanthren S fJ h

<_N; EN_>

7 Cromolyn Natriumsalz 10 Pyran S o N ¢ I 8 o

HQH y O©

8 Chloramphenicol 1 Glycol N : cl

OaN OH °
Pirenzepin . .
9 Dihydrochlorid 2 Benzodiazepin S i
) \A»"[N,.
10 Strychnin Nitratsalz 0.09 Alkaloid N ‘;-.r“,,f
A =0
Cl /:“ 0y, .0
13 Denatoniumbenzoat 3 Sulfonamid S i Y
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TAS2R- Agonist Konzentration Substanzklasse chemische Struktur
(mM)
O’ 0‘
14 Arlstologhlasaure I 0.003 Alkaloid I o
Natriumsalz SOW.
HO_ HO/I:
16 D-(-)-Salicin 3 Glucosid DHOO
i
OH
20 Cromolyn Natriumsalz 1 Pyran Lo 3
CH, [ft\ll 0.0
30 Denatoniumbenzoat 1 Sulfonamid N ..
‘”:"”l\CHe \C.’.;:‘CH] l ‘
31 Aristologhiaséurel 0.003 Alkaloid % Il _om
Natriumsalz AP
S
HNANHQ
38 Phenylthiocarbamid 0.03 Thiourea N
|
39 (-)-Epigallocatechin- 0.03 Pyran 3
gallat N
2 AYY o
T X
40 Chlorpheniraminmaleat 0.1 Pyridin T -I\rg:
H—‘C'N‘CH'\ °
HOH 4 Gl
41 Chloramphenicol 1 Glycol /©)\<,:J7H\C‘
ON }JH ©
43 Aristolochiasdure | 0.0003 Alkaloid
Natriumsalz
46 Picrotoxinin 0.3 Cyclohexan 8 ;
50 Andrographolid 0.1 Diterpenoid e ‘w,

Von insgesamt 21 Bittergeschmacksrezeptoren konnte flir 19 TAS2Rs eine inhibitorische
Wirkung durch FL101237 festgestellt werden. Wobei fur TAS2R3 und -R8 keine statistische

Signifikanz der Inhibition vorlag, da aber in den Einzelexperimenten jeweils eine Hemmung

des Rezeptorsignals beobachtet werden konnte, wurden auch diese Rezeptoren zu den

inhibierten gezahlt. Im Detail konnte durch die Zugabe von FL101237 das Fluoreszenzsignal

hervorgerufen durch den Agonisten von elf TAS2R vollstdndig gehemmt werden, von acht
TAS2Rs wurden die Calciumspuren reduziert. Auf TAS2R1 und -R5 wirkte FL101237 nicht

als Antagonist, wie im Folgenden noch gezeigt wird (Abbildung 31) stellte sich die Substanz

als Agonist von TAS2R1 heraus.
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Abbildung 29 zeigt eine Auswahl von sechs Bittergeschmacksrezeptoren deren Agonisten
abhangiges Calciumsignal durch die Zugabe von FL101237 vollstandig inhibiert wurde. Alle
Graphen mit den Kontrollen der Leervektor-transfizierten Zellen befinden sich im Anhang.

Es zeigte sich, dass FL101237 mit unterschiedlicher Potenz auf die Bittergeschmacks-
rezeptoren wirkte. So war es mdglich die Calciumausschittung von acht Rezeptoren
(TAS2R10, -R14, -R20, -R31, -R38, -R41, -R50) ab der Zugabe von 30 uM FL101237
komplett zu inhibieren. Anzumerken ist, dass TAS2R14 nicht bei allen Experimenten eine
vollstandige Inhibition des Rezeptorsignals zeigte, sondern teilweise ein minimales
Fluoreszenzsignal vorhanden war. Da aber in tGber 60 Prozent der Versuche das Agonisten-
induzierte Signal nicht mehr nachweisbar war wurde auch TAS2R14 in die Liste der
vollstandig inhibierten Rezeptoren aufgenommen. Beim TAS2R4 und -R30 konnte bereits ab
der Zugabe von 10 uM FL101237 kein Signal mehr beobachtet werden. Am potentesten
wirkte der Antagonist auf TAS2R40, bereits beim Applizieren von 3 yM FL101237 konnte der
Agonist Chlorpheniramin den Rezeptor nicht mehr aktivieren. Das Agonisten-induzierte
maximale Rezeptorsignal von TAS2R40 lag bei AF/F =0,16. Das Maximalsignal von
TAS2R30, vollstandig inhibiert ab 10 yM FL101237, war mit AF/F = 0,08 zweimal geringer
(Anhang S.132). Auch TAS2R4 zeigte bei simultaner Applikation des Agonisten und 10 uM
FL101237 kein Signal, wobei das Fluoreszenzsignal ohne FL101237 eine Hohe von
AF/F=0,21 besal. TAS2R7, -R10, -R31 und R50 zeigten ab einer Konzentration von 30 uM
FL101237 kein Rezeptorsignal mehr. Die Hohe der Agonisten-induzierten Calciumspur auf
Rezeptor-exprimierenden Zellen war flir TAS2R7 (AF/F = 0,25), -R10 (AF/F =0,29), und -
R31 (AF/F =0,28) ahnlich; TAS2R50 zeigte ein hdheres Ausgangssignal (AF/F =0,47)
(Abbildung 29).
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Abbildung 29: Bittergeschmacksrezeptoren, welche durch FL101237 vollstandig inhibiert werden.

Oben dargestellt sind die residualen Fluoreszenzsignale der TAS2R-transfizierten Zellen, aktiviert mit den
Agonisten (TAS2R4 Colchicin 3 mM, TAS2R7 Cromolyn 10 mM; TAS2R10 Strychnin 90 pM; TAS2R31
Aristolochiasaure 3 uM; TAS2R40 Chlorpheniramin 100 uM; TAS2R50 Andrographolid 100 uM) in Abwesenheit
und Anwesenheit steigender Konzentrationen von FL101237 (3; 10; 30 uM), n = 3 £ Standardabweichung. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem Student‘schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p < 0,01 **; p < 0,001 ***).

Unten dargestellt sind die Calciumspuren der Rezeptor-transfizierten Zellen bei der Applikation (Pfeil) des
Agonisten (—), gefolgt von gleichzeitiger Zugabe des Agonisten und steigenden Konzentrationen von FL101237
WM ———;;10uM - - . - - ; 30 yM = - = ). Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen mit dem
Agonisten und 30 yM FL101237 sind als Negativkontrolle gezeigt (------- ). Die Skala entspricht y = 100 relative

Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.
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FUr acht Bittergeschmacksrezeptoren konnte auch bei der Zugabe von 30 uM FL101237
keine vollstandige Inhibition des Agonisten-induzierten Rezeptorsignals festgestellt werden.
Das Fluoreszenzsignal von TAS2R3, -R8 und -R9 wurde um 29, 22 bzw. 27 Prozent
reduziert, wobei die Hohe des residualen Calciumsignals hervorgerufen durch die alleinige
Applikation des Agonisten bei 0,09 AF/F, 0,26 AF/F bzw. 0,45 AF/F lag (Anhang S.130). Die
Calciumspur von TAS2R13 konnte durch sie simultane Applikation von 30 uM FL101237 auf
46 Prozent, die von TAS2R16 auf 42 Prozent reduziert werden. Mit einem maximalen
Rezeptorsignal von 1,04 AF/F zeigte TAS2R16 ein mehr als flinfmal hoheres
Fluoreszenzsignal als TAS2R13 (0,19 AF/F) (Anhang S.131). Beispiele flr
Bittergeschmacksrezeptoren deren Agonisten-abhangige Aktivierung durch die Zugabe von
FL101237 reduziert wurden, sind in Abbildung 30 gezeigt.
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Abbildung 30: Bittergeschmacksrezeptoren, welche durch FL101237 nicht vollstiandig gehemmt werden.
Oben dargestellt sind die residualen Fluoreszenzsignale der TAS2R-transfizierten Zellen, aktiviert mit den
Agonisten (TAS2R39 Epigallocatechingallat 30 uM; TAS2R43 Aristolochiasdure 0,3 uM; TAS2R46 Picrotoxinin
300 uM) in Abwesenheit und Anwesenheit steigender Konzentrationen von FL101237 (3; 10; 30 pM),
n = 3 + Standardabweichung. Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student‘schen t-Test ermittelt (p < 0,05
* p<0,01*;p<0,001**).

Unten dargestellt sind die Calciumspuren der Rezeptor-transfizierten Zellen bei der Applikation (Pfeil) des
Agonisten (—), gefolgt von gleichzeitiger Zugabe des Agonisten und steigenden Konzentrationen von FL101237
WM ———;10uM - - . - - ; 30 uM - -- — ). Die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen mit dem
Agonisten und 30 uM FL101237 sind als Negativkontrolle gezeigt (------- ). Die Skala entspricht y = 100 relative

Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.

71



Ergebnisse

In Abwesenheit des Antagonisten zeigten die Rezeptoren TAS2R39, -R43 und -R46 ein
residuales Fluoreszenzsignal von 0,48 AF/F, 0,6 AF/F bzw. 0,39 AF/F (Abbildung 30). Am
starksten inhibiert, auf 27 Prozent, wurde das Rezeptorsignal von TAS2R43 durch die
Zugabe von 30 uM FL101237. Das Agonisten-induzierte Calciumsignal von TAS2R39 wurde
durch die gleichzeitige Applikation von 30 yM des Antagonisten auf 33 Prozent minimiert.
Weniger potent zeigte sich FL101237 auf TAS2R46 mit einer Inhibitionsstarke auf 53
Prozent des Fluoreszenzsignals (Abbildung 30).

Anzumerken ist, dass einige Rezeptoren mit den gleichen Agonisten aktiviert wurden. So
wurde fur TAS2R7 und -R20 Cromolyn als Agonist verwendet (10 mM bzw. 1 mM), wobei
beide Rezeptoren von 30 uM FL101237 nicht mehr durch den Agonisten aktiviert werden
konnten (Tabelle 9, Abbildung 29 und Anhang S.130, 132). Chloramphenicol wurde in einer
Konzentration von 1 mM fir TAS2R8 und -R41 eingesetzt. Das Chloramphenicol-induzierte
TAS2R8-Signal wurde auf 78 Prozent reduziert, wohingegen TAS2R41 bei 30 uM FL101237
kein residuales Fluoreszenzsignal mehr zeigte (Tabelle 9, Anhang S.130, 133). Ahnliches
galt auch fur TAS2R13 und -R30 mit dem Agonisten Denatoniumbenzoat, eingesetzt in einer
Konzentration von 3 bzw. 1 mM. Das Denatoniumbenzoat-induzierte Signal auf den
Rezeptor-transfizierten Zellen wurde beim TAS2R13 durch die Beigabe von 30 uM
FL101237 auf 46 Prozent reduziert, wahrend das TAS2R30-Signal ab 10 yM FL101237
vollstdndig gehemmt werden konnte. Der Bitterstoff Aristolochiasdure wurde fir drei
Bittergeschmacksrezeptoren (TAS2R14, -R31, -R43) als aktivierende Substanz verwendet.
Fir TAS2R14 und -R31 wurden 3 pM Aristolochiasdure fir die Calcium-Messungen
eingesetzt mit einem daraus resultierenden Maximalsignal von 0,68 bzw. 0,28 AF/F. Eine
vollstandige Inhibition des Calciumsignals konnte ab einer Zugabe von 30 uM erzielt werden.
TAS2R43 wurde mit einer 10fach geringeren Menge an Aristolochiasaure aktiviert (0,3 pM),
welches zu einem residualen Fluoreszenzsignal von 0,6 AF/F flhrte. Durch die gleichzeitige

Applikation von 30 uM FL101237 wurde das Signal auf 27 Prozent minimiert.

3.4.2 FL101237 als Bittergeschmacksrezeptoragonist

In sensorischen Studien der Kooperationsfirma Givaudan wurde FL101237 als leicht bitter
schmeckend bezeichnet (Korrespondenz Jay Slack, Givaudan). Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit experimentell belegt werden. FL101237 wurde auf alle 25
Bittergeschmacksrezeptoren als Agonist getestet und aktivierte die Calcium-Ausschuttung
bei TAS2R1- und TAS2R46-exprimierenden Zellen.
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Abbildung 31: FL101237 als Agonist.
Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Experimente von FL101237 als Agonist von TAS2R1 (ECso 8,1+ 1,8uM) und
als partieller Agonist von TAS2R46 (ECso 5,3 + 1,7uM) auf Rezeptor- (schwarz) und Leervektor-transfizierten

(grau) Zellen, n = 3 £ Standardabweichung. Die Berechnung der ECso-Werte erfolgte in SigmaPlot.
Unten gezeigt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen (—) und die Calciumspuren der
Leervektor-transfizierten Zellen (------- ) bei der Applikation von 20 uM FL101237. Die Skala entspricht y = 50

relative Lichteinheiten und x = 40 Sekunden.

Mit einem ECso-Wert von 8,1 yM fir TAS2R1 und 5,3 uM fir TAS2R46 zeigte die
Testsubstanz FL101237 eine etwas hohere Potenz fiur TAS2R1. Auch das Maximalsignal
von FL101237 und somit die Effektivitdt war fur TAS2R1 hoher als fur TAS2R46. Bei
simultaner Applikation von 300 uM Picrotoxinin und 30 uM FL101237 auf TAS2R46-
exprimierende Zellen konnte im Vergleich zur alleinigen Applikation von 300 uM Picrotoxinin
eine Reduktion des Rezeptorsignals auf 53 Prozent beobachtet werden (Abbildung 30).
Somit stellte sich FL101237 als partieller Agonist von TAS2R46 dar.
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4. Diskussion

Gegenstand dieser Arbeit war es die Komplexitat der Bittergeschmacksstoffwahrnehmung zu
untersuchen und neue Antagonisten humaner Bittergeschmacksstoffrezeptoren zu finden.
Das Untersuchen von Bitterstoffen auf deren antagonistisches Potential hat in diesem Umfang
noch nicht stattgefunden. Aus einer chemisch hoch diversen Substanzbibliothek von 52
Testsubstanzen konnten 20 bisher unbekannte Antagonisten fiir die acht Testrezeptoren
(TAS2R9, -R10, -R14, -R16, -R38, -R43, -R46, -R50) identifiziert werden. Das Mal} der
Inhibition variierte dabei sehr stark fir die einzelnen Antagonisten-TAS2R-Kombinationen.
Interessanterweise agierten drei der Testsubstanzen als breitbandige Antagonisten, welche
sechs und mehr TAS2Rs inhibierten. Diese wurden naher untersucht und die bestimmten
ICso-Werte zeigten, dass die Inhibitoren mit unterschiedlicher Potenz auf die Bitterge-
schmacksrezeptoren wirkten.

Eine Testsubstanz wurde auf alle bis dato 21 deorphanisierten Bittergeschmacksrezeptoren
als Antagonist getestet. Erstaunlicherweise konnte diese als Inhibitor von 18 und als Agonist
von zwei TAS2Rs identifiziert werden. Das Prinzip des gleichzeitigen Wirkens von Bitterstoffen
als Agonist und Antagonist verschiedener Teilmengen von Bittergeschmacks-rezeptoren,
welches in vorangegangenen Studien entdeckt wurde (Behrens et al., 2017a; Brockhoff et al.,

2011; Slack et al., 2010), konnte in der vorliegenden Arbeit in grokem Ausmal} belegt werden.

4.1 Die Komplexitat der Bittergeschmacksstoffwahrnehmung

Bei der Suche nach Antagonisten fir Bittergeschmacksrezeptoren wurde die Substanz
GIV3727 (4-(2,2,3-trimethylcyclopentyl)-Buttersdure) entdeckt. Interessanterweise stellte sich
GIV3727 als Antagonist von mehreren TAS2Rs heraus. Des Weiteren konnte die inhibierende
Wirkung in sensorischen Tests bestatigt werden, wobei die Substanz selbst keinen
Eigenschmack besal} (Slack et al., 2010). Nach dieser Entdeckung folgten weitere Studien zu
Bittergeschmacksstoffantagonisten. So fanden Brockhoff und Kollegen (2011) Bitterstoffe,
welche als Liganden von mehreren Bittergeschmacksrezeptoren fungierten und diese sowohl
aktivierten als auch inhibierten. Bei der Suche nach Agonisten fir TAS2R46 wurden zwei
Sesquiterpenlactone gefunden, welche eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zum Agonisten
Costunolid aufwiesen, selbst den Rezeptor aber nicht aktivierten (Brockhoff et al., 2007).
Folgende Experimente zeigten, dass beide Bitterstoffe, 3R-Hydroxydihydrocostunolid (3HDC)
und 3R-Hydroxy-pelenoid (3HP), nicht nur auf TAS2R46, sondern auch auf TAS2R30 als

Antagonisten wirkten. Des Weiteren reduzierte 3HDC auch das Calciumsignal von TAS2R40
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und 3HP das des TAS2R31. Gleichzeitig konnten die Sesquiterpenlactone als Agonisten von
TAS2R10 und -R14, 3HDC sogar von vier weiteren Bittergeschmacksrezeptoren identifiziert
werden (Brockhoff et al., 2011).

Um die Frage zu beantworten, ob noch andere Bitterstoffe sowohl Agonisten als auch
Antagonisten verschiedener Teilmengen von Bittergeschmacksrezeptoren sind, wurde eine
Substanzbibliothek zusammengestellt (Alessandro Marchiori, DIfE, Abteilung Molekulare
Genetik). In Anlehnung an die Deorphanisierungsstudie von Meyerhof und Kollegen (2010a)
wurden 52 Bitterstoffe ausgewahlt, welche ein breites Spektrum an Substanzklassen und
chemischen Strukturen abdeckten (Tabelle 6). Um die unterschiedlichen Charakteristika der
Bittergeschmacksrezeptoren zu beriicksichtigen, wurden zunachst sieben als Testrezeptoren
ausgewahlt, die sich hinsichtlich ihrer Anzahl bekannter Agonisten deutlich unterschieden.
Zum Beispiel sind TAS2R10, -R14 und -R46 fur ihr breites Agonistenspektrum bekannt
(Meyerhof et al., 2010a; Behrens und Meyerhof, 2017c) wahrend fir den TAS2R50 bislang
nur zwei aktivierende Substanzen gefunden werden konnten (Behrens et al., 2009; Behrens
et al., 2018a). Nachdem sich herausstellte, dass mit 14 Inhibitoren TAS2R50 im Vergleich zu
den anderen Testrezeptoren die mit Abstand gréf3te Zahl von Antagonisten besitzt, wurde mit
dem TAS2R9 ein weiterer Bittergeschmacksrezeptor mit nur wenigen publizierten Agonisten
untersucht. Allerdings konnten fur diesen nur funf Bitterstoffe identifiziert werden, welche das
Agonisten-induzierte Calciumsignal statistisch  signifikant herabsetzten. In diesem
Zusammenhang sollte jedoch erwahnt werden, dass der TAS2R9 bei den Calciummessungen
vor der Normierung auf die Kontrollzellen oft ein recht geringes Signal zeigte, wodurch nicht
ausgeschlossen werden kann, dass schwache Antagonisten, die nur zu einem geringfigig
kleineren Fluoreszenzsignal flihrten, als solche nicht erkannt werden konnten. Von den 14
Inhibitoren des TAS2R50 reduzierten flinf Substanzen den Rezeptor nur um 30 Prozent und
weniger. Interessant ist, dass Denatoniumbenzoat, die bitterste bekannte Substanz (Saroli,
1984), sich mit einer Signalreduktion um mehr als die Halfte als der effektivste TAS2R50-
Antagonist darstellte. Denatoniumbenzoat zeigte erst eine signifikante Inhibition ab der
héchsten eingesetzten Konzentration (3 mM). Wohingegen Naphazolin bereits im
nanomolaren Bereich (30 nM) zu einer Hemmung von 37 Prozent flhrte. Fur acht der
Antagonisten konnte kein modulatorisches Potential auf die anderen sieben Testrezeptoren
festgestellt werden, sie wirkten spezifisch auf TAS2R50. Die Zahl der synthetischen bzw. in
der Natur vorkommenden TAS2R50-Inhibitoren halten sich die Waage, jeweils sieben gehdren
in eine der beiden Gruppen. Dies gilt auch fiir die sechs Hemmstoffe von TAS2R14. Chloroquin
und Phenanthrolin, die einzigen gefundenen Antagonisten fir den TAS2R38 sind beide
synthetischen Ursprungs. Wobei Phenanthrolin ein bei weitem hoheres antagonistisches
Potential aufweist als Chloroquin, da dieser Bitterstoff das TAS2R38-Signal auf

Phenylthiocarbamid, eingesetzt in der ECqo-Konzentration, vollstandig hemmte. Chloroquin
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reduzierte jedoch in 20fach hoherer Konzentration nur zu rund 50 Prozent das relative
Fluoreszenzsignal. Auch der TAS2R46 zeigte eine Tendenz zu synthetischen Stoffen als
Antagonisten. Nur einer der finf Inhibitoren (AITC) ist nattrlichen Ursprungs und gleichzeitig
der am potentesten auf TAS2R46 wirkende. Im Allgemeinen ist aber festzustellen, dass von
insgesamt 20 der gefunden Bittergeschmacksrezeptorantagonisten genau zehn natirlichen
und zehn synthetischen Ursprungs sind. Hier lasst sich kein allgemeines Prinzip fir die
Bittergeschmacksstoffmodulation feststellen. Auch in der breit angelegten Studie von
Meyerhof und Kollegen (2010a), in der 104 natlrliche und synthetische Bitterstoffe als
Agonisten der Bittergeschmacksrezeptoren getestet wurden, zeigten zwar einige TAS2Rs eine
Verschiebung zu Gunsten einer Gruppe, in der Gesamtheit der Agonisten liefl3 sich aber kein
signifikanter Unterschied feststellen. Allerdings zeigte der TAS2R46 eine Vorliebe fur
naturliche Agonisten (Meyerhof et al., 2010a).

In der Substanzbibliothek befanden sich keine Stoffe, welche das Agonisten-induzierte
Rezeptorsignal erhéhten. Bis dato sind keine Bitterstoffe die als positive Modulatoren von
Bittergeschmacksstoffen fungieren publiziert. Allerdings ist das wirtschaftliche Interesse fir
den Bittergeschmack verstarkende Substanzen eher gering, da nur wenige Einsatzgebiete
vorstellbar sind. Zum Beispiel werden bitter schmeckende Substanzen als Schutz vor dem
Verschlucken von gesundheitsschadlichen Produkten verwendet. Mit Denatoniumbenzoat und
Denatoniumsaccharin, um nur zwei zu nennen, stehen Substanzen zur Verfigung, die
aufgrund des starken Bittergeschmacks verlasslich vor dem versehentlichen Verschlucken

schuitzen.

4.1.1 Das Ligandenspektrum der Bittergeschmacksrezeptoren

Anzumerken ist, dass die hier verwendeten Testsubstanzen zum Teil bekannte Agonisten der
untersuchten Rezeptoren sind und sich so die Gesamtzahl der getesteten Substanzen fir die
Rezeptoren unterscheidet. So befanden sich 13 Agonisten von TAS2R10 und -R38 in der 52
Stoffe umfassenden Substanzbibliothek, womit 39 auf einen inhibitorischen Effekt getestet
wurden. Obwohl keiner der 52 Bitterstoffe ein Agonist von TAS2R9 ist, wurden fir diesen
Rezeptor nur 5 Antagonisten gefunden. Ahnlich stellt es sich fiir TAS2R14 dar, mit 6
Antagonisten aus einem Pool von 50 Substanzen. Wie bereits beschrieben wurden fir
TAS2R50 14 Antagonisten gefunden, wobei hier eine dhnlich hohe Anzahl an Testsubstanzen
vorlag wie fur TAS2R9 und -R14 (51).
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Abbildung 32: Das Ligandenspektrum der TAS2Rs.
Dargestellt sind fir die acht Testrezeptoren die Quotienten der gefundenen Agonisten in Bezug auf 104
Testsubstanzen (grau, Meyerhof et al., 2010a) und die Quotienten gebildet aus der Anzahl der identifizierten

Antagonisten in Bezug auf die Gesamtzahl der Testsubstanzen (rot) aus der vorliegenden Arbeit.

In Abbildung 32 ist das Verhaltnis der Liganden (Agonisten und Antagonisten) abgebildet flr
die acht Testrezeptoren. Um das Agonisten- und Antagonisten-Spektrum zu vergleichen
wurden nur die Agonisten aus der Studie von Meyerhof und Kollegen (2010a) verwendet, da
diese auf alle acht TAS2Rs als Agonisten untersucht wurden. Nicht alle bis dato identifizierten
Agonisten sind in der Graphik enthalten, um kein verzerrtes Bild der Bitterstoff-Sensitivitat der
Bittergeschmacksrezeptoren abzubilden. In der Studie von Meyerhof und Kollegen (201a0)
wurden Uber hundert Substanzen auf alle 25 TAS2Rs appliziert, wobei jeder der Rezeptoren
ein individuelles Agonistenspektrum zeigte. Mit insgesamt vier (TAS2R10), sechs (TAS2R14)
und funf (TAS2R46) gefundenen Antagonisten in dieser Studie, lasst sich die Vielzahl der
Agonisten, die fir diese Rezeptoren bekannt sind, nicht ohne weiteres auf die Anzahl der
Antagonisten Ubertragen. Entgegen den Erwartungen wurde fur TAS2R50, einem Rezeptor
mit sehr wenigen Agonisten, die mit Abstand grofte Zahl an Inhibitoren gefunden.
Anscheinend ist das Ligandenspektrum, bestehend aus der Summe von aktivierenden und
hemmenden Substanzen weitaus gré3er als bisher angenommen.

Bislang deuten viele Forschungsergebnisse darauf hin, dass Bittergeschmacksrezeptoren mit
einer orthosterischen Bindungstasche ausgestattet sind (Born et al., 2013; Brockhoff et al.,
2010; Sakurai et al., 2010). Hier befinden sich individuelle Kontaktpunkte, an denen die
Agonisten binden und den Rezeptor aktivieren (Brockhoff et al., 2010). Nach den Autoren einer
Studie besitzt TAS2R10 ein weit gefachertes Spektrum strukturell sehr unterschiedlicher
Agonisten allerdings geht diese Eigenschaft zu Ungunsten der Affinitat (Born et al., 2013). Die
Eigenschaften der Bindungstasche, welche zur Aktivierung flhren, sind von Rezeptoren mit

nur wenigen bekannten Agonisten wie dem TAS2R50 und -R9 noch nicht bekannt (Behrens
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et al., 2018b). So kénnte es durchaus sein, dass mehr Bitterstoffe als bislang angenommen in
die Bindungstasche gelangen und den Rezeptor zwar nicht aktivieren aber die Bindung des
Agonisten verhindern. Es gibt auch Hinweise auf allosterische Bindungsstellen (Greene et al.,
2011; Sandal et al., 2015), die in Abschnitt 4.4 noch naher betrachtet werden.

Umgehen werden kdnnte das Ungleichgewicht, welches durch die unterschiedliche Anzahl an
Testsubstanzen der einzelnen Rezeptoren entsteht, durch die ausschlielliche Verwendung
von Substanzen, die keinen der Testrezeptoren aktivieren. Allerdings wurden einige der Stoffe
aufgrund interessanter Eigenschaften ausgewahlt. Zum Beispiel ist Diphenidol ein bekannter
Agonist von 15 Bittergeschmacksrezeptoren (Meyerhof et al., 2010a). Somit wurde
angenommen das Diphenidol, dhnlich wie beim oben beschriebenen Fall der TAS2R46-
Antagonisten 3HP und 3HDC, in die Bindungstasche der Testrezeptoren passen wiirde, diese
zwar nicht aktiviert aber mit den Agonisten konkurriert und so zu einer Hemmung der
Rezeptorantwort fihrt. Jedoch konnte keine Inhibition bei einem der acht Rezeptoren
festgestellt werden. Cucurbitacin E wurde aufgrund der strukturellen Ubereinstimmung mit
Cucurbitacin B getestet, da letzterer Bitterstoff ein Agonist von TAS2R14 ist (Behrens und
Meyerhof, 2017c). Auch hier stellte sich die Annahme, dass chemisch konvergente Bitterstoffe
um die Bindungstasche konkurrieren und so zu einer verminderten Rezeptorantwort flihren,
als falsch heraus. An diesem Beispiel zeigt sich, dass einzelne Bittergeschmacksrezeptoren
zum einen von vielen Substanzen, welche den unterschiedlichsten Stoffklassen angehéren,
aktiviert werden kénnen; zum anderen aber hoch selektiv selbst auf geringste Unterschiede in
der Ligandenkonformation reagieren. Bestatigt wurde dies auch in anderen Studien zum
Agonistenspektrum der Bittergeschmacksrezeptoren (Behrens et al., 2004; Brockhoff et al.,
2007).

4.1.2 Die individuelle Wirkung der Antagonisten

Ein weiteres Zeichen fur die Komplexitat der Bittergeschmacksstoffwahrnehmung zeigt sich
an den Uberwiegend spezifischen Signalreduktionen der einzelnen Antagonisten-Rezeptor-
Paare. So wurde das relative Fluoreszenzsignal von TAS2R9 mit dem Agonisten Pirenzepin
von den funf Antagonisten auf 77 Prozent (AITC), 70 Prozent (Colchicin), 54 Prozent
(Chloroquin), 49 Prozent (Phenanthrolin) und 23 Prozent (Famotidin) des Ausgangswertes
gesenkt. Wobei der potenteste Inhibitor Famotidin nur auf TAS2R9 als Antagonist wirkte. Auch
das Strychnin-induzierte Calciumsignal von TAS2R10 wurde von jedem der vier Inhibitoren

unterschiedlich stark, mit einer Signalreduktion im Bereich von 81 (AITC) bis elf Prozent,

78



Diskussion

beeinflusst. Gleiches gilt fir TAS2R14, -R38 und -R46 (Tabelle 8). Auch bei diesen Rezeptoren
zeigte jeder Hemmstoff eine unterschiedlich ausgepragte Rezeptor-Signal Inhibition.

Die Antagonisten von TAS2R16, -R43 und -R50 lassen sich abhangig von der Starke der
Rezeptorhemmung jeweils in drei Gruppen einteilen. So flihrte die simultane Applikation des
Agonisten Salicin und Phenanthrolin auf TAS2R16 nur zu einer geringen Reduzierung des
relativen Fluoreszenzsignals auf 85 Prozent. Hydrocortison und Yohimbin zeigten sich als
potentere Inhibitoren mit einer Signalreduktion auf 69 bzw. 66 Prozent. AITC und Chloroquin
hemmten TAS2R16 um rund 50 Prozent. Fir TAS2R43 bilden, mit einer Signalreduktion auf
71 und 79 Prozent, AITC und Phenanthrolin eine Gruppe. Caprolactam, Chloroquin, Colchicin
und Cycloheximid reduzierten die TAS2R43-Calciumspur um ca. die Halfte. Yohimbin
hingegen stellte sich mit der vollstdndigen Hemmung des Agonisten-induzierten Signals als
Inhibitor mit weitaus hoherer Potenz dar. Wie bereits erwahnt erzielte die Applikation von finf
TAS2R50-Antagonisten eine Inhibition um rund 30 Prozent. In die zweite Gruppe fir TAS2R50
mit einer Inhibitionsstarke von 34 bis 45 Prozent kdnnen sieben der insgesamt 14 Antagonisten
eingeordnet werden. Denatoniumbenzoat und Yohimbin zeigten die starkste Wirkung mit einer
Signalreduktion um 59 bzw. 53 Prozent. Aufféllig dabei ist, dass fir den TAS2R50 zwar mit
Abstand die groRte Anzahl an Antagonisten gefunden wurde, aber keiner das Agonisten-
Signal vollstandig zu hemmen vermochte.

Mit einem durchschnittlichen relativen Fluoreszenzsignal von 1,15 AF/F hervorgerufen durch
die alleinige Applikation von Salicin auf TAS2R16, besal} dieser das hochste maximale
Calciumsignal aller acht Testrezeptoren. Salicin scheint als aktivierende Substanz vom
TAS2R16 so potent zu sein, dass keiner der Inhibitoren das Signal vollstandig zu hemmen
vermochte. Dies deckt sich auch mit einer Studie von Kim und Kollegen (2015). Die Autoren
entdeckten finf Peptide, welche alle Umamigeschmacksstoffe sind und das Salicin-induzierte
TAS2R16-Signal hemmten. Aber auch hier wurde das Calciumsignal nie vollstandig gehemmt
(Kim et al., 2015).

Von den insgesamt 20 Antagonisten wirkten zwdlf auf nur einen der acht Testrezeptoren.
TAS2R10, -R38 und -R46 besitzen nur Hemmestoffe, welche auch auf weitere Rezeptoren
wirkten. Cycloheximid, ein vom Bakterium Streptomyces griseus produziertes Antibiotikum
(Kominek, 1975), konnte als Antagonist von TAS2R14 und -R43 identifiziert werden. Wobei
Cycloheximid auf TAS2R43, mit einer Signalreduktion um mehr als die Halfte, eine starkere
Wirkung entfaltete als auf TAS2R14. Hier wurde das Agonisten-induzierte Signal um 34
Prozent verringert. Yohimbin, ein pflanzliches Alkaloid mit aphrodisierender Wirkung
(Fabricant und Farnsworth, 2001), stellte sich als Hemmstoff von drei Bittergeschmacks-
rezeptoren heraus. Wahrend das Calciumsignal von TAS2R16 und -R50 nur auf 66 bzw. 47
Prozent durch Yohimbin vermindert wurde, konnte eine vollstandige Inhibition von TAS2R43,

aktiviert durch Aristolochiasdure, beobachtet werden. Interessant dabei ist, dass auch in
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anderen Studien untersuchte Hemmstoffe von Bittergeschmacksrezeptoren auf TAS2R43 mit
einer hoheren Potenz als auf andere Rezeptoren wirkten. Allerdings wurde TAS2R43 mit
anderen Agonisten aktiviert. So stellten Suess und Kollegen (2016) fest, dass der Geruchsstoff
(R)-Citronellal das Koffein-induzierte Calciumsignal von TAS2R43 vollstandig unterdriickte,
wohingegen bei TAS2R46 nur eine Reduktion im héchsten Konzentrations-bereich stattfand.
Des Weiteren zeigten zwei Substanzen, GIV3727 und Natriumcyclamat, ein hoéheres
antagonistisches Potential auf TAS2R43 als auf TAS2R31, beide aktiviert mit dem Agonisten
Saccharin (Behrens et al., 2017a; Slack et a., 2010).

Saccharin ist, sowie Cyclamat, ein nicht-kariogener Zuckerersatzstoff und Bestandteil von
vielen kalorienreduzierten Lebensmitteln (Bergamo et al., 2011; Schiffmann und Gatlin, 1993).
Es ist bekannt, dass Saccharin und Cyclamat in hohen Konzentrationen einen bitteren
Nachgeschmack aufweisen (Behrens et al., 2017a; Galindo et al., 2006). Nachdem Saccharin
eine antagonistische Wirkung auf drei Testrezeptoren zeigte (Tabelle 8) und auch Cyclamat in
Vorversuchen die Rezeptorsignale von TAS2R9, -R43 und -R50 reduzierte (Daten nicht
gezeigt), wurde aufgrund ihrer breiten Anwendung als SuRstoffe und des daraus entstehenden
Interesses, weitere Rezeptoren hinzugezogen. Es konnte gezeigt werden, dass TAS2R31 und
-R43 auf Saccharin durch die Zugabe von Cyclamat gehemmt werden. Dadurch konnte das
lang bekannte Phanomen, dass eine Mischung aus Saccharin und Cyclamat sich vorteilhaft
auf die SuRkraft auswirkt und den ungewollten Bittergeschmack reduziert (Vincent et al., 1955)
durch funktionelle Calciummessungen erklart werden (Behrens et al.,, 2017a). Wie in
Abbildung 33 dargestellt reduzierten beide Sulistoffe das Agonisten-induzierte Calciumsignal
mehrerer TAS2Rs.

AF/F
AF/F

-0.1-
-0.2-

TAS2R14
TAS2R16
TAS2R31
TAS2R38
TAS2R39
TAS2R41
TAS2R43
TAS2R46
TAS2R50
TAS2R1
TAS2R3
TAS2R7
TAS2R9
TAS2R10
TAS2R14
TAS2R16
TAS2R38
TAS2R39
TAS2R41
TAS2R46
TAS2R50

(=1
—
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™
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TAS2R3
TAS2R7
TAS2R9

Abbildung 33: Cyclamat (links) und Saccharin (rechts) als Inhibitor humaner Bittergeschmacksrezeptoren
(Behrens et al., 2017a).

Dargestellt sind die relativen Fluoreszenzsignale hervorgerufen durch die alleinige Applikation des Agonisten (weil})
im Vergleich zur simultanen Zugabe des Agonisten und 33 mM Natriumcyclamat bzw. Natriumsaccharin (schwarz,
*p <£0,05).
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Es wurden stabile Zelllinien verwendet, bei denen die Expression der Bittergeschmacks-
rezeptoren durch Tetracyclin induziert wurde. Fir Cyclamat decken sich die Ergebnisse
meiner Vorstudien mit denen der Publikation, obwohl die Signalreduktion von TAS2R50
statistisch nicht signifikant war, lasst sich im Graphen durchaus eine Abnahme der relativen
Fluoreszenzwerte ablesen. Saccharin zeigte bei den stabil-transfizierten TAS2R10-Zellen
keinen antagonistischen Effekt, allerdings lag hier das maximale Rezeptorsignal unter
AF/F 0,1 im Gegensatz zu AF/F 0,36 bei den transient-transfizierten TAS2R10-Zellen, welche
in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Und bereits hier zeigte Saccharin nur eine
ausgesprochen geringe Inhibition. Fir TAS2R46 wurden zwei verschiedene Agonisten
(Strychnin bei Behrens et al., 2017a; Picrotoxinin in dieser Arbeit) verwendet. Obgleich auch
hier und bei TAS2R50 keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der alleinigen
Applikation des Agonisten und der gleichzeitigen Zugabe von Agonist und Saccharin vorlagen,

ist in Abbildung 33 eine geringe Abnahme der Calciumsignale zu erkennen.

4.1.3 Die Dosis-Wirkungsbeziehungen ausgewahlter Antagonisten

Drei Testsubstanzen hoben sich aufgrund ihrer hohen Anzahl an Rezeptoren auf welche die
Stoffe als Antagonisten wirkten, hervor. Um die Antagonist-Agonist-Beziehung weiter zu
untersuchen wurden Dosis-Wirkungs-Experimente durchgefihrt. Hierbei wurden die
Agonisten in der ECso-Konzentration simultan mit steigenden Konzentrationen der
Antagonisten auf die TAS2R-exprimierenden Zellen appliziert und die 1Cso-Werte bestimmt.
Diese KenngroéfRe gibt Aufschluss Uber die Potenz eines Inhibitors und bezeichnet die
Konzentration, bei der das maximale Rezeptorsignal um die Halfte gehemmt wird. Chloroquin,
welches als Medikament gegen Malaria eingesetzt werden kann (Djimdé et al., 2001),
blockierte die Rezeptorantwort von TAS2R9, -R14 und -R38 vollstandig. Die hdchste Potenz
mit einem ICso-Wert von 25,3 uM zeigte Chloroquin auf TAS2R9, gefolgt von TAS2R46
(ICs0 50,6 uM). TAS2R14 und -R46 wurden beide mit Picrotoxinin aktiviert, allerdings war die
Starke der Inhibition und die Potenz individuell. Zwar waren die relativen Fluoreszenzwerte
ausgel6st durch Picrotoxinin und der geringsten Konzentration von Chloroquin fir beide
Rezeptoren ahnlich hoch (ca. 0,2 AF/F), jedoch erfolgte bei TAS2R14 mit einem ICso-Wert von
nahezu 300 uM eine vollstandige Unterdriickung des Picrotoxinin-Signals, wohingegen
TAS2R46 nur zu 43 Prozent aber daftir mit einem ICso-Wert von 50,6 uM gehemmt wurde. Fir
TAS2R46, welcher fir sein ausgesprochen weites Agonistenspektrum bekannt ist, konnte
Chloroquin als partieller Agonist identifiziert werden.

Phenanthrolin inhibierte die Agonisten-induzierten Calciumsignale von TAS2R16 und -R50 nur

um 17 Prozent, allerdings lag die halbmaximale inhibitorische Wirkung fur TAS2R16 in einem

81



Diskussion

fast 10fach héheren Konzentrationsbereich (ICso 53 uM) als bei TAS2R50 (ICso 4,3 uM). Im
ahnlichen mikromolaren Bereich wie bei TAS2R50 lag die inhibitorische Potenz von
Phenanthrolin auch bei TAS2R10, -R14, -R38 und -R46, wobei letztere Rezeptoren durch die
Zugabe des Antagonisten vollstandig gehemmt wurden. Obwohl fir TAS2R10 und -R50 das
maximale Rezeptorsignal mit 0,31 bzw. 0,27 AF/F ahnlich hoch war. Hier zeigte sich, dass die
Effizienz, mit welcher der Antagonist die Rezeptorantwort zu reduzieren vermochte, nicht
zwingend abhangig ist von der initialen Héhe der relativen Fluoreszenzsignale.

Als weiterer breitbandiger Inhibitor konnte AITC identifiziert werden. AITC ist ein bekannter
Agonist von TAS2R38 und somit wurde die antagonistische Wirkung auf die anderen sieben
Testrezeptoren untersucht. Dabei zeigte sich AITC fir alle TAS2Rs als Inhibitor, wobei zur
weiteren Charakterisierung des inhibitorischen Effekts TAS2R14 sowohl mit Picrotoxinin als
auch mit Aristolochiasaure aktiviert wurde. Interessanterweise zeigte AITC auch auf das
Aristolochiasdure-TAS2R14-Signal eine inhibitorische Wirkung. Folglich ist die TAS2R14-
Inhibition durch AITC nicht spezifisch flr den Agonisten Picrotoxinin. Allerdings erwies sich
AITC auf das Picrotoxinin-TAS2R14-Signal sowohl als weitaus potenterer als auch
effizienterer Antagonist mit einem mehr als halb so niedrigen ICso-Wert im Vergleich zu
TAS2R14 auf Aristolochiasaure und der vollstandigen Signalhemmung. AITC tragt zum
scharfen Geschmack von Senf bei und besitzt antiinflammatorische, antioxidative und
antikanzerogene Eigenschaften (Ernst et al., 2011; Wagner et al., 2012; Zhang et al., 2010).
Oka und Kollegen konnten bei Mausen durch Nervenableitungen der Chorda tympani
nachweisen, dass AITC als Hemmstoff sowohl fiir hohe Natrium- und Kaliumchlorid
Konzentrationen, als auch fir drei Bitterstoffe (Chinin, Cycloheximid, Denatonium) fungiert
(Oka et al., 2013). Dabei ist bekannt, dass hohe Mengen an Natrium- und Kaliumchlorid zu
aversiven Verhalten fliihren (Chandrashekar et al., 2010; Oka et al., 2013). Alle drei Bitterstoffe
sind Agonisten des Mausbitterrezeptors 105, welcher phylogenetisch einen gemeinsamen
Vorfahren mit dem humanen TAS2R10 hat (Lossow et al., 2016). Denkbar ware, dass unter
anderem der TAS2R10 an der Vermittlung des aversiven Hochsalzgeschmacks beteiligt ist.
Die wenig ausgepragte Konservierung der Agonistenspektren orthologer Bitterrezeptoren von
Maus und Mensch (Lossow et al., 2016) kdnnte jedoch auch andere Konstellationen moglich

erscheinen lassen.

Far vier der insgesamt sieben entdeckten Antagonisten von TAS2R43 wurden Dosis-
Wirkungs-Experimente durchgefuhrt. Hier stellte sich in Bezug auf die Potenz und Effizienz
der Inhibition eine klare Rangordnung dar. Bereits ab einer Konzentration von 20,4 yM hemmte
Phenanthrolin das Aristolochiasaure-Signal um die Halfte, in absteigender Reihenfolge gefolgt
von Chloroquin (ICso 86,2 uM), Yohimbin (ICso 126,9 yM) und AITC (ICso 340 uM), als am

wenigsten potenter Antagonist. Im Gegensatz dazu zeigte sich die Starke der Inhibition des

82



Diskussion

maximalen Rezeptorsignals in absteigender Effizienz wie folgt: Yohimbin (vollstandige
Hemmung, um 100 Prozent), Chloroquin (um 63 Prozent), AITC (um 46 Prozent),
Phenanthrolin (um 30 Prozent).

Da bei einigen Dosis-Wirkungs-Experimenten kein Plateau des Rezeptorsignals erlangt
wurde, wie zum Beispiel bei TAS2R16 auf AITC und Phenanthrolin, kann nicht
ausgeschlossen werden, dass hdhere Konzentrationen der Antagonisten zu einer weiteren
Absenkung der residualen Fluoreszenzsignale fiihren wiirden. Jedoch war dies aufgrund der
Loslichkeit oder dem Auslésen von unspezifischen Fluoreszenzsignalen in diesem

experimentellen Aufbau nicht mdglich.

Auffallend sind die Parallelen zwischen aktivierenden und hemmenden Substanzen der
Bittergeschmacksrezeptoren. So zeigten die auf mehrere TAS2Rs wirkende Antagonisten
nahezu immer eine unterschiedliche Potenz und Effizienz der Inhibition auf die einzelnen
Bittergeschmacksrezeptoren. Ahnlich verhalten sich die Agonisten der TAS2Rs. Zum Beispiel
aktiviert Picrotoxinin TAS2R14 und TAS2R46, wobei der ECg-Wert von TAS2R14 auf
Picrotoxinin (70 uM, Behrens et al., 2004) ca. viermal geringer ist als von TAS2R46 (300uM,
Brockhoff et al., 2011). Die maximalen Rezeptorsignale (Abbildung 15) hervorgerufen durch
Picrotoxinin lagen bei 0,41 AF/F (TAS2R14) und 0,32 AF/F (TAS2R46). Inhibiert werden die
Bittergeschmacksrezeptoren vom nanomolarem (30 nM Naphazolin auf TAS2R50) bis zum
millimolaren Konzentrationsbereich (30 mM Arbutin auf TAS2R14). Gleiches qilt fir die Potenz
der Agonisten der TAS2Rs (Behrens und Meyerhof, 2018b). Es gibt Agonisten und
Antagonisten, welche nur auf einen Rezeptor einen modulatorischen Effekt zeigten, aber auch
Substanzen, welche eine Wirkung auf mehrere TAS2Rs entfalten. Des Weiteren kénnen sich
die Antagonisten und auch die Agonisten-Spektren der Bittergeschmacksrezeptoren teilweise
Uberlappen (Behrens et al., 2017c¢; Brockhoff et al., 2011; Meyerhof et al., 2010a).

4.1.4 Eine natiirliche Substanz als breitbandiger Antagonist

Nachdem die Substanz FL101237 (Hardwickische Saure) bei Experimenten vom
Kooperationspartner Givaudan eine hemmende Wirkung auf mehrere
Bittergeschmacksrezeptoren zeigte, wurde FL10237 in der vorliegenden Arbeit auf alle 21
deorphanisierten TAS2Rs als Antagonist getestet werden. Erstaunlicherweise inhibierte die
Testsubstanz die Agonisten-induzierten Calciumsignale von 19 TAS2Rs, wobei fir elf
Rezeptoren die relativen Fluoreszenzsignale vollstandig unterdrickt wurden. Aber auch dieser
breitbandige Inhibitor konnte als Agonist von TAS2R1 und als partieller Agonist von TAS2R46
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identifiziert werden. Dies deckt sich mit sensorischen Tests (Givaudan) indem die Substanz

als leicht bitter schmeckend beschrieben wurde.

4.2 Die TAS2R-Spezifitat der Inhibition

Mittels funktionellen Calcium-Messungen von TAS2R-exprimierenden Zellen wurden die
Aktivierungsmuster der Bittergeschmacksrezeptoren analysiert. Um neue Antagonisten fir
Bittergeschmacksrezeptoren zu finden wurde die Hohe der relativen Fluoreszenzwerte
zwischen der alleinigen Applikation des TAS2R-Agonisten und der simultanen Zugabe von
Agonist und Testsubstanz verglichen. Dabei war es wichtig auszuschliel3en, dass die Inhibition
nicht aufgrund unspezifischer endogener Faktoren verursacht wurde, sondern die Reduktion

des Fluoreszenzsignals auf den exprimierten Bittergeschmacksrezeptor zurlick zu fihren war.

4.2.1 Bitterrezeptorunabhangige Einfliisse auf zelluldre Calciumfluktuationen

Als Antagonisten wurden die Testsubstanzen definiert, welche nach der Normierung auf die
Fluoreszenzsignale der Leervektor-transfizierten Zellen, eine Reduktion des Rezeptorsignals
zeigten. Bei den Messungen konnte beobachtet werden, dass einige der Substanzen bei der
Applikation auf die Kontrollzellen zu unspezifischen Artefakten flhrten. Die genauen Ursachen
fur den Anstieg oder Abfall der Calciumionenkonzentration im Cytosol der Zelle sind ungeklart.
Méglicherweise werden durch die Stoffe endogene Rezeptoren oder zellulare Signalwege
aktiviert durch die lonen ein- oder ausstromen.

Besonderes Augenmerk muss auf die breitbandigen Antagonisten gelegt werden, welche zu
negativen Artefakten flhren, da hier die Méglichkeit einer unspezifischen Signalmodulation
nahe liegt. So konnte Phenanthrolin als Inhibitor aller acht Testrezeptoren identifiziert werden,
wobei die Applikation im Messsystem in negativen Calciumspuren resultierte (Anhang
S.123-125, Abb. 18). Allerdings ist die Hohe der Artefakte zumeist ahnlich, die Starke der
Inhibition des Rezeptorsignals variiert jedoch. So wird TAS2R38 bei der simultanen Zugabe
des Agonisten PTC und 0,1 mM Phenanthrolin vollstandig inhibiert, bei TAS2R46 bzw. -R50
wird das Signal auf 46 bzw. nur 84 Prozent reduziert (Abb. 18, Anhang S.124-125). Hier zeigt
sich, dass die Hohe der Inhibition nicht alleine auf unspezifischen Effekten beruhen kann.
Auch bei der Zugabe von Chloroquin konnte ein Abfall der Calciumspuren in den Messungen
beobachtet werden. Sowohl bei den Leervektor-, als auch bei den Rezeptor-transfizierten
Zellen flhrten 2 mM Chloroquin zu negativen Fluoreszenzwerten. Der Bitterstoff inhibierte das

Calciumsignal von fuinf Rezeptoren um circa 50 % (Tabelle 8). In Abbildung 30 ist die Wirkung
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von Chloroquin auf die Rezeptoren TAS2R14, -R50 und -R46 dargestellt. Obwohl die Artefakte
bei den Kontrollzellen ahnlich stark ausgepragt waren, zeigten sich deutliche Unterschiede in
der Hohe der Inhibition und der Wirkweise. So wird das TAS2R14-Signal hervorgerufen durch
den Agonisten Picrotoxinin bei der simultanen Beigabe von 2 mM Chloroquin vollstandig
gehemmt. Die Calciumspur der TAS2R50-exprimierenden Zellen anderte zwar den Verlauf
und fiel schneller ab, die maximale Héhe anderte sich hingegen nicht. Fir TAS2R46 wurde
Chloroquin als partieller Agonist identifiziert. Partielle Agonisten aktivieren den Rezeptor nicht
vollstandig, konkurrieren aber mit einem Vollagonisten um die Bindungstasche und fihren so
zu einer kompetitiven Hemmung (Rosenbaum et al., 2009). Wurden der Agonist Picrotoxinin

und Chloroquin zusammen auf TAS2R46-exprimierenden Zellen vermessen resultierte dies in

einer Rezeptorinhibition um 50 %. Wahrend die alleinige Applikation der Testsubstanz
TAS2RA46 aktivierte (Tabelle 8, Abb. 34).

o]
20

TAS2R14 TAS2R50 TAS2R46

Abbildung 34: Chloroquin als Testsubstanz auf TAS2R14, -R50, -R46.

A) Dargestellt sind die Calciumsignale der Rezeptor-transfizierten Zellen aktiviert mit dem Agonisten (—)
(TAS2R14 70 uM Picrotoxinin, TAS2R50 100 uM Andrographolid) und simultaner Applikation (Pfeil) des Agonisten
und 0,2 mM Chloroquin (——-); 0,6 mM Chloroquin (- - - - - ); 2 mM Chloroquin (- -- —). Als Negativkontrolle
gezeigt sind die Calciumspuren der Leervektor-transfizierten Zellen mit gleichzeitiger Applikation des Agonisten
und 0,6 mM Chloroquin (.....) bzw. 2 mM Chloroquin (. . . .).

B) Rechts gezeigt sind die Calciumspuren von TAS2R46-exprimierenden Zellen mit alleiniger Applikation von
Chloroquin (0,2 mM Chloroquin —— —; 0,6 mM Chloroquin - - - - - ; 2 mM Chloroquin = -~ =) und die Leervektor-
transfizierten Zellen mit 0,6 mM Chloroquin und 2 mM Chloroquin. Die Skala entspricht y =100 relative

Lichteinheiten und x = 20 Sekunden.

Somit kann kein zwingender Zusammenhang zwischen dem Auslésen von negativen
Artefakten bei der Applikation der Testsubstanzen im Messsystem und der Reduktion der
relativen Fluoreszenzwerte der Agonisten-aktivierten Bittergeschmacksrezeptoren gezogen
werden.

Die Mdglichkeit, dass die Testsubstanzen, welche die relativen Fluoreszenzsignale der
Bittergeschmacksrezeptoren hemmen, als inverse Agonisten der verwendeten
Rezeptorvarianten fungieren, kann weitgehend ausgeschlossen werden. Inverse Agonisten
setzen die Basalaktivitat von Rezeptoren herab (Deupi und Kobilka, 2007). Allerdings erfolgte

die Reduktion der Calciumsignale, ausgel6st durch die alleinige Zugabe der Teststoffe, bei
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keiner der Substanzen nur auf den TAS2R-exprimierenden Zellen, sondern immer auch bei
den Kontrollzellen (siehe Anhang). Somit wirkten die negativen Effekte nicht spezifisch auf die

Bittergeschmacksrezeptoren.

4.2.2 Bitterrezeptorspezifitit der Antagonisten

Nach der Applikation der Testsubstanzen wurde Somatostatin 14 (SST) auf die Zellen
gegeben. Dieses aktiviert den endogenen Somatostatin-Rezeptor und diente bei den Calcium-
Messungen als Vitalitdtskontrolle der Zellen und um falsch-positive Ergebnisse
auszuschlief3en. Allerdings lieR sich bei mehreren Substanzen eine Auswirkung auf die Hohe
der SST-Calciumspur beobachten. So wurde das Fluoreszenzsignal niedriger je hdher die
Konzentration der Testsubstanzen wurde. Anscheinend gibt es Bittersubstanzen, welche die
Aktivierung des SST-Rezeptors oder dessen Signalweg beeinflussen. Um sicher zu stellen,
dass die vorliegende Erniedrigung der Calciumsignale der TAS2R-exprimierenden Zellen auf
einen direkten Effekt der Testsubstanz auf den Bittergeschmacksrezeptor zuriickzufiihren ist
und nicht unspezifische Effekte der Inhibition zu Grunde lagen, wurden die SST-Signale
ausgewertet. Im vollem Umfang sind die relativen Fluoreszenzwerte der Erstapplikation der
Bitterstoffe und der Zweitapplikation von SST sowohl von den TAS2R-exprimierenden und den
Leervektor-transfizierten Zellen im Anhang dargestellt.

Zu den Inhibitoren, welche die Héhe des SST-Signals beeinflussen gehort Allylisothiocyanat.
Der Bitterstoff reduzierte das TAS2R-Signal von sieben Rezeptoren in unterschiedlichem
Male (Tabelle 8), wobei durch die Zugabe von 1 mM AITC die relativen Fluoreszenzwerte der
Somatostatinrezeptor-abhangigen Signale um 17 bis 57 Prozent im Vergleich zum SST-Signal

nach der Applikation des Agonisten (Anhang S.113-115) abfielen.
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Abbildung 35: Vergleichende Darstellung der relativen Fluoreszenzwerte von Erst- und Zweitapplikation.
A) Dargestellt sind die relativen Fluoreszenzwerte der TAS2R-exprimierenden Zellen hervorgerufen durch die erste
Applikation des Agonisten (TAS2R50 0,1 mM Andrographolid, TAS2R10 0,09 mM Strychnin) und der Kombination
von Agonist (Ag) und AITC (Allylisothiocyanat) in steigender Konzentration (grau), und der nachfolgenden
Zweitapplikation von SST (weil), n = 3 + Standardabweichung. Im Graph angegeben ist die Abnahme der relativen
Fluoreszenzwerte zwischen der alleinigen Applikation des Agonisten und der simultanen Zugabe des Agonisten
und 1 mM AITC (oben die Reduktion um x AF/F, unten die Reduktion auf x %).

B) Zeigt die relativen Fluoreszenzwerte von Tas2r135 hervorgerufen durch die Aktivierung von AITC (grau) und die
nachfolgende Zugabe von SST (weil), n =3 + Standardabweichung. Im Graph angegeben ist die Zu- bzw.
Abnahme der relativen Calciumsignale (oben die Anderung um x AF/F, unten die Reduktion auf x %). Die
experimentellen Daten wurden von Kristina LoRow erhoben.

Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student'schen t-Test ermittelt (p < 0,05 *; p 0,01 **; p < 0,001 ***).

Beispielhaft lasst sich die Auswirkung von AITC auf die Héhe der Calciumsignale anhand der
Abbildung 35 ablesen. So wurde das Calciumsignal von TAS2R50 aktiviert mit dem Agonisten
Andrographolid durch die Zugabe von 1 mM AITC auf 57 % reduziert. Ahnlich stark (auf 50 %)
nahm auch das anschlieRende SST-Signal ab. Auf das Agonisten-induzierte Signal von
TAS2R10 entfaltete AITC eine starkere Wirkung. Hier wurde das relative Fluoreszenzsignal
im Schnitt auf 19 % minimiert, teilweise sogar vollstandig inhibiert (Abb. 15). Wobei die
Calciumspur der SST-Applikation nur auf 43 % herabgesenkt wurde. Des Weiteren ist ein
Dosis-Wirkungs-Experiment mit AITC auf den Mausbittergeschmacksrezeptor 135 gezeigt
(das Experiment wurde von Kristina Loflow durchgefiihrt und zur Verfligung gestellt). Hier
zeigte sich die Aktivierung von Tas2r135 durch AITC, wobei das Rezeptorsignal bei der
Zugabe von 0,3 mM AITC im Vergleich zur Applikation von 0,03 mM AITC um uber 400 %
(0,07 AF/F) ansteigt, das SST-Signal aber auf 44% sinkt.
Ein weiterer Hinweis, dass das Absinken des SST-Signals nicht in direktem Bezug zum durch
die Bitterstoffe ausgelésten Bittergeschmacksrezeptorsignal zu setzen ist, zeigen
Testsubstanzen, welche nur einen oder wenige TAS2R inhibieren. Zum Beispiel fuhrte Arbutin
sowohl zu einem negativen Artefakt bei den Kontrollzellen, als auch zum Absinken der SST-
Calciumspur bei alleiniger und simultaner Applikation mit dem Agonisten (Anhang S.115). Eine
antagonistische Wirkung wurde aber nur auf den TAS2R14 beobachtet (Tabelle 8).
Auch bei dem breitbandigen Antagonisten FL101237 kam es bei der Applikation von 30 uM zu
einem Absinken des SST-Signals. Dies zeigte sich allerdings sowohl bei TAS2R5, auf dem
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FL10237 keine antagonistische Wirkung hatte, als auch bei TAS2R1 und -46, bei dem
FL101237 als Agonist fungiert (Anhang S.135).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei den Calciummessungen im heterologen
Expressionssystem mehrere Bitterstoffe zwar zu unspezifischen, nicht naher bekannten
Effekten fihrten, im Allgemeinen aber ein direkter Zusammenhang zu den festgestellten
Reduktionen der relativen Fluoreszenzsignale, hervorgerufen durch die spezifischen
Agonisten und die simultane Zugabe des Antagonisten auf den TAS2R-exprimierenden Zellen,

ausgeschlossen werden kann.

4.3 Die chemische Diversitat der Antagonisten

Von allen Grundgeschmacksarten besitzen Bitterstoffe mit Abstand die gréf3te Diversitat
(Meyerhof, 2005; Ley, 2008). Allgemeine Merkmale, die zur Aktivierung von TAS2Rs fuhren
wurden noch nicht gefunden, wohl aber einzelne Aminosaurenreste oder chemische
Eigenschaften, die fiir einen bestimmten Bitterstoff zur Aktivierung notwendig sind (Behrens
und Meyerhof, 2013; Born et al., 2013; Brockhoff et al, 2007).

In Abbildung 36 sind exemplarisch die 14 Antagonisten von TAS2R50 und dessen Agonist
Andrographolid abgebildet. Hier lassen sich zwar durchaus Gemeinsamkeiten finden wie zum
Beispiel freie Elektronenpaare am Stickstoff oder Sauerstoff, endstandige Methyl- und / oder
Hydroxylgruppen, Benzolringe und andere. Aber keine dieser Eigenschaften ist exklusiv nur
bei den Antagonisten zu finden, sondern auch bei anderen Stoffen aus der Substanzbibliothek
(Tabelle 6), welche kein inhibitorisches Potential besitzen. Selbiges gilt flir die anderen sieben
Testrezeptoren und deren Antagonisten. Die breitbandigen Inhibitoren AITC, Chloroquin und
Phenanthrolin zeichnen sich alle durch freie Elektronenpaare an Stickstoffatomen aus. Nur gilt
dies auch flr eine Vielzahl anderer Testsubtanzen wie Acetylpyrazin, Famotidin, Diphenidol
und weitere. AITC kann sich bei der enzymatischen Umsetzung von Sinigrin bilden. Sinigrin
wirkte allerdings nur auf TAS2R50 als Antagonist.

Das Fehlen ubergeordneter gemeinsamer Strukturen, welche einen Ruckschluss auf die
Voraussetzungen fir Antagonisten geben kénnten, bestatigt die Resultate anderer Studien,
bei denen fir einzelne Gruppen die Agonisten chemische Merkmal gemeinsam haben, aber
nie alle Agonisten (Meyerhof et al., 2010a). Zum Beispiel besitzen einige Agonisten des
TAS2R16 eine B-Glucopyranosidgruppe. Allerdings wiesen diese funktionelle Gruppe auch
drei Teststoffe aus der Substanzbibliothek (Aloin, Digitonin, Neohesperidin) auf, aktivierten
oder hemmten TAS2R16 jedoch nicht. Auch Sulforaphan, dessen chemische Struktur das fur
TAS2R38-Agonisten gefundene NCS-Motiv enthalt, zeigte kein modulatorischen Effekt auf

den Rezeptor.
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Abbildung 36: Die Antagonisten des TAS2R50 und weitere Bitterstoffe.
Dargestellt sind die 14 Antagonisten von TAS2R50 und Andrographolid, der verwendete Agonist fiir TAS2R50

(oben). Unten zu sehen sind Chloroquin als breitbandiger Antagonist und Neohesperidin als zu Naringin Struktur

verwandter Stoff. Links sind die Substanzen synthetischen, rechts die Stoffe natiirlichen Ursprungs. Griin umrandet

sind die Strukturen der breitbandigen Inhibitoren. Die chemischen Strukturen wurden vom Hersteller Sigma-Aldrich

bezogen.
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Eine direkte Wechselwirkung zwischen dem jeweiligen Agonisten und den Antagonisten kann
nicht ausgeschlossen werden. Zum Beispiel kdnnte der TAS2R14-Agonist Picrotoxinin mit
dem TAS2R14-Antagonisten Arbutin Uber Wasserstoffbriickenbindungen wechselwirken.
Andrographolid besitzt sechs Stereozentren und ist damit in der Lage seine Konformation zu
andern, um mit anderen Stoffen Bindungen einzugehen. Wirde es zutreffen, dass Agonist und
Inhibitor aneinanderbinden, kénnten diese sterisch vielleicht nicht mehr in die Bindungstasche
passen und so zum verminderten Calciumsignal fihren. Allerdings erklart dies nicht warum so
viele andere Stoffe aus der Substanzbibliothek keinen inhibitorischen Effekt auf TAS2R50
haben. So sind Naringin und Neohesperidin (Abbildung 36) zwar chemisch eng

strukturverwandt, aber nur Naringin wirkt hemmend auf TAS2R50.

4.4 Die Charakterisierung des Inhibitionsmechanismus

Um die Wirkung der breitbandigen Antagonisten Chloroquin und Phenanthrolin in Abhangigkeit
mit den Agonisten zu analysieren wurden Dosis-Wirkungs-Experimente durchgefiihrt. Sowohl
Chloroquin als auch Phenanthrolin fihrten zu einer Reduktion des maximalen Rezeptorsignals
und bei der hochsten Konzentration zu einer Erhéhung der ECso-Werte. Somit kénnen beide
Substanzen als insurmountable (uniberwindbare) Antagonisten bezeichnet werden (Gaddum,
1957). Pharmakologisch kann dem ein orthosterischer oder allosterischen Mechanismus zu
Grunde liegen (Kenakin, 2009). Wahrend beim orthosterischen Antagonismus beide Liganden
um die gleiche Bindungsstelle konkurrieren und so zu einer verminderten Rezeptorantwort
fuhren, binden beim allosterischen Mechanismus die pharmakologisch wirkenden Stoffe an
zwei unterschiedlichen Rezeptordomanen, wodurch der Rezeptor seine Konformation andert.
Allosterische Antagonisten wirken aufgrund der Anderung der Rezeptorkonformation auf jeden
Agonisten spezifisch, wohingegen orthosterische Inhibitoren alle Liganden blockieren
(Kenakin, 2012). Durch weitere Experimente zum Beispiel mit unterschiedlichen Agonisten
kénnte der Inhibitionsmechanismus weiter eingegrenzt werden. So konnte durch Dosis-
Wirkungs-Experimente und Punktmutationen des TAS2R16 festgestellt werden, dass
Probenecid ein uniberwindbarer Antagonist ist, welcher an einer intrazellularen
Bindungsstelle des TAS2R16 wirkt (Greene et al., 2011). Dahingegen zeigten Experimente mit
dem Antagonisten GIV3727 am TAS2R31 und -R43, dass dieser uniberwindbare Inhibitor
wahrscheinlich an derselben orthosterischen Bindungsstelle wie die verwendeten Agonisten
bindet (Slack et al., 2010).

Nach den Autoren einer Studie Uber die Bindungsmodalitaten von TAS2R31, -R43 und
TAS2R46 besitzen diese eine orthosterische Bindungstasche fir deren zahlreiche, strukturell

sehr unterschiedlichen Agonisten, wobei die Agonisten zwar spezifische Kontaktpunkte
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besetzen diese aber auch fir die Bindung anderer Agonisten verantwortlich sind und teilweise
Uberlappen (Brockhoff et al., 2010). Sandal und Kollegen fanden Hinweise auf eine vestibulare
Bindungstasche, welche nach den Autoren mit verantwortlich zeichnet fir die Selektivitat der

Rezeptoren (Sandal et al., 2015).

4.5 Das Zusammenspiel der TAS2R-Liganden und deren Bedeutung

Bitterstoffe sind in unserer Umwelt ubiquitar verbreitet. Sie befinden sich in unserer Nahrung,
in Medikamenten als pharmakologische Wirkstoffe, in zahlreichen Pflanzen und vielem mehr
(Kingsbury, 1964; Ley, 2008; Vetter, 2000). Schatzungsweise mehrere tausend Pflanzenarten
nutzen bitter schmeckende Substanzen als Schutz vor Fralfeinden (Vetter, 2000). Da der
Bittergeschmack einen aversiven gustofazialen Reflex auslést wird dieser allgemeinhin als
wichtiger Schutzmechanismus vor toxischen Stoffen angesehen (Ganchrow et al., 1983;
Lindemann, 1996). Aber auch gesundheitsférderliche Substanzen wie viele sekundare
Pflanzenmetabolite und Zuckerersatzstoffe konnen eine bittere Note aufweisen (Craig, 1997;
Schiffmann et al., 1997). Die Lebensmittel- und Pharmaindustrie unternimmt grofR3e
Anstrengungen, um unerwunschte bittere Noten von Produkten zu Uberdecken (Ley, 2008;
Sohi et al., 2004; Verbeke, 2006). Nur sind die bis jetzt bekannten Methoden nicht fur alle
Produkte anwendbar oder kénnen den Bittergeschmack nicht vollstandig maskieren (Astray et
al., 2009; Binello et al. 2004; Ley, 2008; Shet und Vaidya, 2013). Um die Verbraucher-
akzeptanz von gesunden und kalorienreduzierten Nahrungsmitteln und auch von bitter
schmeckenden Medikamenten zu erhohen, konnte der Einsatz von Hemmstoffen des
Bittergeschmacks beitragen.

Pflanzensorten, welche so geziichtet worden sind, dass sie weniger bitter schmecken sind
anfalliger fur Krankheiten. Dies konnte auf eine geringere Konzentration von bitter
schmeckenden sekundaren Pflanzenstoffen zuriick zuflihren sein, da diese von Pflanzen zur
Abwehr von Pathogenen genutzt werden (Benavente-Garcia et al., 1997; Drewnowski und
Gomez, 2000). Mit der alternativen Einfihrung von Hemmstoffen des menschlichen
Bittergeschmacks kénnte eine Rickkehr zur Urform erfolgen, was dann womdglich sowohl
einen hdheren Gehalt an gesunden Inhaltsstoffen flir den Verbraucher, als auch einen

geringeren Einsatz von Pestiziden bedeuten kénnte (Drewnowski und Gomez, 2000).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen auf ein neues Mal an Komplexitat der Bittergeschmacks-
stoffwahrnehmung schlielRen und bestatigen das komplexe Zusammenspiel von aktivierenden
und inhibierenden Eigenschaften von Bitterstoffen, welche bereits fur einzelne Substanzen

beobachtet werden konnten (Brockhoff et al., 2011). Die Ausbildung zahlreicher
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Bittergeschmacksrezeptoren mit teilweise Uberlappenden Agonistenspektren stellt womaglich
eine wichtige Strategie dar um das Nicht-Erkennen von toxischen Substanzen zu verhindern
(Behrens und Meyerhof, 2013). Allerdings macht dies die Entwicklung syntehtischer
Bittergeschmackshemmstoffe umso schwieriger, wenn man der Annahme folgt, dass Stoffe,
welche in die Bindungstasche von einigen TAS2Rs passen und die Aktivierung durch
Agonisten verhindern, bei anderen TAS2Rs eine aktivierende Wirkung haben.

In unserer Nahrung kénnen sich durchaus mehrere Bitterstoffe gleichzeitig befinden (Belitz
und Wieser, 1985; Hofmann, 2009). Zum Beispiel enthalt Wermuttee mehrere Bitterstoffe,
welche nachweislich als Agonisten und Antagonisten Uberlappender Teilmengen von
Bittergeschmacksrezeptoren agieren (Brockhoff et al., 2011). Des Weiteren muss bei der
Entwicklung von Hemmstoffen in Betracht gezogen werden, dass nicht alle Menschen die
gleiche genetische Ausstattung an TAS2Rs besitzen (Roudnitzky et al., 2015) und es aufgrund
dessen individuelle Unterschiede in der Wahrnehmung von Bitterstoffen und somit
moglicherweise auch bei Antagonisten geben koénnte. Sollten die Variationen im
Rezeptoraufbau die Bindungsstelle des Antagonisten betreffen konnte dieser nicht mehr
binden und ware somit wirkungslos. Ein weiterer Aspekt ist das Vorkommen von
Bittergeschmacksrezeptoren in extraoralem Gewebe, wie zum Beispiel im Gehirn (Singh et al.,
2011), in den Atemwegen (Shah et al., 2009) im Magen-Darm-Trakt (Behrens und Meyerhof,
2011) und im Herzen (Foster et al., 2013). Noch sind nicht alle physiologischen Funktionen
und Wirkweisen der extraoraler TAS2Rs aufgeklart. Allerdings konnte kiirzlich nachgewiesen
werden, dass Koffein mittels Bittergeschmacksrezeptoren im Mund und Magen regulierend auf
die Magensauresekretion wirkt (Liszt et al., 2017). So ist es durchaus mdglich, dass in
Nahrungsmitteln eingesetzte breitbandige Inhibitoren mdglicherweise zu unerwiinschten
Nebeneffekten flhren, da sie eventuell auch die Aktivierung von TAS2Rs in anderen Geweben
beeinflussen kénnten. Von vielen Bitterstoffen ist bekannt, dass sie pharmakologisch wirksam
sind. Zum Beispiel ist Vorsicht geboten bei der gleichzeitigen Aufnahme von Pampelmusen-
Saft und Medikamenten. Ein Bestandteil des Fruchtsafts ist der Bitterstoff und TAS2R50-
Antagonist Naringin. Dessen Abbauprodukte fihren zu einer Hemmung von Zytochrom P450-
Isozymen (Drewnowski und Rock, 1995; Fuhr und Kummert, 1995). Medikamente werden
nach der Aufnahme enzymatisch gespalten, fehlen die Enzyme flihrt dies zu einer erhéhten
Konzentration des Wirkstoffs. Fur Uber 85 Medikamente ist die Wechselwirkung mit
Pampelmusen-Saft bekannt (Hanley et al., 2011). Eines davon ist das Cholesterin senkende
Mittel Simvastatin dessen Bioverflgbarkeit bis zu 12-fach ansteigt bei gleichzeitiger Einnahme
mit dem Fruchtsaft und das dadurch zu Leberschaden flihren kann (Chen et al., 2018; Lilja
und Kivistd, 2000). Falls die Aufnahme von Medikamenten auch durch Bittergeschmacks-

rezeptoren vermittelt wird, konnte hier eine weitere Ursache fiir die Wechselwirkung liegen.
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Gleichwohl kénnten spezifisch wirkende Antagonisten wichtige pharmakologische Wirkstoffe
darstellen. Antagonisten anderer G-Protein-gekoppelter Rezeptoren finden bereits
Anwendung in der Behandlung von Parkinson, Psychosen, Asthma und vielem mehr (Tyndall
und Sandilya, 2005). So ist auch hier der gezielte Einsatz von Antagonisten der TAS2Rs im
extraoralem Gewebe denkbar.

Zu bedenken ist auch die zeitliche Abfolge der Aufnahme. So zeigte sich einer Studie, dass
drei Methoxy-Flavone (Roland et al., 2014) auf TAS2R14 eine inhibitorische Wirkung haben.
Interessanterweise geschah dies nicht bei der simultanen Zugabe der Substanzen, sondern
nur wenn diese mehrere Sekunden vor dem Agonisten appliziert wurden (Roland et al., 2014).
Damit stellt sich die Frage, wie wichtig die Reihenfolge ist, in der die Bitterstoffe an die
Rezeptoren gelangen und ob dies Einfluss auf die hemmende Wirkung von Antagonisten bei

der Nahrungs- bzw. Medikamentenaufnahme nach sich zieht.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Wahrnehmung von Bitterstoffen um
ein Vielfaches komplexer ist als bislang angenommen. Das gleichzeitige Wirken von
Bittersubstanzen als Agonist und Antagonist verschiedener teils tberlappender Gruppen von
Bittergeschmacksrezeptoren scheint nicht nur auf einzelne Substanzen beschrankt zu sein,
sondern ein allgemeines Prinzip darzustellen. Zur weiteren Aufklarung der Bitterge-
schmacksstoffwahrnehmung und deren physiologischer Funktion in extraoralem Gewebe
kénnten TAS2R-Antagonisten als wichtiges mechanistisches Werkzeug dienen. Des Weiteren
kénnten Antagonisten der Bitterrezeptoren nicht nur dazu verwendet werden um die
Verbraucherakzeptanz von bitter schmeckenden gesunden Lebensmitteln und Medikamenten

zu erhdhen, sondern selbst auch als pharmakologische Wirkstoffe eingesetzt werden.
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5. Zusammenfassung

Bitterstoffe sind ubiquitar in der Natur und unserer taglichen Umwelt verbreitet und zeichnen
sich durch eine ausgesprochen hohe chemische Diversitat aus (Barratt-Fornell et al., 2002;
Belitz und Wieser, 1985; Biere et al.; 2004; DuBois et al., 2008; Edreva et al., 2008). Es wird
angenommen, dass sich die Bittergeschmackswahrnehmung als eine Warnfunktion vor sich
in der Nahrung befindlichen gesundheitsschadlichen Stoffen entwickelt hat (Lindemann,
1996). Die Wahrnehmung der Bitterstoffe erfolgt Uber 25 G-Protein gekoppelte Rezeptoren,
von denen sich die bis dato 21 deorphanisierten TAS2Rs (faste 2 receptor) durch ein
individuelles Agonistenspektrum auszeichnen (Meyerhof et al., 2010a). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass fast die Halfte der Testverbindungen mehr als einen TAS2R aktvierten
(Meyerhof et al., 2010). In einer Studie von Brockhoff und Kollegen (2011) wurden zwei
Substanzen gefunden, welche sowohl als Agonisten sowie auch als Antagonisten
verschiedener Bittergeschmacksrezeptoren identifiziert wurden (Brockhoff et al., 2011).

In Anknipfung an diese Resultate sollte untersucht werden, ob bei Bitterstoffen das
gleichzeitige fungieren als Antagonist und Agonist unterschiedlicher Teilmengen von Bitterge-
schmacksrezeptoren ein haufiges Phanomen darstellt. Dazu wurden 52 Substanzen als
Antagonisten auf acht Rezeptoren (TAS2R9, -R10, -R14, -R16, -R38, -R43, -R46, -R50),
welche aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften ausgewahlt wurden, untersucht.
Mittels heterologer Expression der TAS2Rs in HEK 293T-Zellen, welche stabil mit der G-
Protein Ga16gust44-Unterheit transfiziert waren, wurden funktionelle Calciumanalysen
durchgefuhrt. Dabei wurde die Hohe der relativen Fluoreszenzsignale zwischen der alleinigen
Applikation des Agonisten und der simultanen Zugabe des Agonisten und der Testsubstanzen
verglichen.

In der vorliegenden Arbeit konnten 20 bisher unbekannte Antagonisten von humanen
Bittergeschmacksrezeptoren identifiziert werden. Diese zeigten zumeist eine individuelle
Auspragung der inhibitorischen Potenz und Effizienz auf die Rezeptoren, wobei acht
Substanzen auf mehr als einen TAS2R als Antagonisten wirkten. Drei Substanzen
(Chloroquin, Allylisothiocyanat, Phenanthrolin) konnten als breitbandig wirkende Inhibitoren
identifiziert werden, welche das Agonisten-induzierte Calciumsignal von sechs bis acht
Bittergeschmacksrezeptoren reduzierten. Dosis-Wirkungs-Experimente zeigten, dass
Chloroquin (auf TAS2R16 und -R38) und Phenanthrolin (auf TAS2R10 und -R46) als
insurmountable Antagonisten fungierten. Auf TAS2R50, flir den nur zwei Agonisten bekannt
sind (Meyerhof et al., 2010), zeigten 14 der Testsubstanzen ein antagonistisches Potential.
Die Substanz Hardwickische Saure (FL101237) wurde auf alle 21 deorphanisierten TAS2Rs
als Antagonist getestet. Auf 19 Rezeptoren zeigte FL101237 eine inhibitorische Wirkung,
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wobei das relative Fluoreszenzsignal von elf TAS2Rs durch die simultane Applikation des
Agonisten und FL101237 vollstandig inhibiert wurde. Fir TAS2R1 stellte sich FL101237 als
Agonist, fir TAS2R46 als partieller Agonist, heraus.

Erstmalig konnte in der vorliegenden Arbeit in diesem Umfang gezeigt werden, dass
Bittersubstanzen (gleichzeitig als Agonisten und Antagonisten verschiedener teils
Uberlappender Teilmengen von Bittergeschmacksrezeptoren fungieren kdonnen. Das
Ligandenspektrum der TAS2Rs ist vermutlich gréRer als bisher angenommen und die
Ergebnisse  dieser Arbeit zeichnen ein neues Bild der Komplexitdt der
Bittergeschmacksstoffwahrnehmung. Es scheint, dass der evolutionare Druck Bitter-
substanzen zu erkennen zu der Ausbildung der Vielzahl an Rezeptoren mit Gberlappenden
Agonistenspektren geflihrt hat, um sicher zu stellen, dass toxische Substanzen auch vermengt
mit Bitterinhibitoren erkannt werden (Behrens und Meyerhof, 2013).

Antagonisten des Bittergeschmacks konnten nicht nur dazu beitragen die
Verbraucherakzeptanz von gesunden Lebensmitteln und Medikamenten zu erhéhen, sondern
auch als mechanistische Werkzeuge zum gezielten Ausschalten einzelner oder Teilgruppen

von TAS2Rs zur weiterer Aufklarung der Bittergeschmackswahrnehmung eingesetzt werden.
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6. Summary

Among the five basic taste qualities, bitter taste is believed to protect from the ingestion of
potentially toxic substances (Lindemann, 1996). In humans, about 25 functional bitter taste
receptors (TAS2R) exist, which belong to the family of G protein-coupled receptors
(Chandrashekar et al., 2010). In a previous study, two bitter substances were identified that
are, on the one hand, TAS2R agonists and, on the other hand, are able to inhibit a different
subset of bitter taste receptors. The occurrence of TAS2R antagonists in the same plant
species that produces bitter agonists indicates that bitter taste perception is even more
complex as previously believed (Brockhoff et al. 2011). The identification of these bitter
antagonists raised the question of how widespread this phenomenon is.

Using heterologous expression of TAS2Rs in HEK 293T cells stably expressing the G-protein
chimera Ga16gust44, the receptor response can be monitored via functional calcium imaging.
In order to identify substances inhibiting TAS2Rs, calcium signals of the agonist applied alone
to the cells compared to the application of the agonist premixed with test substance were
analysed.

In total 52 bitter substances were screened on eight TAS2Rs (TAS2R9, -R10, -R14, -R16, -
R38, -R43, -R46, -R50) with different tuning breadths. 20 substances were identified to be
antagonists. Eight of these showed an inhibitory effect for two or more TAS2Rs. Strikingly,
three compounds (Allylisothiocyanat, Chloroquin and Phenanthrolin) reduced the calcium
signals of six or more TAS2Rs. By means of dose response experiments | demonstrated that
Chloroquin (on TAS2R16 and -R38) and Phenanthrolin (on TAS2R10 and -R46) act as
insurmountable antagonists. Strikingly, for TAS2R50 with three known agonists by far the most
antagonists were identified.

Furthermore, the substance Hardwickic acid (FL101237) was tested for all 21 deorphanized
TAS2Rs. FL101237 showed inhibitory effects on 19 TAS2Rs and even fully blocked the signal
response for 11. In addition, FL101237 activated the TAS2R1 and acted as partial agonist on
TAS2R46.

By examining TAS2Rs with different tuning breadths | observed that the number of presumed
ligands, consisting of agonists and inhibitors, might be more similar than previously anticipated.
In general, an obvious structural similarity among agonists and antagonist of the same receptor
was not observed. Moreover, it can be concluded that bitter compounds frequently represent
agonists and antagonists of different subsets of TAS2Rs, substantiating the notion that the
overlapping spectra of activating and inhibiting substances of TAS2Rs is elevating the known

complexity of bitter taste perception even further.
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In the future antagonists could be useful tools for examining the perception of bitter substances

and to inhibit the bitter off-taste of healthy food and drugs.
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9. Anhang

9.1 Antagonisten aus der Substanzbibliothek

Im Folgenden ist die Auswertung der Experimente mit allen durchgeflhrten Kontrollen gezeigt,
welche in Abschnitt 3.1.1 bis 3.1.7 in Auszligen gezeigt sind. Alle in Tabelle 8 (Seite 51)
verzeichneten Antagonisten wurden in drei Konzentrationen jeweils mit und ohne Agonist auf
die TAS2R-exprimierenden Zellen und die Leervektor-transfizierten Zellen appliziert
(Erstapplikation). Auch die Calciumspuren der Somatostatin 14 Applikation (SST)
(Zweitapplikation) wurden ausgewertet. Auf der linken Seite ist die Auswertung der
Fluoreszenzsignale der Erstapplikation der TAS2R-exprimierenden Zellen (grau) und der
Leervektor-transfizierten Zellen (weil3) zu sehen, welche durch die Zugabe des Agonisten (Ag),
des Inhibitors und deren Kombination miteinander hervorgerufen wurden, n = 3, Messwerte
+ Standardabweichung.

Nach der Zugabe der Testsubstanzen erfolgte die Applikation von Somatostatin 14 (SST). Die
Graphen auf der rechten Seite zeigen die relativen Fluoreszenzsignale dieser Zweitapplikation
der TAS2R-exprimierenden Zellen (grau) und der Leervektor-transfizierten Zellen (weil),
welche durch die Zugabe  von SST hervorgerufen wurden, n=3,
Messwerte + Standardabweichung.

Fir die Antagonisten-Rezeptor-Paare fir die die Reduktion des Agonisten-induzierten
Rezeptorsignals nicht signifikant war, sind zusatzlich die Einzelexperimente (Exp 1 bis 3)
gezeigt (Agonist allein appliziert und simultane Applikation des Agonisten und des
Antagonisten in drei Konzentrationen auf den TAS2R-exprimierenden Zellen).

Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student‘'schen t-Test ermittelt. Dabei wurden jeweils
die residualen Fluoreszenzwerte der TAS2R-transfizierten Zellen (*) bei alleiniger Applikation
des Agonisten mit den Signalen der TAS2R-transfizierten Zellen bei simultaner Applikation
von Agonist und Inhibitor, und bei alleiniger Applikation des Inhibitors miteinander verglichen.
Gleiches gilt fir die Leervektor-transfizierten Zellen (#). Des Weiteren wurden die SST-Signale
der TAS2R-transfizierten Zellen bei der Applikation der niedrigsten Konzentration des
Inhibitors mit den héheren Konzentrationen des Inhibitors auf statistische Signifikanz getestet
(§). Dies wurde auch flir die Leervektor-transfizierten Zellen durchgefihrt (&). Fir die
Einzelexperimente wurden alle Wirkstoff-Kombinationen miteinander verglichen (a: signifikant
zur alleinigen Applikation des Agonisten, b: signifikant zum Gemisch Agonist und Antagonist
in niedrigster Konzentration, c: signifikant zum Gemisch Agonist und Antagonist in mittlerer
Konzentration). Dabei gilt p < 0,05 1 Zeichen; p < 0,01 2 Zeichen; p < 0,001 3 Zeichen.
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In den Graphen angegeben ist die Abnahme der relativen Fluoreszenzwerte der TAS2R- bzw.

der Leervektor-transfizierten Zellen zwischen der alleinigen Applikation des Agonisten und der

simultanen Zugabe des Agonisten und der hdchsten Konzentration des Antagonisten (oben
die Reduktion um x AF/F, unten die Reduktion auf x %).

TAS2R50 Antagonist 6-Methyl-2-thiouracil

TAS2R50 SST-Signal Antagonist 6-Methyl-2-thiouracil

08 25
2,0 1 # B
i
N S e i ll
’ 0,07
w 96%
s
0,07
1,0 1 o
05
0,2
-0,4 T T T T 0,0
N go“\s “\ \\I\Q‘M N\e\“\’ N\e\m\ N\Q‘N\ \\J\e\“\’\ “ N\e\m\ Pgo‘\'\":‘ N\N\e\m\ N\Q\M\ N\e\“\‘\ N\e\“\‘\ N\Q\N\ W N\e\“\‘\
Lo®® 0\‘“ 03T gea ™ gA™ g L0 oA g™ @ ™A™ g3 ™
P N po ™ X PO PO
TAS2R9 Antagonist AITC 25 TAS2R9 SST-Signal Antagonist AITC
08 7 5
061 20 l l
o4 1 l l l l
' 5§
N 1,5
w w 8&
0,2 i fra
< 77%] <
1,0
Wik gy kek BE oo B
0'0 = == =
0,5
02
04 T T T T T T T 0,0 T ny . . . - .
st WY W W] W\ WY xC e W ! \ i W\ i
PO P P P P P P R R R LR L P
» 0 £ O * o/ or £0. »0 x o/ o
PO X PO P X PO
TAS2R10 Antagonist AITC 25 TAS2R10 SST-Signal Antagonist AITC
08 7 5
06 1 201
041
1,5
E 0,2 el &
< - <
# # 1,0
%L Nkk RER kkk EE KKK BEE * wan
00 0,18 T = &8&
o ok
1% *ff' 58
0,5 0,46
02 o
43%
04 T T T T T 0,0 ny - : . z .
st oC 7 W\ WY WY \\Y et \§ W \ \ Ot W«
PO L P P P P P e P P P ﬂ\““P‘ RN Lt Ul
%0/ L0 N 03 %0 03 [\ [\
[ P o™ P po ¥

113



Anhang

TAS2R14 Antagonist AITC
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TAS2R50 Antagonist Chloramphenicol
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TAS2R16 Antagonist Chloroquin
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TAS2R9 Antagonist Colchicin
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TAS2R9 Pirenzepindihydrochlorid
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Abbildung 37: Dosis-Wirkungs-Experiment von Pirenzepin auf TAS2R9.

Gezeigt ist die Wirkung von Pirenzepindihydrochlorid auf TAS2R9-exprimierenden Zellen (scharz) und Leervektor-
transfizierten Zellen (grau), n = 3 £ Standardabweichung. Die Berechnung des ECso-Wert (1,6 = 0,02 mM) erfolgte
in SigmaPlot.

8.2 FL101237 als breitbandiger Inhibitor

Im Folgenden ist die Auswertung der Experimente mit allen durchgeflhrten Kontrollen gezeigt,
welche in Abschnitt 3.4.1 in Ausziigen gezeigt sind. Die Substanz FL101237 (FL) wurde in drei
Konzentrationen jeweils mit und ohne Agonist auf die TAS2R-exprimierenden Zellen und die
Leervektor-transfizierten Zellen appliziert (Erstapplikation). Auch die Calciumspuren der
Somatostatin 14 Applikation (SST, Zweitapplikation) wurden ausgewertet.

Auf der linken Seite ist die Auswertung der Fluoreszenzsignale der Erstapplikation der TAS2R-
exprimierenden Zellen (grau) und der Leervektor-transfizierten Zellen (weil}) zu sehen, welche
durch die Zugabe des Agonisten (Ag), durch FL101237 und deren Kombination miteinander
hervorgerufen wurden, n=3, Messwerte + Standardabweichung.

Nach der Zugabe der Testsubstanzen erfolgte die Applikation von Somatostatin 14 (SST). Die
Graphen auf der rechten Seite zeigen die relativen Fluoreszenzsignale der Zweitapplikation
der TAS2R-exprimierenden Zellen (grau) und der Leervektor-transfizierten Zellen (weif3),
welche durch die Zugabe  von SST hervorgerufen wurden, n=3,
Messwerte + Standardabweichung.

Die Reduktion des Agonisten-induzierten Signals von TAS2R3 und -R8 war nicht signifikant,
daher sind zusatzlich die Einzelexperimente (Exp 1 bis 3) gezeigt (Agonist allein appliziert und
simultane Applikation des Agonisten und FL101237 auf den TAS2R-exprimierenden Zellen).
Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student‘schen t-Test ermittelt. Dabei wurden jeweils
die residualen Fluoreszenzwerte der TAS2R-transfizierten Zellen (*) bei alleiniger Applikation
des Agonisten mit den Signalen der TAS2R-transfizierten Zellen bei simultaner Applikation
von Agonist und FL101237, und bei alleiniger Applikation von FL101237 miteinander

verglichen. Gleiches qilt flr die Leervektor-transfizierten Zellen (#). Des Weiteren wurden die

128



Anhang

SST-Signale der TAS2R-transfizierten Zellen bei Applikation der niedrigsten Konzentration
von FL101237 mit den héheren Konzentrationen von FL101237 auf statistische Signifikanz
getestet (§). Dies wurde auch fir die Leervektor-transfizierten Zellen durchgefihrt (&). Fir die
Einzelexperimente wurden alle Wirkstoff-Kombinationen miteinander verglichen (a: signifikant
zur alleinigen Applikation des Agonisten, b: signifikant zum Gemisch Agonist und 3 uM
FL101237, c: signifikant zum Gemisch Agonist und 10 uM FL101237). Dabei gilt p < 0,05 1
Zeichen; p < 0,01 2 Zeichen; p < 0,001 3 Zeichen.

In den Graphen angegeben ist die Abnahme der relativen Fluoreszenzwerte der TAS2R- bzw.
der Leervektor-transfizierten Zellen zwischen der alleinigen Applikation des Agonisten und der
simultanen Zugabe des Agonisten und 30 uM FL101237 (oben die Reduktion um x AF/F, unten
die Reduktion auf x %).
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