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Abkürzungsverzeichnis 

 

AB Antibiotikum  GTP Guanosin-5’-Triphosphat 
AK Antikörper  HEK293 Humane embryonale Nierenzellen 

AS 
Aminosäure (AS-Code siehe 
Anhang)  HEPES 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsäure 

ATP Adenosintriphosphat  HSV Herpes simplex Virus 
BGH Bovines Wachstumshormon  ICL Intrazelluläre Schleife 

bp Basenpaar  IC50 
Effektive  Konzentration bei 
halbmaximaler Inhibition 

B.-W. Nr. Ballesteros-Weinstein-
Nummerierung  IP3 Inositoltriphosphat 

CCK Cholecystokinin  
LBP-
Modell 

3D ligandbasierdende Pharmakophor-
Modell 

CMV Cytomegalievirus  NLS Zellkern-Lokalisations-Signal 

cDNA 
komplementäre 
Desoxyribonukleinsäure  

N-
Terminus 

Aminoterminales Ende 

C-
Terminus 

Carboxyterminales Ende  OD Optische Dichte 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium  
OBP-
Modell 

3D oberflächenbasiertes Pharmakophor-
Modell 

DMSO Dimethylsulfoxid  PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlösung 
DNA Desoxyribonukleinsäure  PCR Polymerasekettenreaktion 

dNTP 
2’Desoxyribonukleosid-5’-
Triphosphat  PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

EC50 
Effektive Konzentration bei 
halbmaximaler Aktivierung  PLC Phospholipase C 

ECL Extrazelluläre Schleife  PTC Phenylthiocarbamid 

E.coli Eschericha coli  
SBP-
Modell 

3D strukturbasiertes Pharmakophor-
Modell 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure  SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus 
ER Endoplasmatisches Retikulum  nsSNP nicht-synonymer SNP 
EtBr Ethidiumbromid  SST Somatostatin 
EtOH Ethanol  TAE Trisacetat EDTA Puffer 
FKS Fötales Kälberserum  TAS1R Humaner Geschmacksrezeptor Klasse 1 
FLIPR Fluorometric Imaging Plate Reader  TAS2R Humaner Geschmacksrezeptor Klasse 2 
G418 Geneticin  TM Transmembrandomäne 
GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor  Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan 
 

Definitionen (Althaus, 2007; Herdegen, 2013; Hoyer et al., 1993) 

Begriff Definition  

Effizienz  Effizienz ist die Kopplung zwischen Rezeptoraktivierung und beobachteter Wirkung   

Potenz als Potenz  wird die auf die Dosis bezogene Wirkung bezeichnet  

Vollagonist Vollagonisten aktiviert einen Rezeptor mit maximaler bekannter Effizienz  

Partialagonist  Partialagonisten aktiviert einen Rezeptor mit geringerer Effizienz verglichen zu Vollagonisten  
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1. Einleitung 

1.1 Der Geschmackssinn 

Die Geschmackswahrnehmung dient der Qualitätsbeurteilung von Nahrung. Der Mensch kann 

die Geschmacksqualitäten süß, sauer, salzig, umami und bitter unterscheiden (Lindemann, 

1996; Stewart et al., 1997). Diese fünf grundlegenden Geschmacksqualitäten werden über 

spezialisierte Zellen wahrgenommen, welche sich vorwiegend auf der Zunge und dem weichen 

Gaumen befinden (Hoon et al., 1999; Behrens et al., 2007; Chaudhari et al., 2010). 

Die Wahrnehmung von süß, umami und salzig (Salzkonzentrationen < 100 mM NaCl) werden 

von Geburt an als angenehm empfunden (Beauchamp et al., 1990; Oka et al., 2013) und somit 

wird die Aufnahme in den Körper begünstigt (Steiner, 1977). Die Süß- und Umami-

Geschmäcke werden über Rezeptoren der TAS1R-Familie vermittelt. Die Vermittlung des 

Süßgeschmacks erfolgt über das Dimer aus TAS1R2 und TAS1R3 (Nelson et al., 2001; Li et 

al., 2002). Die Mono- und Disaccharide, welche die Süßwahrnehmung auslösen, dienen als 

Energielieferant (Anderson, 1995; Chandrashekar et al., 2006). Das Dimer aus TAS1R1 und 

TAS1R3 stellt den Umami-Rezeptor dar. Er wird beispielsweise durch L-Glutamat, welches in 

Fleisch vorkommt, aktiviert und ermöglicht die Wahrnehmung von aminosäurereicher Nahrung 

(Li et al., 2002; Nelson et al., 2002; Zhang et al., 2003, Chandrashekar et al.; 2006). Die 

Aktivierung dieser Rezeptoren löst eine intrazelluläre Signalkaskade aus (siehe Kapitel:1.4), 

woraus die Erregung der Geschmacksrezeptorzelle resultiert (Zhang et al., 2003). 

Der Salzgeschmack ist für den Erhalt des Elektrolythaushalts wichtig. Mit dem ENaC 

(Epithelial sodium channel)-Inhibitor Amilorid konnte der Nachweis erbracht werden, dass 

niedrige Salzkonzentrationen über ENaC den Salzgeschmack von Raten und Fröschen (Rana 

esculenta / ridububda) vermitteln (Avenet et al., 1988; Heck et al., 1984). Die Aufnahme von 

Natriumionen erfolgt direkt über Ionenkanäle, was zur Änderung des Membranpotentials der 

Geschmacksrezeptorzelle führt (Lindemann, 2001). Amilorid verhindert jedoch nicht die 

Wahrnehmung von hohen Salzkonzentrationen (über ~150 mM) (Chandrashekar et al., 2010).  

Starker Sauergeschmack ruft ein angeborenes Aversionsverhalten hervor (Steiner, 1977) und 

schützt vor der Aufnahme von unreifen Früchten oder verdorbenen Speisen (Huang et al., 2006; 

Kinnamon et al., 1996; Lindemann, 2001).  

Der Sauergeschmack wird direkt vermittelt, indem Protonen (Wasserstoffionen) über 

Ionenkanäle aufgenommen werden und unmittelbar Aktionspotentiale der 

Geschmackssinneszellen auslösen (Chang et al., 2010; Roper, 2013). Für die Vermittlung des 

Sauergeschmacks kamen die TRP-Kanäle PKD2L1 und PKD1L3 in Frage (Huang et al., 2006; 
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Nelson et al., 2010; Horio et al., 2011). Der PKD2L1-Kanal konnte zwar als ein 

Sauergeschmackssinneszellmarker identifiziert werden, aber für die Signalübertragung ist er 

nicht zuständig. Des Weiteren wurden HCN-Kanäle, der ASIC-Kanal und weitere Kalium-

Kanäle als Kandidaten untersucht (Stevens et al., 2001; Richter et al., 2004; Dotson, 2010). 

Die Arbeitsgruppe Liman beschrieb 2016, dass die Protonen der Säure in die Geschmackszelle 

über Kanäle einströmen bzw. durch die Zellmembran diffundieren. Diese Protonen im 

Zellinneren sollen dann den Kaliumionen-Ausstrom über den K+-Kanal, KIR2.1 inhibieren und 

somit über die Depolarisierung der Zelle den Sauergeschmack vermitteln (Ye et al., 2016).  

 

Der Bittergeschmack wird hauptsächlich als Warnsignal vor der Einnahme von toxischen 

Substanzen angesehen (Hankins et al., 1976; Glendinning, 1994). Das Signal für die 

Geschmackswahrnehmung wird, ähnlich wie bei süß und umami, über G-Protein-gekoppelte 

Rezeptoren vermittelt. Dabei handelt es sich um Rezeptoren der TAS2R Familie (Adler et al., 

2000; Chandrashekar et al., 2000; Matsunami et al., 2000). Der Mensch besitzt etwa 25 

funktionelle TAS2R-Rezeptoren (Bufe et al., 2002).  

 

1.2 Lokalisation der Geschmacksrezeptoren im Mund 

Die Geschmackswahrnehmung beim Menschen wird hauptsächlich über 

Geschmackssinneszellen der Zunge (Lalonde et al., 1961; Loven, 1868), aber auch des weichen 

Gaumens (Kaplick, 1953), des Rachens (Pharynx), des Kehlkopfs (Larynx) und des 

Kehlkopfdeckels (Epiglottis) vermittelt (Lalonde et al., 1961). 

Die Geschmackssinneszellen sind zu Geschmacksknospen gebündelt und kommen auf der 

Zunge in Wallpapillen, Blätterpapillen und in den Pilzpapillen vor (Abbildung 1).  

 

Eine Geschmacksknospe setzt sich aus vier unterschiedlichen Hauptzelltypen, Zelltyp I bis III, 

und den Basalzellen zusammen (Farbman, 1965; Murray, 1986). 

Der Zelltyp I (glia-ähnliche Zellen) exprimiert GLAST, einen Glutamat-Aspartat-Transporter 

(Lawton et al., 2000) und NTPDase2, ein ATP-abbauendes Enzym, welche dafür sorgen, dass 

der Neurotransmitter ATP aus dem extrazellulären Raum wieder entfernt wird, um eine 

Desensitisierung der purinergen Rezeptoren auf den afferenten Nervenfasern zu vermeiden 

(Bartel et al., 2006; Vandenbeuch et al., 2013). Des Weiteren wurde in einem Teil der Typ-I-

Zellen die Expression von ENaC als Rezeptorkandiat für die Salzwahrnehmung nachgewiesen 

(Vandenbeuch et al., 2008).  
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Abbildung 1: Lokalisation der Geschmacksrezeptoren auf der Zunge 

Auf der Zunge befinden sich Wallpapillen, Blätterpapillen und Pilzpapillen. Diese tragen Geschmacksknospen, 
welche eine Bündelung von Geschmackssinneszellen darstellen. In der Zellmembran der Geschmackssinneszellen 
befinden sich die Geschmacksrezeptoren. 
 

Die Süß-, Umami- und Bitterrezeptoren sind in Typ-II-Zellen lokalisiert. Jedoch befinden sich 

in jeder einzelnen Zelle nur Rezeptoren für eine der drei Geschmacksqualitäten (Nelson et al., 

2001; Tomchik et al., 2007). Chandrashekar und Kollegen gingen davon aus, dass jede einzelne 

Geschmackssinneszelle alle Bitterrezeptoren exprimiert und somit auf die Vielfalt an 

verschiedenen Bitterstoffen mit einem einheitlichen Signal an das Gehirn reagiert 

(Chandrashekar et al., 2000). 

 

Weitere Untersuchungen widerlegten diese Annahme, indem sie Nachweise für die 

unterschiedliche Genexpression der verschiedenen Bittergeschmacksrezeptoren erbrachten 

(Behrens et al., 2007; Caicedo et al., 2002; Chandrashekar et al., 2000; Matsunami et al., 2000). 

 

Die Zellen des Typs III exprimieren SNAP25 und andere präsynaptische Proteine, wie den 

spannungsabhängigen Kalziumkanal α1A, Synapsin-II, das Enzym Glutamat-Decarboxylase 

(GAD1) und die Aromatische-Aminosäure-Decarboxylase (AADC), welche für die 

Neurotransmittersynthese notwendig sind (Yee et al., 2001; DeFazio et al., 2006). Des 

Weiteren wird vermutet, dass die Typ-III-Zellen für die Sauerwahrnehmung verantwortlich 

sind (Huang et al., 2006; Huang et al., 2008). 

Am Grund der Geschmacksknospe im umgebenden Epithelium befinden sich die Basalzellen, 

welche als undifferenzierte und unreife Zellen als Quelle für neue Geschmackssinneszellen 

dienen (; Farbman, 1965; Chaudhari et al., 2010; Perea-Martinez et al., 2013). 
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1.3 Bedeutung von Geschmacksrezeptorzellen im extraoralen Gewebe 

Die Bittergeschmacksrezeptoren befinden sich nicht nur in Geschmackssinneszellen auf der 

Zunge, wo sie als Instrument der Bittergeschmackswahrnehmung funktionieren, sondern 

konnten auch in anderen Geweben, beispielsweise im Magen-Darm-Trakt, Harn- und 

Atmungssystem bei Nagern identifiziert werden (Wu et al., 2002 ; Finger et al., 2003; 

Deckmann et al., 2014). 

Interessanterweise wird die Hälfte aller humanen TAS2R-Familie im linken Ventrikel des 

Herzens exprimiert (Foster et al., 2013). Bemerkenswert ist die hohe Expression des TAS2R14, 

welche vergleichbar mit der Expressionsmenge des β1-adrenergen Rezeptors (ADRB1) ist. Die 

funktionelle Bedeutung ist noch unklar, jedoch liefert dieser Befund einen Hinweis auf die 

hohe Bedeutung des TAS2R14 unter den extraoralen Bitterrezeptoren.  

Die jüngst publizierten Untersuchungen zeigten die Expression aller humanen Bitterrezeptoren 

in Leukozyten im Blut und lassen vermuten, dass Bitterstoffe einen Einfluss auf das 

Immunsystem haben (Malki et al., 2015). 

Das extraorale Vorkommen von Bitterrezeptoren könnte möglicherweise die Aufnahme von 

Medikamenten im Darm beeinflussen (Jeon et al., 2008).  

Die Expression des TAS2R14 in extraoralen Organen wird im Rahmen der vorliegenden Arbeit 

nicht untersucht, wird thematisch jedoch in der Diskussion aufgegriffen. 

 

1.4 Transduktion und Weiterleitung der Bittergeschmacksinformation 

zum Gehirn 

Sensorische Experimente mit Mäusen, bei denen das Gen für α-Gustducin, ein Guanin-

Nukleotid-bindendes Protein (G-Protein), genetisch entfernt wurde, zeigten, dass diese Mäuse 

kaum in der Lage waren, süß oder bitter (Wong, 1996) oder umami (Ruiz et al., 2003) zu 

schmecken. Wong et al. schlussfolgerte, dass α-Gustducin sowohl bei der Süß- als auch der 

Bitterwahrnehmung ein Bestandteil der Signalkaskade zur Informationsweiterleitung darstellt. 

Sie lokalisierten mit Hilfe von radioaktiv markiertem α-Gustducin dessen Lage in 

Geschmackspapillen. Die Co-Expression von α-Gustducin und der TAS2R-Familie konnte im 

Jahr 2000 nachgewiesen werden (Adler et al., 2000). Im gleichen Jahr wurde der funktionelle 

Beweis der Aktivierung der Bitterrezeptoren durch Bitterstoffe erbracht (Chandrashekar et al., 

2000). Der Einsatz von Antikörpern gegen eine der βγ-Untereinheiten Gβ3, Gγ13, oder gegen 

PLCβ2 in präpariertem Mauszungengewebe resultierte in der Unterdrückung des interzellulären 

Anstiegs von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) (Palmer et al., 1989; Cook et al., 1990; Huang et 
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al., 1999; Rossler et al., 2000). Huang und Kollegen vermuteten, dass α-Gustducin die 

Phosphodiesterase (PDE) reguliert und die Phospholipase Cβ2 (PLCβ2) durch Gβγ aktiviert 

wird (Huang et al., 1999). Die PLCβ2 hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) 

zu Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) (Rossler et al., 1998). Das führt 

zum intrazellulären Anstieg von IP3, wodurch sich die IP3-abhängiger Kanäle in der Membran 

des endoplasmatischen Retikulums öffnen und den Anstieg von Ca2+ im Zytosol verursachen. 

Der Kalziumanstieg aktiviert die TRPM5-Kanäle und initiiert ein Na+-Ionen-Einstrom (Perez et 

al., 2002; Liu et al., 2003). Zhang und Kollegen zeigten durch Nervenableitungen und 

Geschmackspräferenztests, dass eine Aktivierung der Zellen durch bittere Substanzen bei 

genveränderten C57BL/6-Mauslinien ohne Expression von TRPM5 oder PLCβ2 nicht mehr 

möglich ist (Zhang et al., 2003). 

Zur Reizweiterleitung wurde Adenosintriphosphat (ATP) als Neurotransmitter identifiziert, 

welches aus den Typ II-Zellen in den extrazellularen Raum gelangt und somit einen synaptisch 

unabhängigen Mechanismus der Reizweiterleitung darstellt (Huang et al., 2007; Romanov et 

al., 2008; Murata et al., 2010). Für diese Reizweiterleitung kommen Kanäle, wie Kalzium 

Homeostasis Modulator 1 (CALHM1), Pannexin1 (Panx1), Connexin 30 und Connexin 43, 

welche alle in Typ II-Zellen vorkommen, in Frage (Vandenbeuch et al., 2015). An Calhm1-

Knockout-Mäusen konnte eine starke Beeinträchtigung der Wahrnehmung von süß, bitter und 

umami Substanzen, nicht aber für saure und salzige Stimuli, festgestellt werden (Taruno et al., 

2013). Da die süß, bitter und umami Wahrnehmung bei Calhm1-Knockout-Mäusen nicht völlig 

verloren gegangen ist, wird angenommen, dass noch weitere Kanäle beteiligt sind 

(Vandenbeuch et al., 2015). Daraufhin wurden Panx1-Knockout-Mäuse untersucht und eine 

unveränderte ATP-Freisetzung festgestellt. Somit kann davon ausgegangen werden, dass Panx1 

nicht an der Weiterleitung des Signals beteiligt ist. 

Adenosintriphosphat aktiviert den dimeren purinergen Rezeptor P2X2/P2X3, wodurch das 

Signal auf die afferenten Nervenfasern übertragen und somit weiterleitet wird (Finger et al., 

2005; Eddy et al., 2009;). 
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Abbildung 2: Signaltransduktion der Bitterwahrnehmung 

Ein TAS2R14-Agonist z.B.: Aristolochiasäure aktiviert den TAS2R14-Bitterrezeptor, wodurch sich die 
Untereinheiten α und βγ des heterotrimeren G-Proteins Gustducin vom Rezeptor lösten. Die βγ-Untereinheiten 
aktivieren dann die membranständige Phospholipase Cβ2 (PLCβ), welche die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) zu Diacylglycerin (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) durchführt. Das IP3 aktiviert 
den IP3-Rezeptor, welcher Kalziumionen vom endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol der Zelle entlässt. Die 
Ca2+-Ionen aktivieren den TRPM5-Kanal und verursachen einen Na+-Einstrom in die Zelle und die resultierende 
Depolarisierung verursacht einen ATP-Ausstrom durch einen Hemikanal. 
 

Um die Reizverarbeitung für die Geschmackswahrnehmung zu gewährleisten, wird der Reiz 

über afferente Nervenfasern dreier Hirnnerven zum Gehirn übertragen (Guth, 1957; Hanamori 

et al., 1988; Belecky et al., 1990;). Der Hirnnerv VII (N. facialis) wird von den 

Geschmacksknospen der Pilzpapillen des vorderen und mittleren Teils der Zunge sowie über 

Nervus petrosus Major vom Gaumen angeregt (Miller et al., 1982; Belecky et al., 1990). Die 

Geschmacksknospen der Blätterpapillen und Wallpapillen des hinteren Teils der Zunge 

aktivieren den IX. Hirnnerv (N. glossopharyngeus) (Guth, 1957; Hanamori et al., 1988) und der 

X. Hirnnerv (N. trigeminus) leitet die Erregungen von der Geschmacksknospen des Pharynx, 

der Epiglottis und des Larynx (Lalonde et al., 1961) zum Gehirn weiter. 

Im Gehirn des Menschen wird die Information direkt vom NTS (Nucleus tractus solitarii) 

(Norgren, 1978; Hamilton et al., 1984) zum Thalamus geleitet und von dort zum primären 

gustatorischen Kortex (Travers, 1988). 



Einleitung 

 7 

1.5 Die Rezeptoren der Bitterwahrnehmung 

Die verschiedenen Bitterrezeptoren, ermöglichen uns viele chemisch unterschiedliche 

Substanzen wahrzunehmen. 

Anfang der 90er Jahre des 20. Jahrhunderts wurde vermutet, dass diese Vielfalt an 

Bittersubstanzen über eine große Gruppe von G-Proteinen und G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren abgedeckt wird (Margolskee, 1993; Lindemann, 1996; Wong, 1996). Im Jahr 2000 

wurde eine Gruppe von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die TAS2R-Familie, in den 

Geschmacksrezeptorzellen der Zunge und des Gaumens identifiziert (Adler et al., 2000; 

Matsunami et al., 2000). Chandrashekar und Kollegen erbrachten den funktionellen Beweis, 

dass die TAS2R-Familie für die Bittergeschmackswahrnehmung verantwortlich sind 

(Chandrashekar et al., 2000). Sie zeigten die Aktivierung des Mausbitterrezeptors Tas2r105 

(mT2R5) durch Cycloheximid und wiesen auf die Aktivierung des humanen Rezeptors 

TAS2R4 durch Denatoniumbenzoat und 6-N-Propyl-2-thiouracil. Dies erfolgte mittels 

heterologer Expression der Bitterrezeptoren in HEK293-Zellen mit einer stabil transfizierten 

Gα15-Untereinheit der funktionellen Rezeptoranalyse über Kalzium-Detektion unter 

Verwendung des kalziumsensitiven Farbstoffs FURA-2AM nach (Chandrashekar et al., 2000). 

Im Jahr 2002 beschrieben Bufe und Kollegen die Aktivierung des Rattenrezeptors Tas2r109 

(T2R9) durch Cycloheximid und die Aktivierung der humanen Bitterrezeptoren TAS2R16 

durch Salicin und TAS2R10 durch Strychnin mit einem ähnlichen Versuchsaufbau (Bufe et al., 

2002). 

Untersuchungen des TAS2R14 zeigten die Aktivierung des Rezeptors durch chemisch 

unterschiedliche Agonisten, darunter Pikrotoxinin und α-Thujon unter Verwendung von 

HEK293T-Gα16Gust44-Zellen und der funktionellen Rezeptoranalyse über Kalzium-Detektion 

(Behrens et al., 2004). Bei der Zelllinie HEK293T-Gα16Gust44 handelt es sich um adhärent 

wachsende HEK 293T-Zellen, welche stabil die G-Protein-Chimäre Gα16Gust44 (Chimäre aus 

der Gα16-Untereinheit und 44 AS vom C-Terminus von α-Gustducin (Ueda et al., 2003)) 

exprimieren. Des Weiteren wurde die Aktivierung durch Aristolochiasäure des TAS2R14 mit 

dem GTPγS-Bindungsexperiment nachgewiesen (Sainz et al., 2007). Auch die Rezeptoren 

TAS2R31 und -R43 zeigten eine Aktivierung durch Aristolochiasäure (Kuhn et al., 2004). 

Kuhn et al. zeigte außerdem die Aktivierung des TAS2R31 und -R43 durch die künstlichen 

Süßstoffe, Saccharin und Acesulfam K, welche durch einen bitteren Beigeschmack in hohen 

Konzentrationen gekennzeichnet sind (Kuhn et al., 2004). 

Im gleichen Jahr wiesen Pronin und Kollegen die Aktivierung des TAS2R30 (alte 

Bezeichnungen: T2R44, TAS2R47) durch Denatonium und 6-Nitrosaccharin nach und zeigten 
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die Bedeutung der extrazellularen Schleifen der Rezeptoren TAS2R31 (alte Bezeichnung: 

T2R64) und TAS2R43 (alte Bezeichnung: T2R61). Nach der Übertragung der extrazellulären 

Schleifen des TAS2R43 auf den TAS2R31-Rezeptor konnte diese Chimäre nun durch den 

TAS2R43-Agonisten 6-Nitrosaccharin aktiviert werden (Pronin et al., 2004). 

Eine genetische Kopplungsanalyse konnte den Zusammenhang zwischen Phenylthiocarbamid 

(PTC) und dem TAS2R38 zeigen (Kim et al., 2003). Experimentell gelang 2005 der direkte 

Nachweis von PTC als TAS2R38-Agonist (Bufe et al., 2005) (weitere Details zu diesem 

Rezeptor und seinen Rezeptorvarianten siehe Kapitel 1.7). 

2007 gelang die Deorphanisierung des Rezeptors TAS2R7 durch Aktivierung mit Strychnin, 

Quinacrin, Chloroquin, Papaverin (Sainz et al., 2007), des TAS2R1 mit Peptiden (Maehashi et 

al., 2008) und des TAS2R46 mit Strychnin (Brockhoff et al., 2007). Die ersten Agonisten vom 

TAS2R9 waren Ofloxacin, Procainamid und Pirenzapin (Dotson et al., 2008). Humulon, der 

Bitterstoff aus Bier, konnte die Rezeptoren TAS2R1, -R14 und -R40 aktivieren (Intelmann et 

al., 2009). 

2010 wurden 104 bitter schmeckende Substanzen auf ihre TAS2R-Aktivierung getestet. Dabei 

konnten für weitere Rezeptoren Agonisten gefunden und somit deren Funktionalität bewiesen 

werden (Meyerhof et al., 2010). Die jüngste Deorphanisierung gelang bei dem Rezeptor 

TAS2R41 mit Chloramphenicol (Thalmann et al., 2013). 

 

A B 

                   

 

Abbildung 3: Aktivierung der TAS2R-Familie mit 82 von 104 getesteten Substanzen 

A) Agonistenzahl der einzelnen TAS2Rs und B) 54 Substanzen aktivieren die drei TAS2Rs mit breitem 
Agonistenspektrum und zeigen ein teilweise überlappendes Agonistenspektrum (Behrens et al., 2004; Behrens et 
al., 2009; Brockhoff et al., 2007; Bufe et al., 2005; Bufe et al., 2002; Chandrashekar et al., 2000; Kim et al., 2003; 
Kuhn et al., 2004; Maehashi et al., 2008; Meyerhof et al., 2010; Pronin et al., 2004; Pronin et al., 2007; Sainz et 
al., 2007). 
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Die Zusammenfassung der Ergebnisse hat gezeigt, dass es bittere Substanzen gibt, welche 

mehrere Rezeptoren aktivieren können, d.h. es existieren überlappende Agonistenspektra 

(Meyerhof et al., 2010). Des Weiteren fand man heraus, dass sich die Agonistenspektra der 

Rezeptoren in ihrer Größe stark unterscheiden (Abbildung 3A). So unterscheidet man 

Rezeptoren, die durch viele Agonisten aktivierbar sind (breites Agonistenspektrum), im 

Kontrast zu anderen Rezeptoren, bei denen nur wenige (mittleres Agonistenspektrum) oder 

sogar nur ein bzw. zwei Agonisten (enges Agonistenspektrum) bekannt sind. 

Die Rezeptoren TAS2R10, -R14 und -R46 zeigen ein breit gefächertes Spektrum (Behrens et 

al., 2004; Brockhoff et al., 2007; Meyerhof et al., 2010). Nach der Publikation der 104 

getesteten Substanzen durch Meyerhof und Kollegen, konnten davon 33 Substanzen den 

TAS2R14 aktivieren (Abbildung 3B). Im Zuge dieser Arbeit konnten noch weitere 24 

TAS2R14-Agonisten identifiziert werden (siehe Kapitel: 3.2.1).  

 

1.6 Bittersubstanzen: TAS2R14-Agonisten und ihre Wirkungen 

Bittersubstanzen sind eine heterogene Gruppe von Stoffen, welche aus verschiedenen 

Substanzklassen stammen, darunter sind z. B.: Terpene, Alkaloide, Lactone, Bittersalze, 

Fettsäuren, Peptide, Amide und Ester, Flavonoide, Steroide und acetylierte Zucker (Belitz et 

al., 1985; Meyerhof et al., 2005a). 

Der Rezeptor TAS2R14 zeigt ein breites Agonistenspektrum und kann als Generalist durch 

viele Substanzen mit unterschiedlicher chemischer Herkunft aktiviert werden. Unter den 

verschiedenen Agonisten konnte jedoch kein gemeinsames chemisches Merkmal gefunden 

werden (Behrens et al., 2004). 

Zu den Agonisten gehören beispielsweise α-Thujon (Monoterpen) und Pikrotoxinin 

(Sesquiterpenlacton), welche zu den ersten identifizierten Agonisten zählen. Beide Substanzen 

wirken antagonistisch auf den GABA-Rezeptor (Behrens et al., 2004). In geringen 

Konzentrationen kommt α-Thujon unter anderem in den ätherischen Ölen von Thuja 

(Lebensbaum), Thymian, Rainfarn, Rosmarin, echtem Salbei und Wermut vor. Des Weiteren 

wird α-Thujon die Eigenschaft der berauschenden Komponente in Absinth zugeschrieben 

(Hold et al., 2000; Baddar et al., 2011;). Eine neue Studie mit einer Diabetes anfälligen 

Rattenline (Rattus norvegicus UJ-1) konnte für α-Thujon einen positiven Einfluss auf den 

krankhaft veränderten Cholesterin- und Triglycerid-Haushalt nachweisen (Baddar et al., 2011). 

Pikrotoxinin ist der giftige Bestandteil aus den Früchten der Scheinmyrte (Anamirta cocculus) 

und wurde in geringen Konzentrationen (0,001 g dreimal wöchentlich) als Bestandteil in 
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Pikrotoxin therapeutisch gegen Morbus Menièr, eine Erkrankung des Innenohrs, eingesetzt 

(Weikert et al., 2008).  

Betrachtet man das große Agonistenspektrum des TAS2R14 fällt auf, dass viele medizinisch-

wirksame Substanzen darunter zu finden sind. So auch die zwei Sesquiterpenlactone, Santonin 

und Parthenolid (Meyerhof et al., 2010; Born et al., 2013). 

Santonin kann aus Wurmsamen (Artemisia Santonica) gewonnen werden und wurde in der 

Vergangenheit gegen Wurmbefall eingesetzt (Kahler, 1830; Dornblüth, 1927; Birladeanu, 

2003). Neuere Studien diskutieren den Einsatz von Santonin-Derivaten in der Krebsbehandlung 

(Fujimoto et al 1979, Arabtes et al, 2009, Ferreira et al, 2013). 

Parthenolid ist der Wirkstoff aus Mutterkraut (Tanacetum parthenium) (Pareek et al., 2011). 

Die Untersuchungen an Ratten, bei denen durch Nitroglycerin Migränekopfschmerz ausgelöst 

wurde, zeigten eine reduzierte Produktion von NF-kappa-B bei der Gabe von Parthenolid 

(Tassorelli et al., 2005). NF-kappa-B ist ein Transkriptionsfaktor, welcher in Prozesse der 

Schmerzvermittlung und Entzündungsprozesse involviert ist. Des Weiteren konnte gezeigt 

werden, dass Parthenolid inhibierende Wirkung auf das Wachstum von Krebszelllinien hat 

(Ross et al., 1999) und auf Leukämie-Stammzellen apoptotisch wirkt (Guzman et al., 2005). 

Auffällig ist auch, dass sich noch weitere anti-entzündlich wirkende Substanzen, wie Humulon 

aus Bier und Flufenaminsäure, sich unter den TAS2R14-Agonisten befinden (Brown et al., 

1970; Shapiro et al., 2001; Intelmann et al., 2009; Meyerhof et al., 2010). 

Eine Reihe von TAS2R14-Agonisten stammt aus der chemischen Gruppe der Isoflavone. Zu 

diesen zählen z.B.: Genistein, Daidzein, Equol, Coumesrol, welche aus Sojabohnen isoliert 

werden können und ebenfalls anti-entzündliche Eigenschaften haben (Amin et al., 2007; 

Roland et al., 2011). 

Eine weitere Substanz, H.g.12 von der Pflanze Hoodia gordonii, welche appetitzügelnde 

Eigenschaften haben soll, ist aus der chemischen Gruppe der Steroid-Glycoside (Le Neve et al., 

2010). 

Die Untersuchung des TAS2R14 Rezeptors ist gerade wegen der positiven pharmakologischen 

Wirkung diverser TAS2R14-Agonisten interessant, um eventuell in der Zukunft Bitterblocker 

zu entwickeln und somit die Akzeptanz für die Aufnahme dieser Substanzen als Medikament 

zu erhöhen. 
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1.7 Variationen der Rezeptorgene 

Die kodierenden Regionen der 25 menschlichen Bitterrezeptorgene haben nur ein Exon und 

sind nicht durch Introns unterbrochen. Die Größe der kodierenden Sequenzen der TAS2R-Gene 

liegt zwischen 876 und 1017 Basenpaaren. Sie verteilen sich auf drei Chromosomen und liegen 

dort angeordnet in Clustern vor. Auf Chromosom 5 befindet sich das Gen für TAS2R1, auf 

Chromosom 7 sind die Gene für TAS2R16, -R3, -R4, -R5, -R38, -R39, -R40, -R60, -R41 und 

auf Chromosom 12 liegen die Gene für die Rezeptoren TAS2R7, -R8, -R9, -R10, -R13, -R14, -

R50, -R20, -R19, -R31, -R46, -R43, -R45, -R30 und -R42 (Abbildung 4). 

 

 

 

Abbildung 4: Lokalisation der 25 Bitterrezeptoren auf den Chromosomen 5, 7 und 12 

Idiogramme der Chromosomen 5, 7 und 12 mit Reihenfolge und Ausrichtung (Pfeile) der TAS2R-Gene auf den 
jeweiligen Chromosomen im menschlichen Genom (Abbildung der Idiogramme und Information stammen von der 
NCBI-Datenbank) 
 

Die Bitterrezeptoranzahl kann jedoch zwischen Menschen variieren (Pronin et al., 2007). 

Einige Menschen besitzen kein Gen für den Rezeptor TAS2R43 und andere kein Gen für den 

Rezeptor TAS2R45. Das Vorhandensein von funktionell unterschiedlichen Rezeptorvarianten 

führt ebenfalls zur Varianz der Bitter-Sensitivität (Kim et al., 2005). 
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Bei dem Rezeptor TAS2R38 fiel das Phänomen der Rezeptorvarianz zum ersten Mal auf. In der 

Arbeitsgruppe des Chemikers Arthur Fox beschwerte sich ein Kollege über den unangenehmen, 

bitteren Geschmack des Phenylthiocarbamid (PTC)-Staubs, während Fox nicht in der Lage war 

dies wahrzunehmen. Fox führte anschließend sensorische Tests mit vielen Probanden durch 

und zeigte, dass es keine Korrelation zwischen PTC-Wahrnehmungsunterschieden und Alter, 

Geschlecht oder ethnischer Herkunft gibt (Fox, 1932). Auffällig war, dass ein Teil der 

Probanden PTC schmecken konnte („Schmecker“) und andere PTC nur in sehr hohen 

Konzentrationen detektieren konnten („Nicht-Schmecker“). Erst nach der Entdeckung der 

TAS2R-Familie als Rezeptoren der Bitterwahrnehmung (Adler et al., 2000; Chandrashekar et 

al., 2000) gelang die Identifizierung der Bedeutung des TAS2R38-Gens und seiner Varianten 

(Kim et al., 2003; Bufe et al., 2005). 

Das Phänomen wurde weltweit untersucht und es wurden die zwei häufigsten Haplotypen 

identifiziert: die „Schmecker“-Variante: Prolin49-Alanin262-Valin296 (PAV) und die „Nicht-

Schmecker“-Variante mit Alanin49-Valin262-Isoleucin296 (AVI) (Kim et al., 2003; Wooding 

et al., 2004; Bufe et al., 2005; Wooding et al., 2006a). 

Das Vorhandensein bestimmter Rezeptorvarianten verändert die Sensibilität für Bitterstoffe und 

beeinflusst so unsere Nahrungsvorlieben. So werden die Varianten des TAS2R16 (Hayes et al., 

2011), TAS2R13 (Dotson et al., 2012) und TAS2R38 (Duffy et al., 2004; Wang et al., 2007) 

mit unterschiedlicher Präferenz für Alkoholkonsum in Verbindung gebracht. 

Sensorische Studien zeigten, dass der Haploblock aus TAS2R3, -4 und -5 die Wahrnehmung 

von Bitterstoffen in Espresso und die Rezeptorvarianten des TAS2R19 die Erklärung der 

Geschmackswahrnehmung von Grapefruitsaft ermöglicht (Hayes et al., 2011). 

Des Weiteren konnte ein Zusammenhang zwischen der Wahrnehmung des bitteren 

Beigeschmacks der künstlichen Süßstoffe Saccharin und Acesulfam K. mit Rezeptorvarianten 

des TAS2R31 und -R43 hergestellt werden (Pronin et al., 2007; Roudnitzky et al., 2011). Die 

unterschiedliche geschmackliche Empfindung beim Verzehr von Artischocken hängt von der 

Bitterwahrnehmung der Substanz Grosheimin durch die unterschiedlichen Varianten der 

Bitterrezeptoren TAS2R43 und TAS2R46 ab (Roudnitzky et al., 2015). 

 

Der Rezeptor TAS2R14 wird durch 954 Basenpaare kodiert und ist auf Chromosom 12 von der 

Position Base 10.939.207 bis 10.938.254 lokalisiert.  

Innerhalb der kodierenden Sequenz des TAS2R14-Gens (Gen ID: 50840) gibt es 30 nicht-

synonyme SNPs (Datenextraktion der SNP-Häufigkeiten des 1000-Genomprojekts von 

Roudnitzky et al., 2015, unpubliziert). Der häufigste nicht-synonyme SNPs in der 

Gesamtpopulation ist der rs16925868 (NP_076411.1:p.Thr86Ala) mit ~2 %. Die 
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Gesamtpopulation der Studie setzt sich aus 5 Hauptgruppen (= Superpopulationen: Afrika, 

Amerika, Europa, Ostasien, Südasien) zusammen. Jede einzelne Hauptgruppe besteht aus 

Personen aus verschiedenen Regionen mit den genetischen Wurzeln der betreffenden 

Hauptgruppe. Innerhalb der Superpopulationen der Studie gibt es eine ungleichmäßige 

Verteilung. In der Amerika-Gruppe kommt der SNP rs16925868 zu 1 % vor, in der Europa- 

und Südasien-Gruppe zu 2 % und zu 4 % in der Afrika-Gruppe vor.  

Alle anderen nsSNPs kommen in der Gesamtpopulation mit einer Häufigkeit von ≤ 1 % vor. 

Jedoch innerhalb der Superpopulation gibt es einige nsSNPs mit höherem Vorkommen 

(rs79297986 (NP_076411.1:p.Ile5Met), rs140545738 (NP_076411.1:p.Cys67Ser), 

rs146833217 (NP_076411.1:p.Asn87Tyr) ~ 2 % in Afrika und rs35804287 

(NP_076411.1:p.Leu201Phe) ~2 % in Europa). Des Weiteren gibt es den SNPs rs34789740 

(NP_076411.1:p.Arg174Ter (Fujikura, 2015), welcher eine Stoppmutation verursacht und in 

einer Subpopulation in Afrika mit 1 % vorkommt. 

Betrachtet man die Häufigkeit der nicht-synonymen SNPs aller Bitterrezeptoren, so ist 

auffällig, dass die einzelnen Bitterrezeptoren zwischen 1 bis 7 nicht-synonyme SNPs mit mehr 

als 5 % in der Gesamtpopulation auftreten. Nur vier Bitterrezeptoren, darunter ist der 

TAS2R14, haben nur synonyme SNPs mit einer Häufigkeit über 5 %. Dieses liefert einen 

Hinweis auf die hohe Bedeutung des funktionellen Rezeptors TAS2R14. 

 

1.8 Evolution der Bitterrezeptoren 

Die Fähigkeit der Geschmackswahrnehmung konnte sowohl bei Invertebraten, z. B. bei 

Nematoden (Caenorhabditis elegans) und bei Insekten (Drosophila melanogaster), als auch bei 

Vertebraten, z. B. Säugetieren wie bei der Maus (Mus musculus) nachgewiesen werden. Die 

Fähigkeit der Geschmackswahrnehmung hat sich bei den Invertebraten und den Vertebraten 

separat entwickelt (Yarmolinsky et al., 2009). 

Bei Caenorhabditis elegans konnte gezeigt werden, dass sie Wasser mit toxischen Substanzen 

meiden, welche für den Menschen bitter schmecken (Hilliard et al., 2004). Auch Insekten 

lehnen Substanzen ab, welche für den Menschen bitter wahrgenommen werden, und 

bevorzugen Substanzen, die für den Menschen süß schmecken (Amrein et al., 2005). 

Innerhalb der Vertebraten lässt sich die Eigenschaft der Bittergeschmackswahrnehmung auf 

gemeinsame Wurzeln zurückführen und wird somit immer über GPCRs vermittelt (Shi et al., 

2006). Jedoch verfügen nicht alle Vertebraten über funktionelle Rezeptoren für die 

Wahrnehmung von Süß, Bitter und Umami. Zebrafinken (Taeniopygia guttata), 

Krallenfröschen (Xenopus tropicalis), Hühnern (Gallus gallus domesticus), 
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Vampirfledermäusen (Desmodus rotundus) und Katzen (Felidae spec.) fehlt ein funktionelles 

Gen für die Süßrezeptoruntereinheit Tas1r2 (=T1R2) (Li et al., 2005; Shi et al., 2006, 2009; 

Zhao et al., 2010). Der Zebrafisch (Danio rerio) hat zwar ein funktionelles Rezeptordimer 

Tas1r2/3, kann damit aber keine Süßstoffe wahrnehmen, sondern es wird das 

Umamirezeptordimer Tas1r1/3 durch Aminosäuren aktiviert (Oike et al., 2007). 

Der große Panda (Ailuropoda melanoleuca), Krallenfrosch (Xenopus tropicalis) und 

Fledermäuse (Microchiroptera spec.) haben keine Umamirezeptoruntereinheit Tas1r1 (Shi et 

al., 2006; Zhao et al., 2010). 

Im Genom von Delfinen (Delphinidae spec.) konnte kein funktionelles Rezeptorgen für die 

Geschmacksrichtungen süß, umami und bitter gefunden werden (Feng et al., 2014; Jiang et al., 

2012). Dies wurde auch durch Feng und Kollegen bestätigt, die Sequenzen von verschiedenen 

Walarten verglichen haben. Sie zeigten, dass einige Bartenwale an der Basis des Stammbaumes 

noch einen funktionellen Bitterrezeptor besitzen, und konnten den Verlust von funktionellen 

Bitterrezeptoren innerhalb der Verwandtschaftslinie zeigen (Feng et al., 2014). 

Die Arbeit von Zhao und Kollegen lässt vermuten, dass auch bei Pinguinen die Eigenschaft 

süß, umami und bitter zu schmecken im Zuge der Besiedlung der Antarktis verloren ging (Zhao 

et al., 2015).  

Untersuchungen mit verschiedenen Affenarten, Schimpansen (Pan spec.), Gorilla (Gorilla 

gorilla), Orang-Utan (Pongo spec.) und Gibbons (Hylobates spec.) zeigten, dass sie wie der 

Mensch individuell unterschiedlich gut oder schlecht PTC schmecken können (Fisher, 1939; 

Fox, 1932; Wooding, 2006b). Dabei stellte sich heraus, dass das “Nicht-Schmecker”- und 

“Schmecker”-Allel mit nahezu gleicher Häufigkeit vorkommt. Eine neuere Studie zeigt, dass 

dieser Effekt evolutionär unabhängig entstanden sein muss (Wooding et al., 2006a). Da der 

Vergleich der Sequenz des homologen TAS2R38-Alleles von Schimpansen und Menschen 

artspezifische SNPs zeigten. Dies konnte auch in den Tripletts, welche entscheidend für die 

Schmecker (TAS2R38 (PAV)) und Nicht-Schmecker Varianten (TAS2R38 (AVI)) sind, 

nachgewiesen werden.  

Hayakawa zeigte sogar, dass innerhalb von 4 Schimpansenunterarten aus verschiedenen 

tropischen Bereichen in Afrika das Haplotypenvorkommen bzw. die Haplotypenhäufigkeit der 

Gene TAS2R38, -R41, -R46 und -R60 äußerst unterschiedlich verteilt ist, welches sich 

vermutlich auf das unterschiedliche Nahrungsangebot zurück führen lässt (Hayakawa et al., 

2012). Im Jahr 2010 wurden japanische Makaken (Macaca Fuscata) und Rhesusaffen (Macaca 

mulatta) auf ihre TAS2R38-Gensequenz untersucht (Suzuki et al., 2010). Das Ergebnis liefert 

Hinweise, dass auch hier die Unterschiede der TAS2R38-Varianten (“Nicht-Schmecker”- und 

“Schmecker”-Allel) erst nach der Aufspaltung der Makakenarten unabhängig entstanden sind. 
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Auch bei den Makaken entstand die „Nicht-Schmecker“-Variante durch den Verlust des 

Startcodons, wodurch kein funktioneller TAS2R38-Rezeptor exprimiert werden kann (Suzuki-

Hashido et al., 2015). 

Vergleicht man Vertebraten mit funktionellen Bitterrezeptoren untereinander, so ist auffällig, 

dass die Zahl der Bitterrezeptoren stark variiert. Ein Vertreter mit wenigen Bitterrezeptoren ist 

das Haushuhn mit drei TAS2Rs (Behrens et al., 2014). Der Frosch hingegen hat mit 54 

Rezeptoren eine hohe Anzahl. Diese unterschiedliche Anzahl wird teilweise durch 

unterschiedlich große Agonistenspektra der einzelnen Rezeptoren ausgeglichen (Behrens et al., 

2014) und scheint der Lebensweise angepasst zu sein (Li et al., 2014). 

 

1.9 Einordnung der Bitterrezeptoren 

Bitterrezeptoren gehören zu der Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) teilt man nach dem GRAFS-System in 5 Hauptgruppen ein: 

(1) Glutamat-, (2) Rhodopsin-, (3), Adhesion-, (4) Frizzled/Taste 2-, zu denen die 

Bitterrezeptoren gehören, und (5) Secretin-Rezeptorfamilie (Fredriksson et al., 2003). 

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zeichnen sich durch das gemeinsame Merkmal der 

sieben Transmembranhelices aus, welche durch drei extrazelluläre Schleifen und drei 

intrazellulare Schleifen miteinander verbunden sind. 

Des Weiteren dienen diese Rezeptoren der Informationsweiterleitung von einem extrazellulären 

Signal über Agonisten zu einer internen Signalweiterleitung (Nygaard et al., 2009). Dabei 

reagiert die Zelle adäquat auf äußere Umstände ohne das Signalmolekül selbst, potentiell eine 

toxische Substanz, ins Zellinnere aufzunehmen. Eine Besonderheit existiert beim Rhodopsin-

Rezeptor, bei dem nur ein Agonist, das Retinal, kovalent an den Rezeptor gebunden ist. Die 

Aktivierung des Rezeptors erfolgt durch eine Änderung der Konformation des Retinals durch 

ein Photon (Ashmore et al., 1981). 

Sowohl Rhodopsin, als auch der β2-adrenerge Rezeptor, zwei funktionell bedeutsamen GPCRs, 

wurden bereits 1986 kloniert (Dixon et al., 1986) und die Kristallstruktur analysiert (Cherezov 

et al., 2007; Palczewski et al., 2000; Rasmussen et al., 2007; Rasmussen et al., 2011; Salom et 

al., 2006; Warne et al., 2008). Inzwischen wurden weitere G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

kristallographisch untersucht (siehe Anhang: Tabelle ), jedoch waren bis jetzt keine 

Geschmacksrezeptoren darunter. Daher basiert die Erstellung eines Homologiemodells für die 

TAS2R-Familie auf den Daten der Kristallstrukturen von anderen GPCRs aus der Rhodopsin-

Familie. 
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1.10 Identifikation der interagierenden Aminosäuren in den 

Bindungstaschen 

Welche Bitterstoffe von einem Rezeptor erkannt werden können, hängt einerseits von der 

Architektur der Bindungstasche ab (Brockhoff et al., 2010) und anderseits von der Gestalt der 

extrazellulären Schleifen, welche entscheidend für den Zugang der Bittersubstanzen in die 

Bindungstasche sind (Pronin et al., 2004; Sandal et al., 2015). 

Anfang der 90er Jahre des 20. Jahrhunderts wurden die ersten Punktmutagenesen mit 

anschließenden funktionellen Untersuchungen an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 

durchgeführt. Im Fokus lagen die Charakterisierungen der Bindungstaschen, um Rückschlüsse 

auf das Interaktionspotential einzelner Substanzen zu treffen. Diese Ergebnisse wurden von mir 

in der Tabelle 1 zusammen getragen und teilweise durch die Angabe der Ballesteros-Weinstein-

Nr. (Kapitel: 2.6) von mir ergänzt. Betrachtet man die identifizierten Position von 

Bindungstaschen, so ist auffällig, dass alle zur extrazellulären Seite gerichtet, im oberen Drittel 

der Rezeptoren liegen und die homologe Positionen 7.39 in allen aufgeführten Rezeptoren in 

Tabelle 1 wichtige Interaktionenstelle mit ihren Agonisten darstellen (Brockhoff et al., 2010; 

Slack et al., 2010; Born et al., 2013). 

 

Tabelle 1: Zusammenstellung von veröffentlichten GPCR-Bindungstaschenanalysen 

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit Aminosäurepositionen der jeweiligen Bindungstasche mit Angabe der 
Ballesteros-Weinstein-Nr. (Kapitel: 2.6) 
 

 Rezeptor Identifizierte Positionen 

der Agonisteninteraktion 

Referenz 

β1-adrenerger Rezeptor 

(ADRβ1) 

D1213.32, S2115.42, S2155.46, 

F3257.35, N3297.39, 

(Warne et al., 2008) 

β2-adrenergen Rezeptor D1133.32, V1143.33
, S2035.39, 

S2045.43, S2075.46, N2936.55, 

Y3087.35 , N3127.39 

(Guan et al., 1992; Liapakis et 

al., 2000; Rosenbaum et al., 

2007; Strader et al., 1989; 

Strader et al., 1987; 

Suryanarayana et al., 1993) 

Serotonin-Rezeptor 5-HT 1A 

(= 5-Hydroxytryptamin) 

N3857.39 (Guan et al., 1992; Kuipers et 

al., 1997) 

Serotonin-Rezeptor 5-HT1B T3557.39 (Brockhoff et al., 2010; 

Oksenberg et al., 1992) 

Serotonin-Rezeptor 5-HT2A S1593.36 (Almaula et al., 1996) 
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Weiterführung der Tabelle 1: Ausschnitt der GPCR-Bindungstaschenanalysen 

Rezeptor Identifizierte Positionen 

der Agonisteninteraktion 

Referenz 

Cholecystokinin-B/Gastrin-

Rezeptor 

H3767.39 (Kopin et al., 1995) 

 

A2A-Adenosin Rezeptor T883.36, H2506.52, N2536.55, 

I2747.39, S2777.42, H2787.43 

(Xu et al., 2011) 

Dopamin D3 D1103.32, F1643.28, V1653.29, 

S1684.57, Y3737.43 

(Carlsson et al., 2011) 

M1 Muscarinic Rezeptor 

(CHRM1) 

D1053.32, Y 3816.51, 

Y4047.39, Y4087.43 

(Peng et al., 2006) 

M2 Muscarinic Rezeptor 

(CHRM2) 

D1033.32, T1875.39, T1905.42, 

Y4036.51, N4046.52, 

W4227.35 

(Haga et al., 2012) 

Purinorezeptor P2U K1073.26, R1103.29, 

H2626.52, R2656.55, R2927.39 

(Brockhoff et al., 2010; Erb et 

al., 1995) 

Purinorezeptor P2Y1 R1283.29, R3107.39, S3147.43 (Jiang et al., 1997) 

Protease-aktivierender 

Rezeptor 1 (PAR1) 

H255, F2715.39, F2745.42, 

F2785.46, Y3376.59, Y3537.35 

(Zhang et al., 2012) 

Nociceptin Rezeptor N1102.63, D1303.32, 

Y1313.33, M1343.36, 

K2275.39, Q2806.52, 

T3057.39, Y3097.43 

(Thompson et al., 2012) 

Kappa-Opioid Rezeptor D1383.32, Y1393.33, I2946.55, 

E2976.58, Y3127.35 

(Wu et al., 2012) 

Chemokin CXCR4 D972.63, D2626.58, D2767.32, 

E2887.39 

(Qin et al., 2015) 

C-C-Chemokin Rezeptor 5 

(CCR5) 

D972.63, H1133.29, D1714.60, 

E2887.39 

(Wu et al., 2010) 
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Pronin und Kollegen führten die ersten Punktmutationsanalysen an TAS2R-Familie durch. 

Dabei zeigten sie die Bedeutung der Position N923.36 bei den Bitterrezeptoren TAS2R31 (=h64) 

und TAS2R43 (=h61) (Pronin et al., 2004). 

Im TAS2R1 wurden die Aminosäuren N241.50, R552.54, N662.65, N893.45, L1975.50, S2005.53 und 

L2015.54 als wichtige Positionen der Bindungstaschen identifiziert (Upadhyaya et al., 2010; 

Singh et al., 2011). 

Der TAS2R16 ist ein Spezialist für die β-D-Glucopyranosid-Erkennung von beispielsweise D-

(-)-Salicin (Bufe et al., 2002; Sakurai et al., 2010). Sakurai und Kollegen konnten mit einem In-

silico-Modell die Bindungstaschenregion eingrenzen und die direkte Interaktion von drei 

Aminosäuren, E863.33, W943.41 und H1815.43 mit D-(-)-Salicin, nachgewiesen.  

Der TAS2R38 wird ausschließlich durch Thiocyanat-Verbindungen (N-C=S) aktiviert und kann 

daher als Spezialist angesehen werden (Bufe et al., 2005). Zur Interaktion werden die Position 

N1033.36, F1975.42, W2015.46 und F2646.56 benötigt (Biarnes et al., 2010; Marchiori et al., 2013). 

Bei der Untersuchung des TAS2R46 konnten N923.36, Y2416.50, F2697.43, E2657.39 und A2687.42 

als Interaktionspositionen der Bindungstasche identifiziert werden (Brockhoff et al., 2010). Des 

Weiteren gelang Brockhoff et al. die Übertragung des Agonistenspektrums des TAS2R46 auf 

den nah verwandten TAS2R31 durch den Austausch der Aminosäuren der Positionen 

E265K7.39 und A268R7.42. 

Die Bindungstasche des TAS2R10 ist optimal an die Erkennung vieler Agonisten angepasst. 

Dies geht mit der Reduktion der Affinität für einzelne Agonisten einher und der TAS2R10 

stellt somit einen typischen „Generalistenrezeptor“ dar (Born et al., 2013). Wichtige 

Interaktionspositionen im TAS2R10 sind S853.29 und Q1755.40. 

Bis jetzt liegen die Aminosäuren, die an der Bindung beteiligt sind, in allen untersuchten 

Rezeptoren in dem gleichen Rezeptorbereich. Jedoch kann die Bindungsweise verschiedener 

Rezeptoren unterschiedlich sein, so liegt beispielsweise Strychnin in den Rezeptoren TAS2R10 

und -R46 gemäß des erstellten Rezeptormodells in unterschiedlicher Ausrichtung in den 

Rezeptoren (Born et al., 2013). Ob diese Beobachtung auch für den TAS2R14 und andere 

TAS2R-Familie mit gleichen Agonisten zutrifft, lässt sich daraus jedoch nicht schlussfolgern.  
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1.11 Zielstellung dieser Arbeit 

Die Bitterwahrnehmung wird beim Menschen über 25 Bitterrezeptoren realisiert und hat mit 

weiteren Faktoren einen Einfluss auf unsere Nahrungsvorlieben. Die Überprüfung der 

Aktivierungseigenschaften von 104 Substanzen auf diese Rezeptoren ergab einen Überblick 

bezüglich deren Agonistenspektrum (Meyerhof 2010). Dabei zeigten die drei Rezeptoren 

TAS2R10, -R14 und -R46 das breiteste Agonistenspektrum. 

Obwohl inzwischen eine Vielzahl von Rezeptoren hinsichtlich ihrer Struktur-

Wirkungsbeziehung charakterisiert wurden (TAS2R1 (Singh et al., 2011; Upadhyaya et al., 

2010), TAS2R16 (Sakurai et al., 2010), TAS2R31 (=h64) und TASR43 (=h61) (Pronin et al., 

2004) TAS2R38 (Biarnes et al., 2010; Marchiori et al., 2013), TAS2R10 (Born et al., 2013) 

und -R46 (Brockhoff et al., 2010)), reichen die gesammelten Erkenntnisse nicht aus, um eine 

Vielzahl von Fragen zu beantworten. Vorhersagen für Agonisten einzelner Rezeptoren wie 

beispielsweise den TAS2R14 können immer noch nicht zielsicher getroffen werden.  

Des Weiteren spielt der Rezeptor TAS2R14 eine große Rolle bei der Wahrnehmung von 

bitteren, sekundären Pflanzenstoffen aus Gemüse, welche eine gesundheitsfördernde Wirkung 

besitzen. Auch viele Arzneistoffe aktivieren den Rezeptor TAS2R14 und rufen ein angeborenes 

Ablehnungsverhalten. Dies spielt insbesondere bei Kleinkindern, die nicht auf verkapselte 

Medikamente zurückgreifen können, eine besondere Rolle. Begründet auf diese Tatsache, ist 

der TAS2R14 ein wichtiges Ziel für die Entwicklung von Antagonisten, die einen bitteren 

Geschmack maskieren könnten („Bitterblocker“). 

Die erste ausführliche Untersuchung des TAS2R14 ließ keine Rückschlüsse auf gemeinsame, 

chemische Merkmale von TAS2R14-Agonisten zu (Behrens et al., 2004). Hierdurch ist eine 

Vorhersage von sowohl Agonisten als auch Antagonisten erschwert. 

 

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Bindungstasche des Rezeptors TAS2R14 und 

die Analyse der pharmakologischen Eigenschaften der Agonisten. Diese Erkenntnisse könnten 

die Grundlage für gezielte Veränderung von gesundheitsfördernden Wirkstoffen darstellen, 

welche den Bitterrezeptor TAS2R14 nicht mehr aktivieren und somit die Akzeptanz der 

Konsumenten erhöhen, ohne jedoch die positive Wirkung zu verlieren. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

 

Produktbeschreibung Produktname Hersteller 

Abzug mit Sicherheits- 
unterschränken 

Tischabzug Waldner Firmengruppe 

Agarosegelelektrophorese Zubehör Horizon 58 Horizontal Gel Electorphoresis 
Apparatus 

Biometra 

Netzgerät für Agarosegel-
elektrophorese 

PowerPac 300 Biorad 

Fluorometrisches Plattenlesegerät 
 

FLIPR Tetra High Throughput Cellular 
Screening System 

Molecular Devices 

Geldokumentationssystem Gene Genius Bio imaging system Syngene 
Hybridisierungsofen Hybridisierungsofen-perfect blot peqLab 
Inkubator Hera cell Heraeus 
Magnetrührer RH basic 2 IKA 
Mikroskop (Zellkultur) Telaval 31 inverted microscope Zeiss 
Mikroskop Konfokales Mikroskop: Leica TCS SP2 Leica Microsystems 

Heidelberg GmbH 
Mikrowelle Mikrowelle MW17M70G MDA 
pH-Meter Hi 221 pH/ mV/°C Bench Meters with 

Calibration Check 
HANNA instruments 

Photometer Colibri-Mikrovolumen-Spektrophotometer 
für DNA, RNA und Proteine 

Titertek / Berthold 

Pipettierhilfe Vacuboy IBS Integra Bioscienes 
Plattenwaschgerät Microplate Washer ELx50 Bio Tek Instruments 
Schüttler Bench-top-shakers TR -250 Infors HT 
Schüttler Press-to-mix Snijders 
Schüttler Reagenzglasschüttler -Vortex Mixer VWK 
Schüttler Vortex-Genie-2 Scientific Industries 
Sterilbank MSC-II-48 Biological Safety Cabinets Thermo scientific 
Thermocycler T3000 Thermocycler Biometra 
Thermoblock Thermomixer compakt Eppendorf 
Transilluminator Transilluminator 4000 Stratagene 
Waage Atilon Analysewaage Sartorius 
Waage Sartorius research Sartorius 
Wasserbad GFL-1083 Schüttelwasserbad Gesellschaft für 

Labortechnik GmbH 
Zentrifugen / Rotoren 
(Volumen der 
Zentrifugenbehältnisse) 

Centrifuge 5804 R, Rotor: F34-6-38 
(50 ml-Gefäße) 

Eppendorf 

Centrifuge 5417 R, Rotor: F45-30-11  
(2 ml-Gefäße) 

Eppendorf 

 J2-MI Centrifuge, Rotor: JA-14  
(250 ml-Becher) 

Beckmann 
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalie Hersteller 

 
Aceton Merck 
Agar-Agar (Select Agar®, powder) Invitrogen / Life technologies  
Agarose SERVA Wide Range  SERVA 
Caseinhydrolysat, bakteriologisch  Roth 
Borsäure Merck 
dNTP Set 4 x 25 µmol  Fermentas / Thermo Scientific 
DakoCytomation Fluorescent Mounting Medium DakoCytomation 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich 
Dinatriumhydrogenphosphat Roth 
D-(+)-Glucose Sigma 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high Glucose) Gibco / Life technologies 
Essigsäure (Eisessig) Merck 
Ethidiumbromidlösung 1% Roth 
Ethanol (Absolut für Analyse) Merck 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Roth 
Fötales Kälberserum  Biochrom 
Fluo-4-AM, cell permeant Molecular Probes/Life technologies  
G-418-Sulfat  Calbiochem 
L-Glutamin  Biochrom 
Glycerol Sigma-Aldrich 
Hefeextrakt, Pulver, für die Bakteriologie Roth 
Hepes Sigma-Aldrich 
Immersol 518N Zeiss 
Kaliumchlorid Sigma-Aldrich 
Kaliumdihydrogenphosphat Roth 
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent Invitrogen / Life technologies 
Methanol Merck 
Natriumchlorid Roth 
Natriumhydroxid-Plätzchen Roth 
Natriumdihydrogenphosphat Merck 
Penicillin/Streptomycin  Biochrom 
Poly-D-Lysinhydrobromid Sigma-Aldrich 
Probenecid Sigma-Aldrich 
2-Propanol Merck 
Somatostatin-14 Bachem 
SOC-Medium Invitrogen / Life technologies 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan  Roth 
Trypsin  Gibco / Life technologies 
 

2.1.3 Standardpuffer und -lösungen 

HEPES-Puffer  1M HEPES, NaOH-Plätzchen (pH 7,4) 

PBS 140 mM NaCl; 10 mM Na2HPO4; 2,7 mM KCl; 1,76 mM KH2PO4(pH 7,4) 

TAE-Puffer 40 mM Tris, 20 mM Essigsäure, 1mM EDTA (pH 8,0) 

Trypsinlösung 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS; pH 7,4 

 

serumhaltiges DMEM-Zellkulturmedium: 500ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, high Glucose), 

100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 10 % fötales Kälberserum, 2 mM L-Glutamin 
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2.1.4 Kits 

JET quick Plasmid Miniprep Spin-Kit Genomed GmbH 

QIAquick Gel Extraction Kit (50) Qiagen 

Buffer PB Qiagen 

NucleoBond PC 500, MIDI  Macherey-Nagel 

2.1.5 DNA-Marker / Leitern 

Gene Ruler ™ 100bp DNA Leiter Fermentas / Thermo Scientific 

6x Loading Dye Solution Fermentas / Thermo Scientific 

2.1.6 Enzyme / Enzym Puffer 

Pfu Ultra DNA-Polymerase   100 U Stratagene 

10x Pfu-Puffer Stratagene 

EcoR I                        5000 U (10 U /µl) Fermentas / Thermo Scientific 

Not I                           1500 U (10 U /µl) Fermentas / Thermo Scientific 

Hind III                      5000 U (10 U /µl) Fermentas / Thermo Scientific 

10x Buffer O (für EcoR I, Not I) Fermentas / Thermo Scientific 

10x Buffer R (für Hind III) Fermentas / Thermo Scientific 

SAP (Shrimp-Alkaline-Phosphatase) Enzym (1U/µl) Amersham, Freiburg 

10x SAP Reaction Buffer Amersham, Freiburg 

T4 DNA Ligase (400 U /µl) New England BioLabs 

10x T4 DNA Ligase Reaction Buffer New England BioLabs 

 

2.1.7 Oligonukleotide 

Die Mutagenese-Primer wurden bei Eurofins bestellt. Angaben zu Primernamen, -sequenz 

und -eigenschaften können dem Anhang entnommen werden (Anhang: 10.3, 10.4, 10.5 und 

10.6). 

2.1.8 Geschmacksstoffe 

Die getesteten Substanzen wurden bei Sigma-Aldrich erworben oder durch unseren 

Kooperationspartner Rafik Karaman (College of Pharmacy / Al-Quds University, Palestine) 

synthetisiert und zur Verfügung gestellt. 
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2.1.9 Verbrauchsmaterialien 

Materialien Hersteller 

 

Cryoröhrchen mit Innengewindedichtung Roth 
Handschuhe rotiprotect-Latex Roth 
Gewebekulturschalen UltraCruz mit Setzring, 100x20 mm Santa Cruz Biotechnology 
Deckgläschen 12mm Ø  VWR 
Kulturröhrchen, Rundboden, zwei-Positionenbelüftungsstopfen Greiner Bio-one 
Objektträger Superfrost/Plus Roth 
PCR Tubes Strips 0,2 ml Eppendorf 
Petrischalen, 94/16mm, Standard, ohne Nocken, steril Greiner Bio-One 
Pipetten Eppendorf 

Eppendorf Research pro – Electronic Pipettes 100 +1200 Eppendorf 
Transferpette  Brand 
Pasteur Pipetten, ohne Wattestopfen Roth 
F1 Clip Tip-Pipetten Thermo Scientific 

Pipettenspitzen 
Standard Universal Eppendorf 
ep. T.I.P.S 50 -1250 µl Th. Geyer 
OMITIP 200µl  UL Plast 
Safe seal-Tips professional Biozym 
Serologische Pipetten (5, 10, 25 ml) Greiner 
Filterspitzen Biozym 
Pipettenspitzen, lose, PP, 50-1000 µl Brand 
Clip Tip Pipettenspitzen Thermo Scientific 

Reaktionsgefäße mit Sicherheitsverschluss ( 1,5 ml/2 ml) Eppendorf 
Roti-Tape-Markierbänder Roth 
Zellkulturtestplatten, 24 / 96 well TPP 
Zentrifugenröhrchen (15ml / 50ml)   TPP 
UltraCruz Tissue Culture plate, 96 well,  Santa Cruz Biotechnologie 
Schwarzer Rahmen & klarer, flacher Boden 
 

2.1.10 Software, Datenbanken und Online Programme 

 

Software 

CorelDraw X3 Version13 Corel Corporation 

CorelPhoto-Paint X3 Version13 Corel Corporation 

Discovery Studio 3.5 Visualizer Accelrys Software 

End Note9 X6.0.1 Thomson Reuters 

Gene snap 6.01.02 Syngene 

ImageJ 1.47 National Institute of Health, USA 

Leica confocal Software Leica Microsystems Heidelberg GmbH 

Maestro Schrödinger, LLC 

Microsoft Office Professional Plus 2010 Microsoft Corporation 

PyMol 1.5.0.4 Schrödinger, LLC 

ScreenWorks 3.1.14 Molecular Devices 
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Sigma Plot for Windows Version 11.0 Systat Software, Inc. 

Statistics Software Package (SPSS) 20.0.0 IBM SPSS Statistics 

Vector NTI Advance 11.5.1 Invitrogen / Life technologies™ 

 

Datenbanken / Online Programme 

https://ecom.mwgdna.com Primerbestellung, Sequenzierung 

http://www.bioinformatics.org/ Komplementär-Strangangabe (5‘�3‘) 

https://ncbi.nlm.nih.gov/ NCBI (Gen- und Proteindatenbank, 

Alignmentstudien und Literaturrecherche) 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee/ TCoffee (Aminosäure-Sequenzalignment) 

http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ PSI-PRED Algorithmus-2D-Strukturanalyse 

http://www.promega.com/ Primer-Schmelztemperaturberechnung 

http://www.promega.de/resources/tools/ Molekulare Berechnungen 

http://www.sigmaaldrich.com/ Schmelztemperaturberechnung 

http://www.1000genomes.org/ Informationen über SNPs 

http://bitterdb.agri.huji.ac.il/ BitterDB (Bittersubstanzen-Datenbank) 

http://www.drugbank.ca/ DrugBank (Datenbank für Wirkstoffe) 

 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

Zur Untersuchung der Struktur- und Funktionsbeziehungen wurden gezielt 

Rezeptormodifikation mit der PCR-basierte Mutagenese (Fang et al., 1999) durchgeführt. Als 

Ausgangsmaterial und Wildtypkontrolle wurden die sensitivsten und zugleich häufigsten 

TAS2R14- und TAS2R13-Varianten verwendet (Dotson et al., 2012; Meyerhof et al., 2010; 

Thalmann et al., 2013) (siehe Kapitel: 1.7, Anhang: 10.1). 

Die Bitterrezeptoren TAS2R14 bzw. TAS2R13 wurden für die Analyse als Fusionsprotein mit 

einem N-terminalen sst3-Tag (45 Aminosäuren des Somatostatin Rezeptor 3 der Ratte (Rattus 

norvegicus)) und einem C-terminalen HSV-Epitop-Tag (11 AS des Glycoprotein-D-Proteins 

vom humanen Herpesvirus (Herpes simplex virus)) exprimiert (Sequenz siehe Anhang: 10.2 

(Bufe et al., 2002)). Der sst3-Tag wurde als Export-Tag benötigt, damit der Rezeptor in die 

Zellmembran der heterologen Zellen (Kapitel: 2.4) in ausreichender Menge eingebaut wird. 

Der HSV-Epitop-Tag diente der Detektion des Fusionsproteins, um die Expression des 

Rezeptors und die Lokalisation mittels Antikörper nachweisen zu können (Kapitel: 2.5). Die 

DNA-Sequenz für das Fusionsprotein lag im Vektor pcDNA5FRT PM vor (Vektorkarte siehe 

Anhang: 10.2). 
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2.2.1 Mutagenese mittels PCR 

Die Rezeptormodifikation erfolgte durch eine PCR-basierte Mutagenese (Fang et al., 1999). 

Dabei konnten sowohl einzelne Nukleotide ausgetauscht werden als auch ganze Bereiche des 

Rezeptors ausgetauscht werden. 

Für den Austausch einzelner Nukleotide wurden die Mutageneseprimer so generiert, dass die 

gewünschte Veränderung in der Mitte der Primer lag und von mindestens 10 Basenpaaren zu 

beiden Seiten umgeben waren. 

Zur Bestimmung der Schmelztemperatur wurde das Online-Programm „BioMath Calculators“ 

(http://www.promega.com/techserv/tools/biomath/calc11.htm) verwendet. Die tatsächliche 

Schmelztemperatur hängt von der Anzahl der eingefügten Mutationen ab. Ein Prozent 

Abweichung (Abweichung [%] = Zahl der zu ändernden Basen * 100 / Primerbasenzahl) 

entspricht einer 1-1,5 °C verringerter Schmelztemperatur. Die errechnete Schmelztemperatur 

sollte zwischen 60 bis 65 °C liegen. Die Synthese der Primerpaare erfolgte durch die Firma 

Eurofins Genomics GmbH. 

 

 

 

 

Abbildung 5: PCR-basierte Punktmutagenese 

Ausgehend vom pcDNA5FRT PM-Vektor mit der 
DNA-Sequenz für das Fusionsprotein, wurden zwei 
Fragment-PCRs durchgeführt. Die entstandenen 
Fragmente wurden in der Rekombinations-PCR zu 
einem DNA-Fragment vereint, mit EcoR I + Not I bei 
TAS2R14 oder mit Hind III + Not I bei TAS2R13 
verdaut und in einen dephosphorylierten Vektor ligiert. 
Anschließend wurden chemisch kompetente E.coli mit 
dem Vektor transformiert und über die Ampicillin-
Resistenz selektiert (Bezugsquellen siehe Kapitel: 2.1.6 
und 2.1.7). 
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Im ersten Schritt der Mutagenese wurden zwei Fragmente hergestellt (25µl-Ansätze 

Fragment-PCR, Bezugsquellen siehe Kapitel: 2.1.6 und 2.1.7). Das erste Fragment entstand 

bei der PCR mit dem CMV-forward -Vektorprimer und dem reverse-Mutageneseprimer. Das 

zweite Fragment wurde durch die Nutzung von forward-Mutageneseprimer und dem BGH- 

reverse-Vektorprimer hergestellt (Abbildung 5 und im Anhang: Tabelle 8 bis Tabelle 11). Die 

entstanden Fragmente wurden auf ein 1%-Agarose-Gel aufgetragen, die jeweilige Bande 

ausgeschnitten und per Gelextraktion mit dem „QIAquick Gel Extraction Kit” (Qiagen) 

aufgereinigt. Die Fragmentenden des PCR-Produkts, die durch die Mutagenese-Primer 

entstanden sind, sind komplementär zueinander und tragen die gewünschte Mutation. 

Diese beiden Fragmente wurden als Matrize bei der Rekombinations-PCR (25µl-Ansatz) 

eingesetzt und mit den Primern CMV-forward-Vektorprimer und BGH-reverse-Vektorprimer 

durchgeführt.  

 

Fragment-PCRs 

(25µl Ansatz) 

 

 

 

 

 

 

 

 

10 ng/25µl Ausgangs-DNA 

0,8 mM dNTP-Mix (2,5 mM pro dNTP) 

1x Pfu-Puffer 

3 Units Pfu-DNA-Polymerase 

0,2 pmol Mutageneseprimer 

0,2 pmol Vektor-Primer 

 

 

1. Denaturierung 5 min 95 °C 

2. Annealing 1 min      54 °C (BGH) 

/ 61 °C (CMV) 

3. Elongation 1,5 min   72 °C 

4. Denaturierung 0,5 min   95 °C 

5. Annealing 5 min      54 °C (BGH) 

/ 61 °C (CMV) 

6. Elongation 10 min    72 °C 

7. Pause                               ∞ 4 °C 

Zykluswiederholung Schritt 2-3 15x 

 

Rekombinations-

PCR 

(25µl Ansatz) 

 

 

 

 

 

 

 

10 ng/25µl Fragment-DNA 

0,8 mM dNTP-Mix (2,5 mM pro dNTP) 

1x Pfu-Puffer 

3 Units Pfu-DNA-Polymerase 

0,2 pmol forward-CMV-Primer 

0,2 pmol reverse-BGH-Primer 

1. Denaturierung 5 min 95 °C 

2. Annealing 2 min 61 °C 

3. Elongation 3 min 72 °C 

4. Denaturierung 0,5 min 95 °C 

5. Annealing 1 min 56 °C 

6. Elongation 3 min 72 °C 

7. Denaturierung 0,5 min 95 °C 

8. Annealing 5 min 56 °C 

9. Elongation 10 min 72 °C 

10. Pause ∞   4 °C 

Zykluswiederholung Schritt 2-4 4x 

und Schritte 5-7 15x 
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2.2.2 Vorbereitung des punktmutierten Rezeptorfragments 

Das PCR-Produkt der Rekombinations-PCR wurde anschließend mit zwei Enzymen 

geschnitten, so dass an den Enden 5’-Überhänge entstanden sind, um die gerichtete Ligation 

des Inserts in einen mit den entsprechenden Restriktionsenzymen linearisierten, 

dephosphorylierten Vektor (siehe Kapitel: 2.2.3) zu ermöglichen (Bezugsquellen siehe 

Kapitel: 2.1.6 und 2.1.7). 

Im Falle des TAS2R14 wurden die Restriktionsenzyme EcoR I und Not I (Fermentas / 

Thermo Scientific) verwendet. Bei dem Rezeptor TAS2R13 konnte EcoR I nicht zum Einsatz 

kommen, da der Rezeptor eine interne EcoR I-Schnittstelle aufweist. Daher wurde beim 

TAS2R13 Hind III (Fermentas / Thermo Scientific) verwendet. Das verdaute Produkt wurde 

über ein 1%iges Agarosegel aufgetrennt und mittels Gelextraktion mit dem „QIAquick Gel 

Extraction Kit” (Quiagen) isoliert. 

 

TAS2R13-zweistufiger Verdau TAS2R14-Verdau 

30µl-Ansatz: 

25µl PCR-Produkt 

25 U Hind III 

1x Puffer R 

� Inkubation: 

2h bei 37°C 

50µl-Ansatz: 

30µl des Hind III-Verdaus 

25 U Not I 

1x Buffer O 

� Inkubation: 

2h bei 37°C 

30µl-Ansatz: 

25µl PCR-Produkt 

10 U EcoR I 

20 U Not I 

1x Buffer O 

� Inkubation: 3 – 5h bei 37°C 

 

2.2.3 Liniarisierung und Dephosphorylierung des Vektors 

Um das verdaute, linearisierte PCR-Produkt (siehe Abschnitt 2.2.2) in den Vektor ligieren zu 

können, musste der Vektor mit Restriktionsenzymen geschnitten und dephosphoryliert 

werden. 

Der Vektor pcDNA5 pM FRT wurde durch die Restriktionsenzyme Hind III und Not I (für 

das TAS2R13-Fragment) oder mit EcoR I und Not I (für TAS2R14) geschnitten. Der Verdau 

wurde auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen, die entsprechende Bande aus dem Gel 

ausgeschnitten und mittels Gelextraktion mit dem „QIAquick Gel Extraction Kit” (Quiagen) 

aufgereinigt. Der geschnittene Vektor wurde mit Alkalischer Phosphatase aus Garnelen (SAP 

= Shrimp Alkaline Phosphatase) für 45 min bei 37°C dephosphoryliert, um die 

Religationsrate des Vektors gering zu halten (Hoseini et al., 2015), und anschließend für 10 

min bei 65°C inkubiert, um das SAP-Enzym zu deaktivieren. 
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Dephosphorylierung (40µl-Ansatz) 

40 ng linearisierter Vektor 

4 U SAP-Enzym 

1x SAP-Reaktionspuffer 

� Inkubation: 45 min bei 37°C 

� Inkubation: 10 min bei 65°C 

 

2.2.4 Ligation 

Das vorbereitete Insert wurde anschließend mit Restriktionsenzymen behandelten, 

dephosphorylierten Vektor pcDNA5 pM FRT bei 17°C über Nacht ligiert. 

 

Ligation (10µl-Ansatz) 

40-50 ng Insert 

15 ng geschnittener, dephosphorylierter Vektor 

� Inkubation: 5 min bei 45°C � auf Eis weiter pipettieren 

 

400 U T4-DNA-Ligase (400 U/µl) 

1x T4-DNA-Ligase-Reaktionspuffer 

� Inkubation: über Nacht bei 17 °C (oder 3 h bei RT) 

 

2.2.5 Klonierung 

Nach der Ligation wurden chemisch kompetente Zellen mit der Plasmid-DNA transformiert, 

um sie zu vervielfältigen. Zur Replikation der Plasmid-DNA wurden kompetente Zellen One 

Shot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen / Life technologies) oder BIOBlue 109 

Chemically Competent Cells (Bioline) verwendet. Für die Transformation wurden 50 µl 

kompetente Zellen auf Eis angetaut, 2,5 µl Ligationsansatz dazu gegeben und 30 min auf Eis 

inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz 30 Sekunden bei 42°C auf dem Thermoblock 

erhitzt und für 2 Minuten auf Eis gekühlt. Nach der Zugabe von 250 µl SOC-Medium wurden 

die Zellen eine Stunde bei 37°C geschwenkt und anschließend auf LB-Amp-Platten (1% NaCl 

(w/v), 1% Select Pepton (w/v) und 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1,5% (w/v) Agar, 100 µg/ml 

Ampicillin) ausgestrichen. Die LB-Amp-Platten mit den ausgestrichenen Bakterien wurden 

über Nacht im Brutschrank bei 37 °C auf dem Deckel liegend kultiviert. Durch die Selektion 

mit 100 µg/ml Ampicillin wurde das Wachstum von Bakterien ohne Plasmid verhindert. 

Anschließend wurden 4 Klone von der Platte in 6 ml ampicillinhaltigem LB-Medium (Rezept 

wie LB-Amp-Platten nur ohne Agar) auf dem Schüttler über Nacht bei 37 °C kultiviert. Die 

Plasmid-DNA-Extraktion wurde aus 4 ml Kulturlösung mittels JET quick Plasmid Miniprep 
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Spin-Kit isoliert, welches nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit anschließender 

Aufreinigung über eine Silikatmembran beruht (2 ml der Kulturlösung wurden bei 4 °C 

aufgehoben). 

 

2.2.6 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Zur DNA-Konzentrationsbestimmung wurde das Colibri-Mikrovolumen-Spektrophotometer 

bei der Absorption von 260 nm verwendet. Um die Reinheit der DNA zu prüfen, wurde 

zusätzlich die Absorption bei 280 nm gemessen. Bei einer proteinfreien Nukleinsäurelösung 

beträgt der Quotient der Absorption 260nm /Absorption 280nm 1,8 – 2,0 (Mülhardt, 2006). 

 

2.2.7 Kontrollverdau und Sequenzierung 

Die gewonnene Plasmid-DNA wurde zunächst einem Kontrollverdau unterzogen und auf ein 

1%iges Agarosegel aufgetragen, um Klone mit religiertem Vektor ohne Insert ausschließen zu 

können. Klone mit erwartetem Bandenmuster wurden zur Sequenzierung zur Firma Eurofins 

Genomics GmbH versandt, um die Plasmid-DNA der verschiedenen Bakterienklone mit der 

korrekten, mutationstragenden Sequenz zu identifizieren. Die Auswertung der Sequenzdaten 

erfolgte mit dem Programm VectorNTI Advance 11.5.1 (2011 Invitrogen / Life technologies). 

 

Kontrollverdau (10 µl-Ansatz) 

100 ng DNA aus der Minipräparation 

5 U EcoR I 

5 U Not I 

1x Buffer O 

� Inkubation: 1h bei 37°C 

Sequenzierungsansatz (15 µl-Ansatz) 

50 - 100 ng /µl DNA aus der Minipräparation 

10 µM Primer 

 

� zu Eurofins Genomics GmbH gesendet 

 

 

2.2.8 Glycerin-Langzeitlagerung und DNA-Isolation 

Mit der verbliebenen Kulturlösung (Kapitel: 2.2.5), welche durch die Sequenzierung bestätigt 

Bakterien-Klone mit dem gewünschten Konstrukt enthält, wurde eine neue 300 ml Kultur mit 

LB-flüssig-Amp-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin (Amp) angeimpft. Von der 

Übernachtkultur wurde 2 ml für eine 15%ige Glycerin-Langzeitkultur abgenommen und die 

restliche Kulturlösung wurde für die DNA-Isolation mit dem Kit NucleoBond PC 500, MIDI 

(Macherey-Nagel) verwendet. Anschließend wurde die DNA-Konzentration wie in Abschnitt 

2.2.6 gemessen und die DNA auf 1 µg/µl verdünnt. 
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2.3 Zellbiologische Methoden 

Zur funktionellen Untersuchung von Bitterrezeptoren und deren Varianten wurden 

Experimente mit Hilfe eines heterologen Zellsystems durchgeführt. Dabei handelt es sich um 

adhärent wachsende HEK 293T-Zellen, welche stabil die G-Protein-Chimäre Gα16Gust44 

(Chimäre aus der Gα16-Untereinheit und 44 AS vom C-Terminus von α-Gustducin (Ueda et 

al., 2003)) exprimieren und durch Jay Slack zur Verfügung gestellt wurden (Givaudan Flavors 

Corp.). 

2.3.1 Beschichten der Kultivierungsgefäße 

Um die Haftung am Gefäßgrund zu erhöhen und ein Ablösen während des Experimentes zu 

verhindern, wurde der Gefäßboden der 96-Lochplatten mit 10 µg/ml poly-D-Lysin und die 

Kultivierungsschalen mit 1 µg/ml poly-D-Lysin beschichtet. Das zur Beschichtung 

eingesetzte, überschüssige poly-D-Lysin-Lösung wurde nach 20 min entfernt, anschließend 

wurden die Gefäße mit autoklaviertem Wasser gespült und der größte Teil der Flüssigkeit 

entfernt. 

2.3.2 Kultivierung von HEK 293T-Zellen 

HEK 293T-Gα16Gust44-Zellen wurden in serumhaltigem DMEM-Zellkulturmedium mit 

400 µg/ml G-418-Sulfat kultiviert. Das G-418-Sulfat diente der Aufrechterhaltung des 

Selektionsdruckes zugunsten der Zellen, die das stabil transfizierte Gα16Gust44-Konstrukt 

enthielten. Bei einer Zelldichte von ca. 90% wurde das verbrauchte Zellkulturmedium 

abgesaugt, die HEK 293T-Gα16Gust44-Zellen mit 2 ml Trypsinlösung abgelöst und mit 

serumhaltigem Zellkulturmedium restlos heruntergewaschen. Die Zellsuspension wurde in ein 

50 ml- Zentrifugenröhrchen überführt und 5 min bei 900 U/min zentrifugiert. Der Überstand 

wurde abgesaugt und das Pellet in 5 ml frischem, serumhaltigem DMEM-Zellkulturmedium 

resuspendiert. Die Aussaat erfolgte in beschichteten Kultivierungsschalen, dabei wurde 

frisches, serumhaltiges DMEM-Zellkulturmedium vorgelegt, 400 µg/ml G-418-Sulfat und 

Zellsuspension zugegeben. Die Menge der verwendeten Zellsuspension variierte je nach 

Zellwachstumsgeschwindigkeit zwischen 1:5 bis 1:10. Die Zellen wurden 3 bis 5 Tage bei 

37 °C mit 5% CO2-Partialdruck kultiviert, bevor sie erneut passagiert werden mussten. 

 

2.4 Funktionsanalyse der heterolog exprimierten Bitterrezeptoren 

Um funktionelle Analysen an dem unveränderten (Wildtyp, siehe Anhang 10.1) und durch 

Mutagenese veränderten Rezeptoren durchzuführen, wurde die entsprechenden Konstrukte in 
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HEK 293T-Zellen, welche stabil die G-Protein-Chimäre Gα16Gust44 exprimieren, mittels 

Lipofectamin 2000 transient transfiziert. Die Aktivierung des heterolog exprimierten 

Rezeptors konnte nach Zugabe eines Bitterstoffs direkt durch die Aktivierung der 

Signalkaskade, welche einen Ca2+-Anstieg im Zytoplasma zur Folge hatte, über einen 

Kalzium-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff mit dem fluorometrischen Plattenlesegerät gemessen 

werden (Abbildung 6 und 11). 

2.4.1 Aussaat und Transfektion 

HEK 293T-Gα16Gust44-Zellen wurden in mit poly-D-Lysin beschichtete 96-Lochplatten (mit 

schwarzem Rahmen von Santa Cruz Biotechnologie) mit serumhaltigem DMEM-

Zellkulturmedium ausgesät (siehe Abschnitt: 2.3.1 und 2.3.2 (Behrens et al., 2004)). Die 

Inkubation der Platten erfolgte über Nacht bei 37°C mit 5% CO2 bis zu einer 60 - 70 %igen 

Konfluenz. Die Transfektion mit 0,15 µg Plasmid-DNA erfolgte mit Lipofectamin 2000 unter 

Nutzung von serumfreiem Medium (DMEM ohne weitere Zusätze). Bei der Plasmid-DNA 

handelt es sich entweder um den Leervektor (pcDNA5FRT PM) oder um den Vektor mit 

einer Fusionsproteinsequenz (siehe Kapitel: 2.2). Nach 4 – 5-stündiger Inkubation bei 37°C 

mit 5% CO2 wurde das serumfreie DMEM-Zellkulturmedium gegen serumhaltiges ersetzt und 

über Nacht im Brutschrank bei 37°C mit 5% CO2 inkubiert. 

2.4.2 Funktionelle Rezeptoranalyse über Kalzium-Detektion 

24 bis 26 Stunden nach Transfektion wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff beladen 

(Behrens et al., 2004). Dazu wurde serumfreies Medium genutzt und der Farbstoff Fluo-4-AM 

mit 2,5 mM Probenecid eingesetzt. Nach 1 Stunde bei 37°C und 5 % CO2 wurden die 96-

Lochplatten drei Mal mit C1-Puffer (10 mM Glukose, 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 10 mM 

HEPES, 2 mM CaCl2, pH 7,4) mit dem Plattenwaschgerät gewaschen. Zwischen den 

Waschschritten wurden die 96-Lochplatten 20 min dunkel gelagert. Der dritte Waschschritt 

erfolgte direkt vor der Messung. 

 

 

Zur Messung wurde das fluorometrische Plattenlesegerät mit der vorbereiteten 96-Loch-

Testsubstanzplatte für die Erst-Applikation (zu messende Bittersubstanzen), der 96-

Lochplatte für die Zweit-Applikation mit Somatostatin 14 (SST14, Endkonzentration 100nM, 

aktiviert den endogenen Somatostatin-Rezeptor als Zell-Vitalitätskontrolle), der gewaschenen 

Zell-Platte und Pipettenspitzen bestückt. Die Messung wurde mit der Software ScreenWorks 

(Molecular Devices) gesteuert. Nach der Einstellung der Belichtungszeit, basierend auf der 



  Material und Methoden 

 32 

aktuellen Hintergrundfluoreszenz (Signaltest) der Messplatte wurde das Messprogramm 

gestartet. Die ersten 10 Messungen erfolgten alle zwei Sekunden bevor die erste Applikation 

stattfand. Darauf folgten 60 Messungen alle zwei Sekunden. Im zweiten Intervall wurden 18 

Messungen alle 10 Sekunden durchgeführt. Danach gab es wieder 10 Messungen alle zwei 

Sekunden, bevor die zweite Applikation erfolgte. Nach 60 Messungen erfolgten 12 weitere 

Messungen alle 10 Sekunden (Abbildung 6B). 

 

 

A 

 

B 

 

 

Abbildung 6: Kalziumkonzentrationsmessung über einen Kalzium-sensitiven Farbstoff 

(A) Ein TAS2R14-Agonist z.B.: Aristolochiasäure aktiviert den TAS2R14-Bitterrezeptor, wodurch die 
Gα16Gust44-Untereinheit sich vom Rezeptor löst und die membranständige Phospholipase Cβ (PLCβ) aktiviert. 
Die Phospholipase Cβ hydrolysiert Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Diacylglycerin (DAG) und 
Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3). Das IP3 aktiviert den IP3-Rezeptor (IP3R), welcher dann Kalziumionen vom 
endoplasmatischen Retikulum in das Zytosol der Zelle entlässt. Das Kalzium komplexiert mit dem 
kalziumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff und (B) verursacht eine Erhöhung der Fluoreszenz durch Ca2+ -Bindung 
nach Anregung mit einer Wellenlänge von 488nm (Gee et al., 2000), wodurch indirekt die Rezeptoraktivierung 
nachgewiesen werden kann. 

 

 

2.4.3 Auswertung der gemessen Fluoreszenzänderung und Interpretation 

Mit dem Programm ScreenWorks wurden die Rohdaten der einzelnen Messungen der 96 

Kavitäten der jeweiligen Platte exportiert und anschließend in Excel die Berechnungen der 

Signale durchgeführt.  
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Die Hintergrundaktivierung der einzelnen Kavitäten resultiert aus dem Mittelwert der ersten 

10 Messungen vor der Applikation. Anschließend wurde der Max-Min der Kavitäten, welche 

mit dem Leervektor transformiert worden ist, bestimmt (Max. = maximale Signalhöhe, Min.= 

minimale Wert auf Basisniveau, siehe Abbildung 6B). Bei den Rezeptor-transfizierten Zellen 

wurde die negativ-Korrektur mit den Leervektor-transfizierten Zellen eingestellt und dann 

ebenfalls der Max-Min-Wert bestimmt.  

Die Signalwerte [∆F /F] wurden mit folgender Formel berechnet: 

 

. 

 

Dabei wurden die exportierten Max-Min-Wert jeder Messung wurde durch die dazugehörige 

Hintergrundfluoreszenz geteilt und mit dem Mittelwert der C1-Lösungsmessung (ohne 

Substanz) der jeweiligen Rezeptoren durch Abzug korrigiert: 

Bei der Untersuchung der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren wurde als Referenz auf jeder 

Messplatte die Aktivierung des Wildtyprezeptors gemessen. Die berechneten Signale der 

Aktivierung der einzelnen Rezeptormutanten wurden dann auf die Aktivierung des 

Wildtyprezeptors bei den maximal messbaren Konzentration (=100%) bezogen. 

 

Die Mittelwerte und Standardabweichungen wurden mit Microsoft Excel berechnet und 

anschließend mit der SigmaPlot-Software dargestellt. Als Schwellenwert wurde die kleinste 

Konzentration definiert, die zu einer signifikanten Rezeptoraktivierung führte.  

Die nichtlineare Regressionskurve wurde mit der in SigmaPlot mitgelieferten Funktion 

ermittelt: 

 

und der EC50-Wert mit Standardfehler angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte mit 

SPSS Statistics 20.0.0 (IBM SPSS, Chicago, IL, USA). Der statistische Vergleich von 

TAS2R14-„Wildtyp“ und den punktmutierten Rezeptorvarianten wurde mit ANOVA mit 

anschießendem Dunnets-multiple-Vergleichstest (2-seitig) für jede einzeln gemessene 

Konzentration durchgeführt. 
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2.5 Immunzytochemische Bestimmung der Expressionseffizienz 

Die Immunzytochemie ermöglicht die Bestimmung der Expressionseffizenz, welche durch die 

Transfektionsrate und die rezeptorabhängige Expressionsrate bestimmt werden. Dafür wurden 

alle Zellen über eine Membranfärbung markiert, um die Gesamtzahl der Zellen zu bestimmen 

Des Weiteren wurden die Bitterrezeptoren angefärbt, um die Zahl der exprimierenden Zellen 

zu bestimmen.  

Des Weiteren wird die Methode zur Bestimmung der Colokalisation des Bitterrezeptors an 

der Zellmembran benutzt. 

Die Aussagekraft der Aufnahmen des konfokalen Fluoreszenzmikroskops wird durch seine 

beschränkte Auflösung von ~ 150 nm bestimmt (Hell et al., 1994; Kang et al., 2013), somit 

bleibt unklar, ob der Rezeptor tatsächlich in der ~8 nm dicken Zellmembran (Reece et al., 

2011) eingebaut wurde. Jedoch kann die räumliche Nähe des Rezeptors zur Zellmembran 

festgestellt werden, welches auf eine hohe Wahrscheinlichkeit des Einbaus in der 

Zellmembran schließen lässt.  

 

2.5.1 Aussaat und Transfektion 

Eine 24-Lochplatte wurde mit Deckgläschen (Ø 12mm) bestückt, mit 10 µg/ml poly-D-Lysin 

beschichtet und HEK 293T-Gα16Gust44-Zellen mit serumhaltigem DMEM-Zellkulturmedium 

ausgesät (Kapitel: 2.3.1). Die Anhaftung der Zellen und das Wachstum erfolgten über Nacht 

mit 5% CO2-Partialdruck bei 37°C bis zu einer Konfluenz von 60 - 70 %. Die Plasmid-DNA 

(800 ng in 50 µl serumfreiem DMEM pro Deckgläschen) wurde mit Hilfe von 

Lipofectamin™ 2000 in die Zellen eingebracht (siehe auch Kapitel: 2.4.1). Je Konstrukt 

wurden je zwei Deckgläschen transfiziert. Nach der 4 – 5-stündigen Inkubation bei 37°C mit 

5% CO2-Partialdruck, wurde das serumfreie DMEM-Zellkulturmedium gegen serumhaltiges 

DMEM-Zellkulturmedium ersetzt. 

 

2.5.2 Immunzytochemische Anfärbung 

Zur Immunzytochemischen Anfärbung wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen 

zwei Mal für eine Minute mit 1x PBS (37°C) gewaschen. Anschließend wurde die 24-

Lochplatte 30 min auf Eis gekühlt.  

Die Membranfärbung erfolgte durch biotinyliertes Concanavalin A (Con A, 10 mg/ml, 

Sigma-Aldrich) 1:2000 verdünnt in kaltem 1x PBS für eine Stunde auf Eis. Während dieses 

Schrittes bindet das Con A an Glycoproteine und Glycolipide der Zellmembran. Zur 
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Entfernung des überschüssigen Con A wurden die Zellen fünf Mal eine Minute mit kaltem 1x 

PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte mit Methanol-Aceton (1:1) für 2 min auf 

Eis. Nach dreimaligem Waschen wurde für 45 Minuten mit 5% Ziegenserum in 1x PBS 

blockiert. Anschließend wurde mit dem Erst-Antikörper Anti-HSV aus Maus (1:15000 in 

Blockierlösung, 1 mg/ml, Novagen) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 

viermaligem Waschen mit 1x PBS wurde der Zweit-Antiköper, Anti-Maus-Alexa-488 aus 

Ziege (1:2000, 2 mg/ml, Molecular Probes) gegen den anti-HSV Antikörper aus Maus sowie 

Streptavidin-Alexa-633 (1:1000, 2 mg/ml Molecular Probes / Life technologies ™) gegen das 

biotinylierte Concanavalin A, in Blockierlösung für eine Stunde bei Raumtemperatur auf die 

Zellen gegeben. Anschließend wurden die Zellen drei Mal mit 1x PBS für je 5 min gewaschen 

und einmal mit autoklaviertem Wasser. Die Deckgläschen verblieben in den wassergefüllten 

Kavitäten der 24-Lochplatte bis zum Einbetten. Das Einbetten erfolgte mit DakoCytomation 

Fluorescent Mounting Medium. Die Antrocknung des Einbettmediums (mindestens 4 

Stunden) und die Lagerung erfolgten bei 4 °C im Dunkeln. 

 

2.5.3 Visualisierung mit dem Konfokalmikroskop 

Die Detektion erfolgte mit einem Konfokalmikroskop, dabei wurde mit Hilfe zweier Laser 

(Argon- und Helium-Neon-Laser) die Fluoreszenz bei den Wellenlänge 488 nm und 633 nm 

angeregt. Über die Wellenlänge 488 nm wurde der Anti-Maus-Alexa-488 angeregt und im 

Bereich von 500 – 530 nm detektiert, wodurch das Rezeptorfusionsprotein nachgewiesen 

wurde (grün dargestellt). Die Wellenlänge 633 regte das Fluorophor-konjungierte-

Streptavidin an, welches an die Zellmembran (rot dargestellt) gekoppelt war und über den 

Bereich von 670 – 720 nm detektiert wurde.  

Die Aufnahmen und die Bildüberlagerungen wurden mit dem Programm Leica confocal 

Software durchgeführt. Die Auszählung erfolgte mit Hilfe des Programms Image J dabei 

wurden 4 - 6 Aufnahmen der jeweiligen TAS2R14-Rezeptorvariante ausgezählt und die 

Expressionseffizienz bestimmt: 

. 
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2.6 Ballesteros-Weinstein-Nummerierung 

Um die homologen Positionen der verschiedenen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, im 

speziellen der TAS2R-Familie, mit Hilfe der Ballesteros-Weinstein-Nummerierung 

(Ballesteros et al., 1995) vergleichen zu können, wurde ein Aminosäuresequenz-Alignment 

von Masha Niv und Anat Levit (The Hebrew University of Jerusalem, Israel) angefertigt 

(siehe Anhang: Kapitel 10.6) und bereits für andere Publikationen verwendet (Born et al., 

2013; Brockhoff et al., 2010). 

Alle Positionsbenennungen (Abbildung 7) nach Ballesteros-Weinstein-Nummerierung dieser 

Arbeit beziehen sich auf bereits publizierte Angaben oder basieren auf dem 

Aminosäuresequenz-Alignment. 

 

 

Abbildung 7: Positionsbenennung nach Ballesteros-Weinstein-Nummerierung 

Nach Ballesteros-Weinstein-Nummerierung (Ballesteros et al., 1995) wird die Transmembrandomäne benannt 
und ausgehend von der konserviertesten Aminosäure der Transmembrandomäne mit der Zahl 50, werden die 
davor und dahinterliegenden Aminosäuren durchnummeriert. (Kapitel 3.1, Abbildung 9). 
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3. Ergebnisse 

Zur Aufklärung der Struktur-Funktions-Beziehung des Rezeptors TAS2R14 und seinen 

Agonisten wurden zwei Herangehensweisen verfolgt. Zum einen lag der Fokus auf der 

Analyse der Bindungstasche des TAS2R14. Dazu wurde ein Homologiemodell erstellt, um 

potentiell wichtige Aminosäurereste der vermeintlichen Bindungstasche zu lokalisieren und 

über gezielte Punktmutagenese mit funktionellen Untersuchungen zu verifizieren (Kapitel: 

3.1). Zum anderen wurden ausgewählt TAS2R14-Agonisten auf ihre strukturelle 

Beschaffenheit untersucht, um mögliche gemeinsame Merkmale der TAS2R14-Agonisten 

aufzudecken (Kapitel: 3.2). 

 

3.1 Charakterisierung der Bindungstasche des TAS2R14 

Die Erstellung eines initialen Homologiemodells basierte auf den Kristallstrukturen des 

humanen β-adrenergen Rezeptors (β-2adr, PDB-Code: 2RH1), des Tintenfisch-Rhodopsins 

(2Z73 und 2ZIY) und des Rinder-Rhodopsins (1L9H) sowie auf einem Aminosäuresequenz-

Vergleich von Bitterrezeptoren und weiteren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (siehe 

Anhang: 10.8). Das Modell wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Masha Niv (The 

Hebrew University of Jerusalem, Israel) mit dem Programm I-TASSER durchgeführt (Levit 

unpubliziert). 

Die anfänglichen Vorhersagen zur Lokalisation von Bindungstaschen wurden mit dem 

energie-basierenden Q-SiteFinder-Algorithmus getroffen (Levit unpubliziert) und mit den 

Befunden zur Lokalisation der Bindungstasche des β2-adrenergen Rezeptors abgeglichen 

(Masha Niv und Anat Levit (The Hebrew University of Jerusalem, Israel)). 

 

Der TAS2R14 und der β2-adrenerge Rezeptor haben nur eine geringe 

Sequenzübereinstimmung (T-Coffee: 15 % Sequenzübereinstimmung (Identität) und 29,2 % 

ähnliche Aminosäuren (Ähnlichkeit). Eine Kristallstruktur eines Bitterrezeptors mit 

identifizierter Bindungstasche stand jedoch nicht zur Verfügung. 

Des Weiteren erfolgten die ersten Alanin-Punktmutagenesen am TAS2R14 durch Mitarbeiter 

der Abteilung Molekularer Genetik des Deutsches Institutes für Ernährungsforschung (siehe 

Anhang: 10.3) und standen zur Messung der Rezeptoraktivität zur Verfügung. 
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A B C 

 

 

Abbildung 8: 3D Homologiemodell des Rezeptors TAS2R14 
 

Das 3D-Homologiemodell des TAS2R14 ist als Kalottenmodell in (A) seitlicher Ansicht, (B) aufgeschnittener 
Ansicht mit Blick in die potentielle Bindungstasche (rot markierter Bereich) und (C) Sicht auf den 
extrazellulären Zugang in die Bindungstasche dargestellt. 
 

 

Um dieses Modell an die neuen Erkenntnisse der Untersuchungen des Bitterrezeptors 

TAS2R10 (Born et al., 2013) anzupassen, wurde es von mir mit dem Programm Maestro 

(Schrödinger, LLC) basierend auf dem verbesserten TAS2R10-Modell überarbeitet. Der 

Bereich der vermuteten Bindungstasche ist in der Abbildung 8 Rot markiert. 

 

Die vorhergesagten Rezeptorpositionen liegen hauptsächlich auf der dem extrazellulären 

Raum zugewandten Seite, im oberen Drittel des Rezeptors in den Transmembrandomänen III, 

V, VI und VII (Abbildung 9). Um die homologen Positionen zwischen den verschiedenen 

TAS2R Proteinen besser vergleichen zu können, wurde die Ballesteros-Weinstein-

Nummerierung (B.-W. Nr., siehe Kapitel 2.6) verwendet (Ballesteros et al., 1995).  

 

Die Eingrenzung des Bereiches, in der sich die Bindungstasche befinden könnte, ergab eine 

Ausdehnung von ~ 12 Å zwischen der Aminosäure W662.61 und F2476.55, ~ 9 Å von T903.33 

bis Q2667.39 und ~10 Å von T863.29 bis H943.37 im TAS2R14 Homologiemodell. 

In der Tabelle 2 ist ein Ausschnitt des Vergleichs der Aminosäuresequenzen dargestellt. Der 

vollständige Aminosäuresequenzvergleich der menschlichen Bitterrezeptoren und weiterer G-

Protein-gekoppelter Rezeptoren ist im Anhang abgebildet (siehe Anhang: 10.8). Der 

Ausschnitt zeigt die drei Rezeptoren mit breiten Agonistenspektrum, TAS2R14 (R14), 

TAS2R10 (R10) und TAS2R46 (R46), und den TAS2R13 (R13), welcher von den 

menschlichen TAS2Rs die höchste Homologie zum Rezeptor TAS2R14 aufweist. 
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Abbildung 9: 2D-

Schlangenmodell des 

TAS2R14 

Im 2D-Schlangenmodell 
sind die sieben 
Transmembrandomänen 
dargestellt und bei jeder 
Transmembrandomäne 
wurde die konservierteste 
Position innerhalb der 
TAS2R-Familie mit 
schwarzen Kreisen und 
Ballesteros-Weinstein-
Nummerierung (Kapitel: 
2.6) in blauer Schrift 
markiert; die gelben Kreise 
mit Positionsnummer in 
roter Schrift zeigen die 
vorhergesagten Positionen, 
die an der Ausbildung der 
Bindungstasche beteiligt 
sein könnten (ec = 
extrazelluläre Schleifen und 
ic = intrazelluläre 
Schleifen). 
 



  Ergebnisse 

 40 

 

Tabelle 2: Vergleich der homologen Positionen des TAS2R14, -R10, -R46 und -R13 

Die Positionen der intrazellulären (ICL) und extrazellulären (ECL) Schleifen wurde hellblau hinterlegt. Des 
Weiteren wurden Positionen in Ballesteros-Weinstein-Nummerierung (B.-W. Nr.; in Rot) aufgelistet und die 
TAS2R14 Aminosäuren, bei denen eine Punktmutation zum Alanin durchgeführt wurde, grau hinterlegt. 
Aminosäurepositionen, welche bereits als Kontaktstellen zu Agonisten in anderen TAS2Rs identifiziert und 
publiziert wurden, wurden grün markiert. 
 
B.–W. Nr. R14 R10 R46 R13  B.– W. Nr. R14 R10 R46 R13 

1.50 N23 N23 N23 N23  5.42 T182 L177 V179 T182 

ICL1      5.43 S183 L178 T180 M183 

2.50 R55 R54 R55 R55  5.46 F186 G181 A183 F186 

2.61 W66 G65 W66 W66  5.47 I187 V182 N184 S187 

2.65 V70 I69 E70 L70  5.50 P190 F185 P187 P190 

ECL1      ICL3     

3.28 L85 I84 A84 M85  6.42 I234 I230 T232 I234 

3.29 T86 S85 Y85 I86  6.48 Y240 F236 C238 Y240 

3.30 N87 Y86 N86 F87  6.49 A241 I237 A239 A241 

3.32 W89 W88 W88 W89  6.50 I242 L238 I240 S242 

3.33 T90 V89 A89 I90  6.51 F243 Y239 Y241 F243 

3.36 N93 N92 N92 N93  6.55 F247 M243 I245 V247 

3.37 H94 Q93 H93 H94  ECL 3     

3.50 Y107 Y106 Y106 Y107  7.36 I263 M260 M262 M264 

ICL2      7.39 Q266 M263 E265 E267 

4.50 S138 L137 L137 L138  7.42 G269 G262 A268 G270 

ECL2      7.50 S277 S275 P276 S278 

 

3.1.1 Funktionelle Charakterisierung der Alanin-punktmutierten TAS2R14-Varianten 

Die ersten Untersuchungen der Bindungstasche erfolgten über gezielte Punktmutagenesen der 

TAS2R14 cDNA, so dass nach der Modifikation des TAS2R14-Rezeptors an einer 

spezifischen Position in der Bindungstasche ein Alanin anstatt der Aminosäure des 

Wildtyprezeptors kodiert wird. Diese Rezeptormutante wurde anschließend auf ihre 

Funktionalität geprüft, um die Beteiligung an der Ligandenbindung zu bestätigen oder zu 

widerlegen. Alanin als eine kleine, unpolare Aminosäure bietet nur wenige Möglichkeiten zu 

komplexen Wechselwirkungen mit Agonisten, wie etwa eine Wasserstoffbrückenbindung 

oder π-Elektronen-Wechselwirkungen (Beschreibung der möglichen Wechselwirkungen siehe 

Kapitel: 3.1.2). Sollte der Aminosäurerest einer experimentell veränderten Position wichtig 

für die Affinität des Rezeptors zu seinen Agonisten sein, könnte man dies durch eine 

Verschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurven bei der funktionellen Überprüfung der 



  Ergebnisse 

 41 

betreffenden Rezeptorvariante sichtbar machen. Bei einer verschlechterten Aktivierbarkeit des 

Rezeptors würde man hingegen eine verringerte Maximalamplitude erwarten. Lässt sich die 

Aktivierbarkeit eines modifizierten Rezeptors im funktionellen Experiment durch keine 

Testsubstanz nachweisen, kann man jedoch nicht direkt auf eine fehlende Interaktion 

zwischen Ligand und Rezeptor folgern oder eine mangelnde Expression schlussfolgern. In 

diesem Fall könnte eine Fehlfaltung des Rezeptors vorliegen. Die Expression der 

punktmutierten TAS2R14 Rezeptorvarianten kann mittels immunzytochemischer 

Untersuchungen überprüft werden (siehe Kapitel: 2.5). Zu allen Rezeptormutanten wurden die 

Expressionsraten von mir bestimmt und im Anhang: 10.10 in den Abbildungen 51 - 60 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 10: Testsubstanzen für die funktionelle Untersuchung der TAS2R14-

Rezeptormutanten 

Dargestellt sind die drei Testsubstanzen mit ihren Substanznamen, Substanzgruppen (in Klammern) und den 
Strukturformeln. 
 

 

Die funktionellen Untersuchungen der 19 Alanin-Punktmutanten und einer weiteren Mutante 

A241I (im Wildtyp vorhandenes Alanin wurde durch ein Isoleucin ersetzt) wurden mit den 

Agonisten des TAS2R14: Aristolochiasäure (Sainz et al., 2007), Pikrotoxinin und Thujon 

(Behrens et al., 2004) durchgeführt (Abbildung 10). Die Testsubstanzen unterscheiden sich in 

ihrer chemischen Zugehörigkeit.  

Die Dosis-Wirkungs-Kurve des TAS2R14-Wildtyps mit Aristolochiasäure zeigt eine sehr 

hohe Maximalamplitude (siehe Kapitel: 3.2.2) und könnte somit als Vollagonist (Abbildung 

11) bezeichnet werden (Hoyer et al., 1993). 
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Abbildung 11: Beispielhafte 

idealisierte Dosis-Wirkungs-Kurven 

verschiedener Agonistentypen 

Optimale Dosis-Wirkungs-Kurve (DWK) 
(grünes Quadrat), Rechtsverschiebung der 
DWK (rotes Dreieck), partielle /verminderte 
Aktivierung (blauer Kreis), Rechts-
verschiebung der DWK und verminderte 
Aktivierung (brauner Diamant), keine 
Aktivierung (grauer Stern) und Leervektor 
(schwarzer Kreis). 
 

 

Im Gegensatz dazu erreicht die Substanzen Pikrotoxinin eine geringere Maximalamplitude bei 

der Sättigungskonzentration (Partialagonist; Abbildung 11). Mit den messbaren 

Konzentrationen von Thujon konnte keine Sättigung erreicht werden. Die Substanz wurde 

jedoch als eine kleine Substanz mit in die Untersuchungen aufgenommen. 

Die höchste messbare Konzentration wird einerseits durch die Löslichkeit der Testsubstanz 

bestimmt und andererseits wird die höchste Konzentration so gewählt, dass keine Signale bei 

der Messung von Zellen mit transfiziertem Vektor ohne Rezeptorgen auftreten. 

Die Messung der einzelnen Alanin-Punktmutanten des TAS2R14s erfolgte als 

Dreifachbestimmung auf einer Messplatte und wurde mindestens einmal an einem anderen 

Messtag wiederholt. 

 

Die Zusammenfassung der Messergebnisse der 19 Alanin-Punktmutierten Rezeptorvarianten 

und des TAS2R14 Wildtyps ist in der Tabelle 3 zusammengefasst. Verglichen werden die 

Schwellenwerte (TH), die EC50-Werte, woraus sich eine Verschiebung der Dosis-Wirkungs-

Kurve ergibt und die Amplituden bei der höchsten gemessenen Konzentration. Als 

Schwellenwert (TH) wird die geringste gemessene Konzentration mit einer signifikanten 

Aktivierung des Bitterrezeptors durch eine Substanz angegeben. Zur statistischen Auswertung 

mit dem Programm Statistics Software Package SPSS Statistics 20.0.0 (IBM SPSS, Chicago, 

IL, USA) wurde für jede Konzentration ein ANOVA-Test mit anschließendem Dunnets-

multiple-Vergleichstest (2-seitig) durchgeführt. Dabei wurden die Signalhöhen der Mutante 

mit denen des Wildtyps verglichen.  
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Tabelle 3: Funktionelle Charakterisierung der TAS2R14-Alanin-Punktmutanten 

Dargestellt sind alle Untersuchungen des Wildtyps und der Alanin-Punktmutaten mit den Substanzen, 
Aristolochiasäure, Pikrotoxinin und Santonin. Aufgeführt sind die Schwellenwerte (TH), die EC50-Werte (n.d. = 
EC50-Wert nicht bestimmbar) und die Signalamplituden bei der höchsten gemessenen Konzentration (max.A. = 
maximale Aktivierung). Die maximale Aktivierung wurde mit 30 µM Aristolochiasäure, 300 µM Pikrotoxinin 
und 100 µM Santonin gemessen und die max.A. wurde auf die Aktivierung des Wildtyprezeptors bezogen. 
 

 Aristolochiasäure Pikrotoxinin Thujon 

TAS2-

R14 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. 

A. [%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A. 

[%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. 

A. [%] 

Wildtyp 0,1 0,49 ± 0,03 100 3,0 13,16 ± 0,93 100 3,0 17,12 ± 0,43 100 

W66A 1,0 4,42 ± 0,33 112 10,0 74,46 ± 8,53 140 10,0 55,79 ± 6,75 78 

L85A 0,1 1,04 ± 0,08 113 3,0 23,36 ± 0,22 144 30,0 n.d. 34 

T86A 0,1 0,92 ± 0,05 103 30,0 96,38 ± 7,64 59 3,0 14.10 ± 0.59 87 

N87A 0,3 2,08 ± 0,20 131 10,0 58,04 ± 3,78 140 10,0 41,45 ± 4,54 102 

W89A 1,0 3,71 ± 0,16 100 - n.d. - - n.d. - 

T90A 0,1 0,90 ± 0,11 118 3,0 16,76 ± 0,57 72 3,0 18,61 ± 2,09 101 

N93A 1,0 4,86 ± 0,18 97 10,0 39,15 ± 1,70 127 30,0 60,33 ± 15,96 56 

H94A 1,0 3,32 ± 0,11 102 3,0 24,84 ± 1,77 160 10,0 35,55 ± 1,27 113 

T182A 0,3 1,05 ± 0,05 104 3,0 20,35 ± 1,73 131 10,0 32,86 ± 4,08 93 

S183A 0,1 0,53 ± 0,04 108 3,0 23,22 ± 0,89 84 10,0 31,42 ± 2,39 89 

F186A 0,3 2,21 ± 0,13 88 10,0 17,77 ± 1,08 105 10,0 n.d. 34 

I187A 0,1 0,31 ± 0,07 94 - n.d. - 10,0 29,76 ± 2,51 61 

Y240A 1,0 4,77 ± 0,09 74 10,0 18,13 ± 0,92 73 10,0 40,88 ± 17,09 44 

A241I 0,1 1,63 ± 0,14 94 10,0 24,39 ± 1,56 90 10,0 32,61 ± 4,41 59 

F243A 0,1 0,43 ± 0,05 102 3,0 23,58 ± 0,34 96 3,0 18,14 ± 0,75 81 

F247A 1,0 3,97 ± 0,15 74 10,0 20,45 ± 1,00 97 10,0 19,74 ± 0,71 87 

I263A 0,3 1,10 ± 0,10 94 3,0 14,35 ± 1,74 133 10,0 29,40 ± 3,95 64 

Q266A 0,1 0,37 ± 0,04 118 100,0 n.d. 63 30,0 n.d. 52 

G269A 0,1 0,37 ± 0,05 115 0,3 1,10 ± 0,17 133 1,0 4,45 ± 0,28 123 

 

 

Vergleicht man die Messungen der Alaninpunktmutanten W66A2.61, L85A3.28, N87A3.30, 

N93A3.36, H94A3.37, Y240A6.48, A241I6.49 und F247A6.55 für die einzelnen Substanzen mit der 

jeweiligen Aktivierung des Wildtyprezeptors, so ist für alle Mutanten eine Erhöhung der 

EC50-Werte erkennbar. Das Ausmaß der Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve 

unterscheidet sich je nach Punktmutante und verwendeter Testsubstanz. Sechs 

Alaninmutanten werden durch mindestens eine Testsubstanz wie der Wildtyp aktiviert und 

werden daher nur von einigen Agonisten als Interaktionsposition benötigt (863.30 und 903.33 
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durch Thujon; 1865.46 durch Pikrotoxinin sowie 1875.47, 2436.51 und 2667.39 durch 

Aristolochiasäure). 

Für die Mutanten T182A5.42, S183A5.43 und I263A7.36 konnte zwar teilweise eine Abweichung 

zur Aktivierung des Wildtyps festgestellt werden, jedoch war diese nicht auffällig groß und 

wurde nicht weiter untersucht. 

Interessanterweise führt die Punktmutation Glycin zu Alanin der Position 2697.42 zu einer 

Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve bei allen drei Testsubstanzen, was auf einen 

möglichen störenden Effekt der Wildtypaminosäure auf die Potenz der untersuchten 

Agonisten hinweist. 

Die Mutagenese der Position 893.32 von Tryptophan zu Alanin verschlechterte die 

Aktivierbarkeit des Rezeptors für alle 3 Testsubstanzen, für Pikrotoxinin und Thujon war die 

Aktivierung nicht mehr möglich. 

Die konservierten Aminosäuren der Positionen 2.61, 3.32, 3.36 und 3.37 innerhalb der 

TAS2R-Familie (bei TAS2R14: W662.61, W893.32, N933.36 und H943.37) wurden bereits in den 

Rezeptoren TAS2R10 und -R46 durch Punktmutagenese zu Alanin verändert und die 

punktmutierten Rezeptorvarianten mit den entsprechenden Agonisten untersucht. Dabei 

zeigten die Alanin-punktmutierten Rezeptoren eine fehlende Aktivierung durch alle 

Testsubstanzen. Durch die fehlende Aktivierung bleibt unklar, ob der Rezeptor 

möglicherweise fehlgefaltet ist oder ob eine fehlende Interaktion verantwortlich für den 

Aktivierungsverlust ist.  

Der Rezeptor TAS2R14 hingegen verhält sich stabiler gegenüber der Alanin-

Punktmutagenese an diesen Positionen. Die Rezeptormutanten des TAS2R14, W66A2.61, 

N93A3.36 und H94A3.37, können durch alle drei Testsubstanzen aktiviert werden. Nur 

W89A3.32 zeigt einen Aktivierungsverlust bei Stimulation mit Pikrotoxinin und Thujon. Da 

Aristolochiasäure diese Rezeptorvariante immer noch aktivieren kann, ist der Beweis 

erbracht, dass der Rezeptor an sich funktionstüchtig ist. Dieses Resultat ermöglicht 

Schlussfolgerungen zur Beteiligung dieser Positionen an der Agonisteninteraktion 

(Diskussionskapitel: 4.3.1). 

 

Zur Charakterisierung der jeweiligen Natur der Rezeptor-Agonisten-Interaktion an den 

identifizierten Aminosäurepositionen in der Bindungstasche wurden weitere Punktmutanten 

erstellt und anschließend funktionell charakterisiert (siehe Kapitel: 3.1.2). 
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3.1.2 Detaillierten Analysen der an der Ligandenbindung beteiligten Reste 

Um die augenscheinlich an der Agonisteninteraktion beteiligten TAS2R14 Positionen näher 

zu untersuchen, wurden weitere punktmutierte Rezeptorvarianten hergestellt. Die Messungen 

der Aktivierung der Rezeptormutanten durch Agonisten dienten der Bestätigung der 

Interaktion und gleichzeitig der Eingrenzung der zugrundeliegenden Wechselwirkungen 

zwischen den interagierenden Aminosäuren (AS-Eigenschaften siehe Anhang: 10.12, 

Abbildung 61) in der Bindungstasche des Wildtyp TAS2R14-Rezeptors und den 

verschiedenen Agonisten.  

 

 

Abbildung 12: Nichtkovalente Wechselwirkungen 

Dargestellt sind sieben verschiedene nichtkovalente Wechselwirkungen mit je einem Modell (Ljungh et al., 
2006; Steed et al., 2007). Bei der π-π-Stapelung findet eine Interaktion zwischen den π-Elektronen zweier 
aromatischer Ringe statt. Bei der OH-π-, Kationen-π- und Anionen-π-Wechselwirkung interagieren der 
Wasserstoff, das Kation und das Anion mit den π-Elektronen eines aromatischen Ringsystems. Die 
Wasserstoffbrückenbindung besteht aus einer Anziehung zwischen dem Wasserstoffatom mit einer positiven 
Partialladung (δ+) und der negativen Partialladung (δ-) beispielsweise vom Sauerstoffatom. Bei der Van-der-
Waals-Wechselwirkung handelt es sich um induzierte Dipole, wobei es zur Anziehung zwischen 
Elektronenwolken (δ-) und Atomkernen (δ+) kommt. Bei der Ionenbindung ziehen sich ein Anion und ein 
Kation an. Die hydrophobe Wechselwirkung beruht auf der energetisch günstigeren Zusammenlagerung von 
hydrophoben Molekülen in wässriger Lösung. 
 

Bei der Interaktion zwischen den Aminosäureresten eines Rezeptors und seinem Agonisten 

handelt es sich in der Regel um nicht-kovalente Wechselwirkungen (Jastorff et al., 2003).  

Zu den nicht-kovalenten Wechselwirkungen gehören die π-Elektronen-Interaktion (Brandl et 

al., 2001; Dougherty, 1996; Giese, 2011; Hunter et al., 2002; Kryger et al., 1999; Meyer, 

2003; Steiner et al., 2001), Wasserstoffbrückenbindung (Baker et al., 1984; Jiang et al., 2002), 
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hydrophobe Wechselwirkung (Kneussel et al., 1999), Van-der-Waals-Interaktion und ionische 

Interaktion (Steed et al., 2007) (Abbildung 12). 

 

Bei der Vorhersage der Interaktionsmöglichkeiten konnten die Aminosäuren an den 

vorhergesagten Positionen nach den Interaktionsarten in drei Gruppen eingeteilt werden: 

 

1) π-Elektronen-Interaktion oder hydrophobe Wechselwirkungen zum Agonisten über 

aromatische Ringe (Kapitel: 3.1.2.1) 

2) π-Elektronen-Interaktion oder Wasserstoffbrückenbindung zu polaren Gruppen 

(Kapitel: 3.1.2.2) 

3) Hydrophobe Wechselwirkung zu unpolaren Gruppen (Kapitel: 3.1.2.3) 

 

Die funktionellen Ergebnisse der detaillierten Analyse mit weiteren Punktmutationen sind in 

der Tabelle 4 zusammengefasst. 

 

3.1.2.1 Positionen mit möglicher π-Elektronen-Interaktion oder hydrophober 

Wechselwirkung zum Agonisten über aromatische Ringe 

Die Aminosäuren W662.61, W893.32, F1865.46, F2436.51 und F2476.55 bieten die Möglichkeit 

einer π-Elektronen-Interaktion zum Agonisten. Bei der Position 662.61 und 893.32 wurde das 

Tryptophan (W) durch Phenylalanin (F), welches ebenfalls einen aromatischen Ring besitzt, 

ausgetauscht (Abbildung 13).  

Die Rezeptorvariante W66F2.61 zeigt für alle drei Testsubstanzen eine gleiche Aktivierung 

oder sogar eine Linksverschiebung des EC50-Wertes verglichen mit dem Wildtyprezeptor. 

Somit ist eine π-Elektronen-Interaktion oder hydrophobe Wechselwirkung zwischen dem 

aromatischen Ring, dem Tryptophan an der Position 662.61 und den Testsubstanzen möglich. 

Die Interaktion zum sekundären Amin des Tryptophans kann somit ausgeschlossen werden.  

Die Dosis-Wirkungs-Kurve bei der Messung der Rezeptormutante W89F3.32 zeigte mit 

Thujon eine Linksverschiebung und bei Aristolochiasäure und Pikrotoxinin eine kleine 

Rechtsverschiebung (Aristolochiasäure: Wildtyp: EC50= 0,49 ± 0,03 µM, W89F: EC50= 

0,81 ± 0,13 µM und Pikrotoxinin: Wildtyp: EC50= 13,16 ± 0,93µM, W89F: 

EC50= 38,99 ± 2,41 µM). Bei der Interaktion mit Thujon ist eine π-Elektronen-Interaktion zur 

Position W893.32 denkbar. Die Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve weist darauf 

hin, dass Phenylalanin, welches ebenfalls die Möglichkeit einer π-Elektronen-Interaktion und 

einer hydrophoben Wechselwirkung bietet, jedoch räumlich günstiger für die Interaktion zu 

sein scheint als Tryptophan. 
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Abbildung 13: Aktivierung der Rezeptormutanten der Positionen 662.61 und 893.32 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
 

Die Messung der Rezeptorvariante W89Y3.32 für Thujon zeigt das gleiche Ergebnis für die 

Aktivierungseigenschaften des Rezeptors wie die Messung von W89F3.32. Da auch Tyrosin 

die Möglichkeit einer π-Elektronen-Interaktion bietet, deutet auch das Ergebnis der 

Untersuchung der Tyrosinmutante auf eine Interaktion des Agonisten zum aromatischen Ring 

der Aminosäure hin. 

Die Interaktion von Aristolochiasäure mit TAS2R14 wird durch Alanin an dieser Position am 

stärksten gestört, aber auch Phenylalanin und Tyrosin können Tryptophan nicht adäquat 

ersetzen. Möglicherweise ist dabei die genaue Position des aromatischen Rings der 

Aminosäure in den Bindungstasche entscheidend.  

Die Dosis-Wirkungs-Kurve der Aktivierung von der Rezeptormutante mit dem unpolaren 

Phenylalanin (F) an der Position 893.32 durch Pikrotoxinin zeigte eine nur leichte 

Rechtsverschiebung der DKW verglichen mit dem Wildtyprezetor. Daher ist eine π-

Elektronen-Interaktion zwischen dem aromatischen Ring der Aminosäure an dieser Position 

und Pikrotoxinin sehr wahrscheinlich. Anschließend wurde durch Punktmutagenese die 
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Aminosäure Tyrosin (Y) an die Position 893.32 eingefügt. Tyrosin bietet wie Tryptophan und 

Phenylalanin die Möglichkeit einer π-Elektronen-Interaktion, hat aber eine zusätzliche 

Hydroxylgruppe und ist somit polar (H-Donator). Bei der Aktivierung der W89Y3.32 

Rezeptorvariante durch Pikrotoxinin zeigt die DWK eine Linksverschiebung. Dass heißt, 

Pikrotoxinin kann nicht nur mit einem aromatischen Ring an dieser Position interagieren, 

sondern profitiert auch von der polaren Eigenschaft des Tyrosins der punktmutierten 

Rezeptorvariante.  

 

 

Abbildung 14: Aktivierung der punktmutierten Rezeptorvarianten an der Position 1865.46 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
 

Bei den Positionen 1865.46, 2436.51 und 2476.55 wurde das Phenylalanin (F) auch mit Hilfe der 

Punktmutagenese durch Tyrosin (Y) ausgetauscht. Bei der Aktivierung der Mutante 

F186Y5.46 durch Aristolochiasäure und Thujon werden höhere Konzentrationen zur 

Aktivierung benötigt, woraus sich eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve ergibt 

(Abbildung 14). Diese Verschlechterung der Sensitivität könnte mit der Hydroxylgruppe zu 

tun haben und somit kann eine mögliche hydrophobe Wechselwirkung gestört sein. Zur 

weiteren Charakterisierung der Interaktion wurde eine Rezeptormutante mit der Aminosäure 

Leucin (L) hergestellt. Leucin besitzt eine ähnliche Größe und kann als aliphatische 

Aminosäure nur für hydrophobe Interaktionen zur Verfügung stehen. F186L5.46 zeigte für alle 

Substanzen eine starke Verschlechterung der Aktivierung, was eine hydrophobe 

Wechselwirkung ausschließt und einen Hinweis auf eine fehlende π-Elektronen-Interaktion an 

dieser Position gibt. 

Die Messung der Alaninmutante zeigte, dass Pikrotoxinin die Position nicht zur Interaktion 

benötigt, interessanterweise kam es zu einer verbesserten Effizienz bei der Aktivierung des 

Rezeptors mit einem Tyrosin (Y) an dieser Position. 
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Die Rezeptormutante F243A6.51 konnte mit Aristolochiasäure im gleichen Maße wie der 

Wildtyprezeptor aktiviert werden. Daraus lässt sich ableiten, dass keine Interaktion zum 

Phenylalanin an der Position 2436.51 stattfindet (Abbildung 15). Bei der Messung der 

Rezeptorvariante F243Y6.51 mit Aristolochiasäure zeigte sich eine Rechtsverschiebung der 

Dosis-Wirkungs-Kurve. Die Hydroxylgruppe des Tyrosins scheint sich störend auszuwirken. 

Daraus lässt sich ableiten, dass sich die Aristolochiasäure in der Bindungstasche in räumlicher 

Nähe zu dieser Position befindet. Die Aktivierung der Alaninmutante als auch der Mutante 

F243Y6.51 durch Pikrotoxinin und Thujon ist nur gering abweichend von der 

Wildtypaktivierung. Für beide Substanzen scheint die Auskleidung der Bindungstasche an 

dieser Stelle mit einer unpolaren, größeren Aminosäure günstig zu sein. 

 

 

 

Abbildung 15: Aktivierung der Rezeptormutanten der Positionen 2436.51 und 2476.55 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
 

 

Auch an der Position 2476.55 wurde Phenylalanin (F) durch Tyrosin (Y) ersetzt (Abbildung 

15). Pikrotoxinin und Thujon zeigten eine starke Verschlechterung der Rezeptormutante mit 
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Tyrosin. Möglicherweise stört die polare Eigenschaft des Tyrosin oder dessen Größe. Um zu 

prüfen, ob diese Position für eine hydrophobe Wechselwirkung benötigt wird, wurde eine 

weitere Rezeptorvariante mit Valin hergestellt. Die Rezeptormutante F247V6.55 zeigte für 

Pikrotoxinin und Thujon eine gleiche oder sogar verbesserte Aktivierung verglichen mit dem 

Wildtyprezeptor. Dieses Ergebnis spricht für eine hydrophobe Wechselwirkung dieser 

Agonisten mit der Position 2476.55.  

Die Aktivierung aller Mutanten der Position 2476.55 mit Aristolochiasäure zeigt eine 

Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurven, wodurch eine π-Elektronen-Interaktion 

zum aromatischen Ring des Phenylalanins im Wildtyprezeptor wahrscheinlich ist. 

 

3.1.2.2 Positionen mit möglicher π-Elektronen-Interaktion oder 

Wasserstoffbrückenbindung 

Die Aminosäuren der Positionen 863.29, 903.33, 933.36, 2406.48 und 2667.39 weisen die 

Möglichkeit der Wasserstoffbrückenbindung und OH-π-Wechselwirkung zu Agonisten auf. 

Die homologe Aminosäure zu T863.29 im TAS2R14 wurde bereits im TAS2R10 (Born et al., 

2013) als wichtige Interaktionsposition für Strychnin identifiziert und soll daher als Erstes 

betrachtet werden (Abbildung 16). Aristolochiasäure hatte einen leicht höheren EC50-Wert bei 

der Messung der Mutante T86A3.29, zeigte aber die gleiche Aktivierung bei der Messung der 

Punktmutante T86V3.29. Daraus lässt sich schließen, dass zwischen Aristolochiasäure eine 

hydrophobe Interaktion zur Methylgruppe der Threoninseitenkette der Position 863.29 im 

Wildtyp vorliegen könnte. Die Abweichungen können aber auch rein sterisch begründet sein 

und somit würde keine Interaktion vorliegen. 

 

Abbildung 16: Aktivierung der punktmutierten Rezeptorvarianten an der Position 863.29 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
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Die Dosis-Wirkungs-Kurve von Pikrotoxinin bei der Aktivierung der Rezeptormutante 

T86A3.29 zeigt eine Rechtsverschiebung des EC50-Wertes, bei der Rezeptormutante T86V3.29 

keine Aktivierung und mit Serin an der Position 863.29 eine Wildtyp-vergleichbare 

Aktivierung. Diese Ergebnisse lassen auf eine Wasserstoffbrückenbindung zwischen 

Threonin und Pikrotoxinin schließen. 

Die Untersuchung der Mutante T86A3.29 deutet darauf hin, dass Thujon nicht mit dieser 

Position interagiert, da die Aktivierung des punktmutierten Rezeptors mit dem Wildtyp 

vergleichbar ist. Die Aktivierung der Punktmutante T86S3.29 mit Thujon zeigte eine 

Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve im Vergleich zur Aktivierung des Wildtyps.  

Der Austausch der Wildtypaminosäure Threonin zu den unpolaren größeren Aminosäuren 

Valin hat keinen Effekt auf die Aktivierung durch Thujon. Der Austausch zu Isoleucin an 

dieser Position scheint sterisch ungünstig für die Interaktion zu sein, da eine 

Rechtsverschiebung in der Dosis-Wirkungs-Kurve auftrat. 

 

Die Rezeptorvariante mit der Punktmutation T90I3.33 zeigte für alle Testsubstanzen, außer 

Pikrotoxinin, eine mit dem Wildtyp vergleichbare Aktivierung (Abbildung 17). Daraus lässt 

sich schließen, dass die Substanzen nicht mit dieser Position interagieren und die längere 

Seitenkette des Isoleucins nicht räumlich störend wirkt.  

Bei Pikrotoxinin scheint eine Interaktion zur Hydroxylgruppe des Threonins an der Position 

903.33 zu existieren, da sowohl das unpolare Alanin als auch das größere, unpolare Isoleucin 

einen höheren EC50-Wert verursachen. Zur Bestätigung dieser Vermutung könnte ein Serin an 

diese Position gebracht werden und Pikrotoxinin müsste dann den Rezeptor wieder besser 

aktivieren können. 

 

Abbildung 17: Aktivierung der punktmutierten Rezeptorvarianten an der Position 903.33 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
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In der weiteren Untersuchung des TAS2R14 an der Position N933.36 konnte für 

Aristolochiasäure und Thujon beim Einbau eines Glutamins (Q) eine Verbesserung der 

TAS2R14-Aktivierung gegenüber der Alaninmutante gezeigt werden (Abbildung 18). 

Glutamin ist wie Asparagin durch seine Säureamidgruppe polar, jedoch ist Asparagin um eine 

Methylengruppe (CH2-Einheit) kleiner. Aristolochiasäure und Thujon scheinen mit der 

Säureamidgruppe zu interagieren. Die leichte Abweichung der Aktivierung, verglichen zum 

Wildtyprezeptor, scheint aus der abweichenden Größe des Glutamins zu resultieren. Für 

Aristolochiasäure wirkt sich das größere Glutamin sterisch sogar günstig auf die Effizient aus. 

Für Pikrotoxinin hingegen war die Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve bei der 

N93Q3.36 genauso groß wie bei der Alaninmutante. Daher kann davon ausgegangen werden, 

dass die Größenabweichung hier eine größere Rolle spielt. 

 

 

 

Abbildung 18: Aktivierung der Rezeptormutanten der Positionen 933.36und 2406.48 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
 

Die Rezeptormutante Y240F6.48 wird von Pikrotoxinin mit der gleichen Potenz aktiviert der 

Wildtyprezeptor (Abbildung 18). Die anderen Testsubstanzen aktivierten den TAS2R14 erst 

bei einer höheren Konzentration und somit eine Rechtsverschiebungen der Dosis-Wirkungs-
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Kurve sichtbar. Bei Pikrotoxinin scheint die fehlende Hydroxylgruppe beim Phenylalanin 

keinen Effekt auf die Maximalamplitude zu haben, wobei das Fehlen des aromatischen Rings 

bei Alanin zu einer Verschlechterung führt. Somit ist eine hydrophobe Wechselwirkung 

zwischen Pikrotoxinin und der Position 2406.48 sehr wahrscheinlich. 

Bei Aristolochiasäure und Thujon ist diese Verschiebung bei Y240F6.48 geringer als bei der 

Rezeptormutante Y240A6.48. Daraus lässt sich schließen, dass sowohl der aromatische Ring 

als auch die Hydroxylgruppe bei der Interaktion von Bedeutung sind. Die Hydroxylgruppe 

macht Tyrosin weniger hydrophob. 

 

Eine weitere Position wurde sowohl im Bitterrezeptor TAS2R10 M2637.39 (Born et al., 2013) 

als auch im Rezeptor TAS2R46 E2657.39 für die Agonisteninteraktion identifiziert (Brockhoff 

et al., 2010). Die homologe Position im TAS2R14 entspricht der 2667.39 mit der Aminosäure 

Glutamin (Q) (Abbildung 19). Bei der Funktionsanalyse der Alaninpunktmutierten 

Rezeptormutante wurden mögliche Interaktionen mit den Substanzen Pikrotoxinin und 

Thujon identifiziert. Die Rezeptormutante mit Glutaminsäure (E) an der Position 2667.39 

zeigte für alle Testsubstanzen eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve. Die 

Carboxylgruppe der Glutaminsäure scheint die Interaktion der Substanzen mit der TAS2R14-

Bindungstasche an dieser Position zu stören.  

 

 

Abbildung 19: Aktivierung der punktmutierten Rezeptorvarianten an der Position 2667.39 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
 

Asparagin (N) unterscheidet sich von Glutamin (Q) in der Größe, da es um eine 

Methylengruppe (CH2-Einheit) kürzer ist. Nur im Falle von Pikrotoxinin konnte die 

Rezeptormutante Q266N7.39 mit gleichem Schwellenwert wie der Wildtyprezeptor aktivieren 

und erreicht eine höhere Maximalamplitude. Somit kann daraus geschlossen werden, dass 
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Pikrotoxinin mit der Säureamidgruppe interagiert. Für alle anderen Testsubstanzen scheint die 

kürzere Seitenkette von Asparagin räumlich ungünstiger verglichen mit Glutamin zu sein, da 

eine höhere Konzentration notwendig ist, um diese Rezeptormutante zu aktivieren.  

Der TAS2R14-Rezeptor mit einem Leucin (L) in der Position 2667.39 kann durch 

Aristolochiasäure wie der Wildtyprezeptor aktiviert werden. Daraus kann geschlussfolgert 

werden, dass das Leucin sterisch nicht stört und keine Interaktion zur Säureamidgruppe der 

Wildtypaminosäure existiert. 

Die weiterführenden Untersuchungen der Position 2667.39 mit der Substanz Thujon zeigte, 

dass keine der Rezeptormutanten mit der ursprünglichen Stärke aktivieren werden konnte. 

Somit scheint gerade die Aminosäure Glutamin für die Interaktionsmöglichkeit dieser 

Position wichtig zu sein. 

 

3.1.2.3 Positionen mit möglicher hydrophober Interaktion: 

Die Position 2697.42 trägt im Wildtyp TAS2R14 ein Glycin (Abbildung 20). Nachdem die 

Alanin-Rezeptormutane bei allen Testsubstanzen eine Linksverschiebung der Dosis-

Wirkungs-Kurve zeigte, wurde ein Isoleucin in die Position 2697.42 gebracht.  

 

 

Abbildung 20: Aktivierung der punktmutierten Rezeptorvarianten an der Position 2697.42 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
 

Die Dosis-Wirkungs-Kurven der Isoleucinmutante zeigte für Aristolochiasäure und 

Pikrotoxinin eine Rechtsverschiebung. Eine größere Aminosäure scheint sich sterisch 

ungünstig auszuwirken. Erstaunlicherweise zeigte die Dosis-Wirkungs-Kurve mit 

Pikrotoxinin eine höhere Maximalamplitude.  
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Thujon aktivierte die Isoleucinmutante mit dem gleichen Schwellenwert wie den 

Wildtyprezeptor und mit ebenfalls verbesserter Maximalamplitude. Es scheint als profitiert 

Thujon von unpolaren, aliphatischen Aminosäuren an dieser Position. 

 

Tabelle 4: Funktionelle Charakterisierung detaillierter punktmutierte TAS2R14 

Rezeptorvarianten 

Bei der funktionellen Charakterisierung der verschiedenen Punktmutanten mit den TAS2R14-Agonisten wurden 
die Schwellenwerte (TH), die EC50-Werte (n.d. = EC50-Wert nicht bestimmbar) und die Signalamplituden bei 
den höchsten gemessenen Konzentrationen (max.A. = maximale Aktivierung) dargestellt. Die maximale 
Aktivierung wurde mit 30 µM Aristolochiasäure, 300 µM Pikrotoxinin und 100 µM Santonin gemessen und die 
max.A. wurde auf die Aktivierung des Wildtyprezeptors bezogen. 
 

 Aristolochiasäure Pikrotoxinin α-Thujon 

TAS2 

R14 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. 

A. [%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. 

A.[%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. 

A.[%] 

Wildtyp 0,1 0,49 ± 0,03 100 3,0 13,16 ± 0,93 100 3,0 17,12 ± 0,43 100 

W66F 0,3 0,60 ± 0,04 120 3,0 13,50 ± 1,83 81 1,0 13,78 ± 3,07 94 

T86S 0,1 0,47 ± 0,05 107 3,0 18,59 ± 2,24 114 3,0 8,44 ± 1,28 120 

T86V 0,1 0,53 ± 0,05 107 - n.d. - 3,0 18,48 ± 0,99 102 

T86I 0,1 0,34 ± 0,02 109 - n.d. - 3,0 21,47 ± 2,36 95 

W89F 0,3 0,81 ± 0,13 88 30,0 38,99 ± 2,41 156 1,0 6,70 ± 0,26 119 

W89Y 0,3 0,71 ± 0,07 91 0,3 1,93 ± 0,43 106 1,0 3,49 ± 0,31 103 

T90I 0,1 0,45 ± 0,05 96 10,0 44,01 ± 2,49 50 3,0 16,65 ± 0,82 90 

N93Q 0,3 1,03 ± 0,12 138 10,0 37,53 ± 1,76 115 3,0 30,42 ± 3,30 101 

H94E 10,0 n.d. 40 30,0 

135,62 ± 

29,01 44 100,0 n.d. 20 

F186Y 0,3 2,29 ± 0,11 98 3,0 25,70 ±  0,67 132 10,0 33,21 ± 7,87 36 

F186L 1,0 3,28 ± 0,17 58 10,0 62,62 ±  8,63 84 100,0 n.d. 33 

I187L 0,1 1,11 ± 0,09 86 10,0 25,23 ± 1,19 81 3,0 n.d. 90 

I187V 0,1 0,20 ± 0,03 92 100,0 n.d. 37 3,0 40,20 ± 14,39 72 

Y240F 0,3 1,19 ± 0,08 83 3,0 23,44 ± 0,39 103 3,0 40,39 ± 17,41 60 

F243Y 0,3 2,74 ± 0,77 90 3,0 19,27 ± 0,70 95 3,0 26,40 ± 4,96 136 

F247Y 0,3 1,08 ± 0,07 64 - n.d. - 10,0 n.d. 66 

F247V 0,3 1,44 ± 0,14 66 3,0 9,36 ± 1,06 100 3,0 14,18 ± 2,12 126 

Q266E 0,3 1,42 ± 0,11 116 10,0 79,96 ± 6,76 76 10,0 n.d. 47 

Q266N 0,3 1,72 ± 0,31 93 3,0 20,61 ± 0,62 146 10,0 82,49 ± 27,00 67 

Q266L 0,1 0,51 ± 0,08 110 300,0 n.d. 27 10,0 38,67 ± 2,87 83 

G269I 1,0 2,49 ± 0,10 69 30,0 93,14 ± 8,04 183 3,0 18,28 ± 0,79 163 
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3.1.3 Erweiterung des Testsubstanzen-Sets 

Nach der Untersuchung der Rezeptormutanten und daraus resultierenden Schlussfolgerungen 

der Interaktionsart, wurden weitere 4 Agonisten Flufenaminsäure, Genistein, Santonin und 

Parthenolid als Testsubstanzen eingesetzt (Abbildung 21).  

Diese Analyse diente der Aufdeckung möglicher Gemeinsamkeiten und Unterschiede 

zwischen funktionell ähnlichen Agonisten (z. B.: Vollagonisten: Aristolochiasäure und 

Flufenaminsäure) und unterschiedlichen Agonisten aus einer chemisch verwandten Gruppe 

(Sesquiterpenlactone: Pikrotoxinin, Santonin und Parthenolid) (Brockhoff, 2009; Meyerhof et 

al., 2010; Lossow, 2011). Genistein wurde als Vertreter der Isoflavonoide ausgewählt (Roland 

et al., 2014) und somit ein Vertreter einer weiteren chemischen Gruppe zu den Testsubstanzen 

hinzugefügt.  

Dabei sollten folgende Fragen geklärt werden: 

 

1) Binden die untersuchten Agonisten in der gleichen Bindungstasche? 

2) Verhalten sich die verschiedenen Rezeptormutanten gegenüber den unterschiedlichen 

Testsubstanzen ähnlich? 

3) Können die gleichen Wechselwirkungen zu interagierenden Aminosäuren der 

Bindungstasche bestätigt werden? 

 

 

 

Abbildung 21: erweitertes Testsubstanzen-Set für die funktionelle Untersuchung der 

TAS2R14-Rezeptormutanten  

Dargestellt sind vier Testsubstanzen mit ihren Substanznamen, Substanzgruppen (in Klammern) und den 
Strukturformeln der Substanzen. 
 

Die Ergebnisse der funktionellen Charakterisierung sind in den Abbildungen 22 und 23 als 

Dosis-Wirkungs-Kurven dargestellt sowie in den Tabellen 12 und 13 im Anhang (siehe 

Anhang: 10.9) aufgelistet. Die Auswertungen der Interaktionsarten erfolgt nach den gleichen 

Kriterien wie im Kapitel 3.1.2 und ist in der Tabelle 5 zusammengefasst.  
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Abbildung 22: Rezeptoraktivierung mit dem erweiterten Testsubstanzen-Set (Teil1) 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
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Abbildung 23: Rezeptoraktivierung mit dem erweiterten Testsubstanzen-Set (Teil2) 

Dargestellt sind die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Testsubstanzen bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 
und der punktmutierten TAS2R14-Rezeptoren. Die Messwerte wurden auf die Amplituden bei den höchsten 
messbaren Konzentrationen der Messung des Wildtyprezeptors bezogen und als relative Fluoreszenz [%] in 
Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM] dargestellt. 
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3.1.3.1 Interaktionsverhalten des Vollagonisten Flufenaminsäure 

Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede von Vollagonisten zu untersuchen (Hoyer et al., 

1993), wurde Flufenaminsäure, als ein zweiter Vollagonist in das erweiterte Testsubstanz-Set 

mit aufgenommen. Die Ergebnisse der Aktivierung des Rezeptors durch Flufenaminsäure 

lässt wie bei Aristolochiasäure eine π-Elektronen-Interaktion oder hydrophobe 

Wechselwirkung zwischen dem aromatischen Ring des Tryptophan an der Position 662.61 und 

der Testsubstanz vermuten. Auch an den Positionen 863.29 (keine oder hydrophobe 

Wechselwirkung), 893.32 (π-Elektronen-Interaktion oder hydrophobe Wechselwirkung), 933.36 

(Wasserstoffbrücken-bindung zur Säureamidgruppe) und 2406.48 (π-Elektroneninteraktion mit 

weniger Hydrophobizität als bei Phenylalanin) scheinen die beiden Vollagonisten in gleicher 

Art mit den Aminosäureresten zu interagieren. Bei beiden Substanzen besteht keine 

Interaktion zu den Positionen 903.33 und 2667.39. Abweichende Interaktionsarten zeigt 

Flufenaminsäure im Vergleich zu Aristolochiasäure zu den Positionen: 1865.46 (keine 

Interaktion / vermutete π-Elektronen-Interaktion), 2476.55 (vermutete π-Elektronen-

Interaktion / eher hydrophobe Interaktion) und 2697.42 (keine Interaktion / hydrophobe 

Interaktion). 

Die zwei Vollagonisten Aristolochiasäure und Flufenaminsäure aktivierten die verschiedenen 

Rezeptormutanten sehr ähnlich und grenzen sich deutlich von den Partialagonisten ab. 

 

3.1.3.2 Interaktionsverhalten der Sesquiterpenlactone 

Nach der Analyse von Pikrotoxinin wurden noch zwei weitere Agonisten aus der chemischen 

Gruppe der Sesquiterpenlactone, Santonin und Parthenolid, ausgewählt.  

Bei neun Positionen zeigen immer zwei, aber nie die gleichen Sesquiterpenlactone, eine 

ähnliche Aktivierung (bei den Aminosäuren W662.61, T863.29, F2476.55 und Q2667.39 

(Pikrotoxinin / Santonin); W893.32, T903.33, N933.36 und F1865.46 (Pikrotoxinin / Parthenolid), 

F2436.51 (Santonin / Parthenolid)). Daraus kann geschlossen werden, dass die zugrunde 

liegende Wechselwirkung an einer Position nicht bei allen Sesquiterpenlactonen gleich sind. 

Obwohl die drei Substanzen zu den Sesquiterpenlactonen gehören, hat jede einzelne Substanz 

ihr eigenes Interaktionsprofil in der Bindungstasche. Vergleicht man den Aufbau der 

Sesquiterpenlactone, so ist auffällig, dass sie trotz der Gemeinsamkeiten (bestehend aus drei 

Isopreneinheiten (15 Kohlenstoffatome) und Lactonring), eine relativ heterogene Gruppe 

darstellen.  
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3.1.3.3 Interaktionsverhalten Genistein 

Die Untersuchungen der Rezeptormutanten mit Genistein zeigten ein ähnliches 

Aktivierungsmuster wie die Vollagonisten Aristolochiasäure und Flufenaminsäure (W662.61 

und W893.32 = π-Elektronen-Interaktionen oder hydrophobe Wechselwirkungen; T903.33, 

F2436.51 und Q2667.39 = keine Interaktion; N933.36 = Wasserstoffbrückenbindung; Y2406.48 = 

π-Elektronen-Interaktionen) und lassen daher auf ähnliche Wechselwirkung schließen.  

Wie Pikrotoxinin, Thujon und Santonin zeigen die Untersuchungen des TAS2R14 mit 

Genistein eine mögliche hydrophobe Wechselwirkung zur Aminosäure F2476.55 

(Leucinmutante wie Wildtyp aktiviert). 

Der Bindungsmodus von Genistein ähnelt, trotz klarer Unterschiede, stärker den Modi von 

Flufenaminsäure und Aristolochiasäure als dem der Sesquiterpenlactone. Trotzdem ist 

Genistein nur ein Partialagonist, das heißt, Genistein fehlt eine entscheidende strukturelle 

und/oder chemische Voraussetzung, um den Rezeptor maximal bzw. vollständig aktivieren zu 

können.  
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Tabelle 5: Mögliche Interaktionsarten zwischen den Aminosäuren und dem jeweiligen 

Agonist 

Angegeben sind die möglichen Interaktionsarten beruhend auf der Struktur der Aminosäuren und der Agonisten 
basierend auf den Ergebnissen der funktionellen Untersuchungen der einzelnen Punktmutanten. Es wurden 
folgende Symbole verwendet: π-π = Interaktion zweier aromatischer Ringe, π-OH = Interaktion eines 
aromatischen Rings mit den π-Elektronen einer Hydroxylgruppe, NH2-O / NH2-OH // O-OH = 
Wasserstoffbrückenbindung, - = keine Interaktion, H = Hydrophobe Wechselwirkung, S = sterischer Effekt 
(Gruppe der AS wird zuerst benannt, z.B. „π-OH“ bedeutet, dass der = aromatische Ring („π“) der AS mit der 
Hydroxylgruppe („OH“) des Agonisten interagiert) n.d. = nicht eindeutig bestimmbar. 
 

AS 
Aristolochia-

säure 
Pikrotoxinin Thujon 

Flufenamin-

säure 
Santonin Parthenolid Genistein 

 

 
     

W66
2.61 π-OH/ π-π/ H π-OH/ H π-O/ H π-OH/ π-π/ H π-π / H +S - 

π-OH/π-π/ H 

+S 

T86
3.29 - /H OH-O - - /H 

OH-O/ 

- 
- n.d. 

W89
3.32 

π-OH/ π-π/ H 

+S 
 π-O π-O/ H 

π-OH/ π-π/ H 

+S 

π-OH +S/ 

NH2 –OH 
π-OH π-π 

T90
3.33 - OH-HO /H - - - 

OH-OH / H 

+S 
- / S 

N93
3.36 

NH2-OH/  O-

OH 
- /+S 

NH2-

O+S 

NH2-OH/  O-

OH +S 
NH2-OH +S - /+S 

NH2-OH/       

O-OH 

F186
5.46 π-OH/ π-π +S - π-O - π-O + S - π-OH + S 

Y240
6.48 

π-OH/ π-π/ H 

+S 
H/ +S 

OH-O/ 

S 

π-OH/ π-π/ H 

+S 
 - 

OH-π/ π-π /H 

+S 

F243
6.51 - - /+S -/ S - π-O/ π-π/ H π-O/ π-π / H - 

F247
6.55 H +S H H +S π-OH/ π-π +S H - H 

Q266
7.39 - NH2-O NH2-O - 

NH2-O 

O- π 
- - 

G269
7.42 nah S H / S - H / S H / S - 
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3.1.4 Überprüfung der Bindungsmodi der verschiedene Agonisten mittels Docking-

Modell-Analyse 

Docking-Modelle und deren Analyse ermöglicht eine Vorhersage über die Lage und 

Ausrichtung eines Agonisten in der Bindungstasche eines Rezeptors. Zur Erstellung werden 

die Aminosäurereste so in Position gebracht, dass die wahrscheinlichste, energieärmste 

Konformation angenommen wird. Dabei werden die möglichen Wechselwirkungen 

(Beschreibung der möglichen Wechselwirkungen siehe Kapitel: 3.1.2) und Bindungsabstände 

berücksichtigt. 

Die Bindungsabstände hängen von der Art der Interaktion ab. Bei Wasserstoff-

brückenbildungen wurde zwischen einem Sauerstoffmolekül der Hydroxylgruppe und dem 

Wasserstoffmolekül der Aminogruppe ein Abstand von maximal 2,5 Å festgestellt (Baker et 

al., 1984). Bei Wasserstoffbrückenbindungen zu aromatischen π-Elektronen-Akzeptoren liegt 

der Abstand zwischen den interagierenden Molekülen bei 3,2 - 3,8 Å (Steiner et al., 2001; 

Steiner et al., 1998). Bei einer π-π-Elektronen-Interaktion zwischen zwei Benzenmolekülen, 

die exakt gleich ausgerichtet sind, liegt ein Abstand von 3,0 Å vor (Huber et al., 2014). Bei 

einer Anionen-π-Elektronen-Interaktion wurde zwischen dem Zentrum eines aromatischem 

Rings und dem Stickstoff des Nitratanions ein Abstand von 3,5 Å (Zaccheddu, 2008) und zum 

Sauerstoff ~ 3,65 Å (Gotz et al., 2008) festgestellt. 

Hydrophobe Wechselwirkungen können zwischen aliphatischen unpolaren Aminosäuren und 

unpolaren Teilen des Agonistenmoleküls mit einem Abstand von 3.8 bis 9.5 Å auftreten 

(Onofrio et al., 2014). 

Nachdem die ersten wichtigen Positionen der TAS2R14-Bindungstasche identifiziert waren, 

wurden Docking-Modelle in Kooperation mit Masha Niv und Anat Levit (The Hebrew 

University of Jerusalem, Israel) mit dem Programm Discovery-Studio-3.1 (Accelrys Inc.) mit 

dem flexiblen Docking-Algorithmus erstellt. Nach der fortschreitenden Analyse 

verschiedener Rezeptormutanten entstanden im iterativen Prozess weitere Docking-Modelle 

bis zu den finalen Modellen für alle 7 Testsubstanzen (Abbildungen 24 - 28, 30 und 31). 

 

Zur Darstellung wurde das Programm Pymol (Schrödinger LLC) verwendet. Bei den 

Modellen wurde der Rezeptor in Grau dargestellt. Das Gerüst der gedockten Agonisten ist 

immer Grün und wichtige Aminosäuren in Gelb gekennzeichnet. Einzelne Atome von 

funktionellen Gruppen sind ebenfalls farblich markiert (Sauerstoff rot, Fluor hellblau, 

Wasserstoff weiß und Stickstoff mittelblau).  
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3.1.4.1 Docking-Modelle der Vollagonisten (Aristolochiasäure und Flufenaminsäure) 

Bei der Erstellung des überarbeiteten Docking-Modells für Aristolochiasäure zeigten die 

Nitrogruppe und Carbonsäuregruppe der Aristolochiasäure Richtung Bindungstaschengrund 

(Abbildung 24). Die Carbonsäuregruppe der Aristolochiasäure ist mit 2,0 Å von der 

Aminosäure N933.36 entfernt und kann somit eine Wasserstoffbrückenbindung eingehen, 

welches durch die funktionellen Untersuchungen gestützt wird. 

Die Nitrogruppe kann mit einem Abstand von 3,0 Å eine π-Elektronen-Interaktion zur 

Position 2476.55 und zur Position 893.32 mit einem Abstand von 1,4 Å eine 

Wasserstoffbrückenbindung aufbauen. Die Punktmutanten W89F3.32 und W89Y3.32 zeigen 

gegenüber der Alaninmutante eine bessere Aktivierung, auch wenn keine der Mutanten eine 

dem Wildtyp-vergleichbare Aktivierung erreichen konnte. Daraus ergibt sich eine zusätzliche 

π-Elektronen-Interaktion zwischen der Position 893.32 und einem aromatischen Ring der 

Aristolochiasäure mit 3,3  Å (Ring-C oder –D). 

 

 

Aristolochiasäure 

 

       

 
 

Abbildung 24: Docking-Modell Aristolochiasäure 

Dargestellt sind links die Strukturformel der Testsubstanz und rechts das dazugehörigen Docking-Modell. Das 
Docking-Modell zeigt die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 (grau = Transmembrandomänen mit 
römischen Zahlen nummeriert, gelb = untersuchte Aminosäuren, grün = gedockte Substanz; blau = 
Abstandsmessungen in Ångström).  
 

Die Methoxygruppe der Aristolochiasäure befindet sich in räumlicher Nähe zu Q2667.39 mit 

einem Abstand von 2,3 Å. Laut den funktionellen Daten ist Q2667.39 aber kein direkter 

Interaktionspartner. Der Ring-A der Aristolochiasäure zeigt in Richtung T863.29 und T903.33 
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mit einem Abstand von 2,6 und 2,9 Å. Die beiden Aminosäuren werden nicht direkt 

kontaktiert, jedoch wirkt sich die hydrophobe Auskleidung durch die Methylgruppen positiv 

aus.  

Die Position 1865.46 ist bei dem finalen Modell mit 2,9 Å näher an Aristolochiasäure und kann 

somit eine π-Elektronen-Interaktion mit der Ketogruppe eingehen.  

Die Aminosäure W662.61 und Y240A6.48 befinden sich in diesem Modell nicht in direkter 

Interaktion mit Aristolochiasäure. Die funktionellen Daten zeigen eine veränderte Aktivierung 

der Punktmutanten durch Aristolochiasäure, wodurch ein intramolekularer Effekt innerhalb 

des Rezeptors über π-Elektronen-Interaktion zwischen W893.32 bzw. F1865.46 mit je 2,7 Å 

Abstand eine mögliche Ursache sein könnte. 

 

 

Im Docking-Modell von Flufenaminsäure zeigt der Ring-A in Richtung 

Bindungstaschengrund und liegt zwischen F1865.46 und F2476.55 (Abbildung 25). Laut den 

funktionellen Untersuchungen interagiert Flufenaminsäure über die π-Elektronen mit 

F2476.55, welche im Modell mit einem Abstand von 3,6  Å möglich ist. Die 

Carbonsäuregruppe von Flufenaminsäure hat eine Wasserstoffbrückenbindung zur 

Aminosäure N933.36 (1,9 Å) und W893.32 (1,8 Å). 

 

 

Flufenaminsäure 

 

 

     

 

Abbildung 25: Docking-Modell von Flufenaminsäure 

Dargestellt sind links die Strukturformel der Testsubstanz und rechts das dazugehörigen Docking-Modell. Das 
Docking-Modell zeigt die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 (grau = Transmembrandomänen mit 
römischen Zahlen nummeriert, gelb = untersuchte Aminosäuren, grün = gedockte Substanz; blau = 
Abstandsmessungen in Ångström).  
 



  Ergebnisse 

 65 

Auch bei Flufenaminsäure gibt es keine direkte Interaktion zu den Aminosäure W662.61 und 

Y240A6.48. Der Ring-B zeigt in Richtung Bindungstascheneingang und interagiert mit 

W893.32 über π-Elektronen (3,9 Å). Die Methylgruppe der Aminosäure T863.29 befindet sich 

im Abstand von 2,6 Å und bietet dem Ring-B eine hydrophobe Auskleidung der 

Bindungstaschennische.  

 

 

3.1.4.2 Docking der Sesquiterpenlactone (Pikrotoxinin, Santonin, Parthenolid) 

Das Docking von Pikrotoxinin ergab ein Modell, in dem Pikrotoxinin in der Bindungstasche 

zwischen den Aminosäuren T863.29 (5,3 Å), W893.32 (2,4 / 3,6  Å), T903.33 (1,9 / 3,8 Å), 

N933.36 (3,5 Å), F2476.55 (3,9 Å) und Q2667.39 (2,0 Å) liegt (Abbildung 26).  

 

Pikrotoxinin 

 

          

     

 

        

 

Abbildung 26: Docking-Modelle von Pikrotoxinin 

Dargestellt sind links die Strukturformel der Testsubstanz und rechts das dazugehörigen Docking-Modell. Das 
Docking-Modell zeigt die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 (grau = Transmembrandomänen mit 
römischen Zahlen nummeriert, gelb = untersuchte Aminosäuren, grün = gedockte Substanz; blau = 
Abstandsmessungen in Ångström).  
 

Das Tryptophan der Position 893.32 hat einen Abstand von 2,4 Å zur Ketogruppe des Ring-A 

vom Pikrotoxinins, wodurch eine Wasserstoffbrückenbindung möglich ist. Zum aromatischen 

Ring des Tryptophans hat das Pikrotoxinin einen Abstand von 3,6  Å, welches eine π-

Elektronen-Interaktion möglich macht. Die funktionelle Untersuchung der Punktmutanten 

zeigte, dass die Rezeptormutante W89F3.32 durch den Agonisten Pikrotoxinin sehr gut, mit 

einer kleinen Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve, aktiviert werden kann. Die 

Maximalamplitude von 158 % bei einer Konzentration von 300 µM entspricht einem ∆F/F-
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Wert von 1,05 ± 0,04. Solch eine hohe Aktivierung des TAS2R14 wird sonst nur bei der 

Aktivierung des Wildtyprezeptors durch Vollagonisten erreicht.  

Phenylalanin (F) hat jedoch eine unpolare Seitenkette und bietet nicht die Möglichkeit einer 

Wasserstoffbrückenbindung. Somit kommt eine π-Elektronen-Interaktion in Frage, eine 

zusätzliche Wasserstoffbrückenbindung zum Tryptophan im Wildtyprezeptor kann jedoch 

nicht ausgeschlossen werden.  

Für die Positionen 903.33 (3,8 Å) und 2476.55 (3,9 Å) zeigen die funktionellen Untersuchungen 

eine mögliche hydrophobe Wechselwirkung. Zusätzlich scheint Pikrotoxinin mit der 

Hydroxylgruppe des Threonins der Position 903.33 in Wechselwirkung zu stehen, was laut 

Modell mit einem Abstand von 1,9 Å möglich ist. Die Untersuchungen der Mutanten zeigten 

weiterhin eine Interaktion zur Säureamidgruppe der Position 2667.39, welche auch im Modell 

mit einem Abstand von 2,0 Å gestützt wird.  

Die funktionellen Daten zeigten, dass die Hydroxylgruppe des Threonins für die Interaktion 

zwischen der Position 863.29 und Pikrotoxinin von Bedeutung ist. Im Modell ist die 

Hydroxylgruppe des Threonins mit 5,3 Å zu weit entfernt, um direkt eine Interaktion mit 

Pikrotoxinin einzugehen. Wenn man Pikrotoxinin im Modell näher an die Position 863.29 

bringt, vergrößert sich der Abstand zu 2667.39, wodurch dann diese Interaktion nicht mehr 

möglich ist. Die Interaktion zur Aminosäure T863.29
 ist jedoch indirekt über T903.33 möglich, 

somit kann dieses Modell als Darstellung der tatsächlichen Situation in der Bindungstasche 

angesehen werden. 

 

 

Docking von Santonin 

Im Docking-Modell liegt Santonin zwischen den gleichen Aminosäureresten (T863.29 (1,8 Å), 

W893.32 (3,8 Å), T903.33 (2,3 Å), N933.36 (2,3 Å), F1865.46 (3,0 Å), F2436.51 (3,0 Å), F2476.55 

(3,0 Å) und Q2667.39 (5,1 Å)) wie Pikrotoxinin (Abbildung 27). Dabei ist der Lactonring des 

Santonins der Aminosäure T863.29 zugewandt und hat einen Abstand von 1,8 Å. Die 

funktionellen Daten zeigen, dass Santonin die Alaninmutante wie den Wildtyp aktivieren. Der 

Rezeptor mit Serin an der Position 863.29 wird sogar durch geringere Santoninkonzentrationen 

aktiviert. Die Rezeptormutanten T86V3.29 und T86I3.29 werden schlechter aktiviert und liefern 

den Hinweis, dass sich Santonin tatsächlich in der Nähe dieser Position befindet. 
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Santonin 

 

       

 

Abbildung 27: Docking-Modelle von Santonin 

Dargestellt sind links die Strukturformel der Testsubstanz und rechts das dazugehörigen Docking-Modell. Das 
Docking-Modell zeigt die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 (grau = Transmembrandomänen mit 
römischen Zahlen nummeriert, gelb = untersuchte Aminosäuren, grün = gedockte Substanz; blau = 
Abstandsmessungen in Ångström).  
 

Der Ring-B interagiert mit der Position 2476.55 gemäß funktioneller Daten über eine 

hydrophobe Wechselwirkung. Die Ketogruppe des Ring-C liegt zwischen den Positionen 

933.und 1865.46, wodurch eine Wasserstoffbrückenbindung mit 2,3 Å zum Asparagin (N) und 

eine π-Elektronen-Interaktion mit 3,0 Å zum Phenylalanin (F) möglich sind und durch die 

funktionellen Daten gestützt werden. Die Position 903.33 ist im Modell mit 2,3 Å nah am 

Santonin und könnte mit der Kohlenstoffseitenkette des Threonins eine hydrophobe 

Interaktion zur Methylgruppe des Santonins eingehen.  

Auch die Position 2667.39 ist an der Interaktion zum Santonin beteiligt. Jedoch ließ sich die 

Interaktionsart nicht eindeutig bestimmen, da alle Punktmutanten der Position 2667.39 eine 

verschlechterte Aktivierung zeigten und somit ein funktioneller Zusammenhang nicht 

hergestellt werden konnte. 

 

 

Docking von Parthenolid 

In silico befindet sich Parthenolid zwischen den Aminosäuren T863.29 (3,4 Å), W893.32 (2,1 

und 4,0 Å), T903.33 (2,7 Å), N933.36 (4,5 Å), F1865.46 (6,6 Å), F2436.51 (3,8 Å und 5,0 Å), 

F2476.55 (3,4 Å) und Q2667.39 (3,3 Å) im Bindungstaschenmodell (Abbildung 28). Zwischen 

der Methylgruppe des Parthenolids und der Methylgruppe des Threonins der Position T903.33 

mit einem Abstand von 2,7 Å scheint eine hydrophobe Wechselwirkung vorzuliegen. Die 
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Aminosäure F2436.51 hat im Modell einen Abstand von 5,0 Å zur Methylengruppe des 

Parthenolids und kann somit eine hydrophobe Wechselwirkung eingehen. Des Weiteren ist 

die Ketogruppe des Laktonrings 3,8 Å entfernt und somit ist eine π-Elektronen-Interaktion 

möglich. Beide Interaktionsarten sind basierend auf den funktionellen Daten möglich. Zu den 

Positionen T863.29 (3,4 Å), F1865.46 (6,6 Å), F2476.55 (3,4 Å) und Q2667.39 (3,3 Å) besteht 

keine Interaktion, aber sie befinden sich in der Nähe. 

 

Parthenolid 

 

      

 

 

Abbildung 28: Docking-Modelle von Parthenolid 

Dargestellt sind links die Strukturformel der Testsubstanz und rechts das dazugehörigen Docking-Modell. Das 
Docking-Modell zeigt die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 (grau = Transmembrandomänen mit 
römischen Zahlen nummeriert, gelb = untersuchte Aminosäuren, grün = gedockte Substanz; blau = 
Abstandsmessungen in Ångström).  
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Abbildung 29: Ausrichtung der Sesquiterpenlactone in der Bindungstasche 

Dargestellt sind die drei getesteten Sesquiterpenlactone mit ihren Strukturformeln (links). Das rechte Bild zeigt 
die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 als Zylindermodell mit gelb markierten Aminosäuren, welche 
die Bindungstasche auskleiden. In der Bindungstasche wurden Pikrotoxinin in Blau, Santonin in Lila und 
Parthenolid in Grün als planare Dreiecke skizzenhaft eingezeichnet. Die rote Spitze markiert das Keton des 
Lactonrings und markiert somit die Ausrichtung der Substanzen.  
 
 

Obwohl die Substanzen Pikrotoxinin, Santonin und Parthenolid zu einer chemischen Gruppe, 

den Sesquiterpenlactonen, gehören, ist in den Dockingmodellen keine gleiche Ausrichtung zu 

erkennen (Abbildung 29). Der doppeltgebundene Sauerstoff des Laktonrings des 

Pikrotoxinins zeigt in Richtung Q2667.39, bei Santonin in Richtung T863.29.und bei Parthenolid 

zur Aminogruppe von W893.32. 

 

3.1.4.3 Weitere partielle Agonisten  

Ein weiterer partieller, strukturell kleiner Agonist ist Thujon, welcher sich im Docking-

Modell zwischen den Positionen T863.29 (4,8 Å), W893.32 (1,8 / 3,7 Å), T903.33 (4,5 Å), 

N933.36 (4,5 Å), F1865.46 (3,2 Å), F2476.55 (3,7 Å) und Q2667.39 (2,1 Å) befindet (Abbildung 

30). Sowohl das Modell als auch die funktionellen Daten deuten auf eine π-Elektronen-

Interaktion zu den Positionen 893.32 und 1865.46 sowie eine Wasserstoffbrücken zur Position 

2667.39 hin.  
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Die Aminosäuren T863.29, T903.33 und F2476.55 befinden sich in der Nähe des Thujons, 

scheinen aber nicht mit der Substanz zu interagieren.  

 

 

Thujon 

 

                   

 

 

Abbildung 30: Docking-Modelle von Thujon 

Dargestellt sind links die Strukturformel der Testsubstanz und rechts das dazugehörigen Docking-Modell. Das 
Docking-Modell zeigt die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 (grau = Transmembrandomänen mit 
römischen Zahlen nummeriert, gelb = untersuchte Aminosäuren, grün = gedockte Substanz; blau = 
Abstandsmessungen in Ångström).  
 

 

Auch Genistein liegt zwischen T863.29 (2,6/ 3,9 Å), W893.32 (3,5 Å), T903.33 (2,9 Å), N933.36 

(2,7 Å), F1865.46 (4,2 Å), F2476.55 (3,3 Å) und Q2667.39 (4,9 Å) (Abbildung 31). Im Gegensatz 

zu Thujon scheint Genistein mit T863.29 zu interagieren. Im Modell ist sowohl eine 

hydrophobe Wechselwirkung (3,9 Å) also auch eine Wasserstoffbrückenbindung (2,6 Å) 

möglich.  

Die Analyse der Punktmutanten an der Position 893.32 lässt auf eine π-Elektronen-Interaktion 

zwischen aromatischen Ringen schließen, welche im Modell mit einem Abstand von 3,5 Å 

zwischen Tryptophan und dem Ring-C des Genisteins möglich ist. 

Der Rezeptor kann im gleichen Maße aktiviert werden; egal ob sich die Wildtypaminosäure 

Asparagin (N) oder Glutamin (Q) an der Position 933.36  befindet. Daraus lässt sich schließen, 

dass die Säure-Amid-Gruppe von Bedeutung ist und somit eine Wasserstoffbrückenbindung 

in Frage kommt. Diese Interaktionsart ist im Modell mit einem Abstand von 2,7 Å möglich.  
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Genistein 

 

      

 

 

 

Abbildung 31: Docking-Modelle von Genistein 

Dargestellt sind links die Strukturformel der Testsubstanz und rechts das dazugehörigen Docking-Modell. Das 
Docking-Modell zeigt die Aufsicht in die Bindungstasche des TAS2R14 (grau = Transmembrandomänen mit 
römischen Zahlen nummeriert, gelb = untersuchte Aminosäuren, grün = gedockte Substanz; blau = 
Abstandsmessungen in Ångström).  
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3.1.5 Bedeutung der extrazellulären Schleifen 

Bereits 2004 zeigte Pronin, dass extrazellulären Schleifen eine Bedeutung für das 

Agonistenspektrum von TAS2R-Familie haben können (Pronin et al., 2004). Er übertrug die 

extrazellulären Schleifen des TAS2R43, entspricht hT2R61, auf den nah verwandten Rezeptor 

TAS2R31, entspricht hT2R64, und zeigte die Aktivierung des TAS2R31 mit dem TAS2R43-

Agonisten 6-Nitrosaccharin. Die Rezeptoren TAS2R31 und TAS2R43 weisen eine 

Aminosäurenübereinstimmung von 89,3 % (Identity) und eine 95,5 %tige Ähnlichkeit 

(Similarity) auf. 

Der nächste verwandte Rezeptor des TAS2R14 ist der TAS2R13, jedoch haben sie eine 

wesentlich geringere Aminosäureübereinstimmung von 46,7 % (Identity) und 63,6 % 

Ähnlichkeit (Similarity). 

 

N-Terminus 
TAS2R13       (1) MESALPSIFTLVIIAEFIIGNLSNGFIVLINCIDWVSKRELSSVDKLLII 

TAS2R14       (1) MGGVIKSIFTFVLIVEFIIGNLGNSFIALVNCIDWVKGRKISSVDRILTA 
TAS2R14 AS Nr                          1      3 
 

ECL1 
TAS2R13      (51) LAISRIGLIWEILVSWFLALHYLAIFVSGTGLRIMIFSWIVSNHFNLWLA 

TAS2R14      (51) LAISRISLVWLIFGSWCVSVFFPALFATEKMFRMLTNIWTVINHFSVWLA 
TAS2R14 AS Nr                            66              72              78                    86   89/90   93/94 
 

TAS2R13     (101) TIFSIFYLLKIASFSSPAFLYLKWRVNKVILMILLGTLVFLFLNLIQINM 

TAS2R14     (101) TGLGTFYFLKIANFSNSIFLYLKWRVKKVVLVLLLVTSVFLFLNIALINI 
TAS2R14 AS Nr                                                                                                                                                           149 
 

ECL2 
TAS2R13     (151) HIKDWLDRYERNTTWNFSMSDFETFSVSVKFTMTMFSLTPFTVAFISFLL 

TAS2R14     (151) HINASINGYRRNKTCSSDSSNFTRFSSLIVLTSTVFIFIPFTLSLAMFLL 
TAS2R14 AS Nr                                                                                                 175                          186 
 

TAS2R13     (201) LIFSLQKHLQKMQLNYKGHRDPRTKVHTNALKIVISFLLFYASFFLCVLI 

TAS2R14     (201) LIFSMWKHRKKMQHTVKISGDASTKAHR-GVKSVITFFLLYAIFSLSFFI 
TAS2R14 AS Nr.                                                                                                                                                 240   243      247 
 

ECL3 
TAS2R13     (251) SWISELYQNTVIYMLCETIGVFSPSSHSFLLILGNAKLRQAFLLVAAKVW 

TAS2R14     (250) SVWTSERLEENLIILSQVMGMAYPSCHSCVLILGNKKLRQASLSVLLWLR 
TAS2R14 AS Nr                                   253              260           266    269 
 

TAS2R13     (301) AKR--------------- 

TAS2R14     (300) YMFKDGEPSGHKEFRESS 

 

Abbildung 32: Vergleich der TAS2R13 und TAS2R14 Sequenzen 

Die Lage der extrazellulären Bereiche (N-Terminus und extrazellulare Schleifen (ECL)) wurde grau hinterlegt. 
Des Weiteren wurden die identifizierten Aminosäuren der TAS2R14 Bindungstasche markiert. Dabei wurden die 
zwischen TAS2R13 und TAS2R14 konservierten Positionen in der Farbe Magenta hinterlegt und die 
unterschiedliche Positionen in Hellblau. 
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Der TAS2R14 zeichnet sich durch sein breites Agonistenspektrum aus, wohingegen beim 

TAS2R13 nur zwei Agonisten bekannt sind und dieser somit zu den Rezeptoren mit einem 

sehr engen Spektrum gehört. Die Aktivierungsstärke des TAS2R13 mit seinen Agonisten, 

Denatoniumbenzoat und Diphenidol, im heterologen Expressionssystem, ist verglichen mit 

der Aktivierung des TAS2R14 durch Aristolochiasäure oder Flufenaminsäure, jedoch 

wesentlich geringer (ca. 1/10 Effizienz). 

Ziel war es, die strukturellen Unterschiede zwischen breiten und eng eingestellten Rezeptoren 

herauszuarbeiten. 

Um eine räumliche Vorstellung von der potentiellen Bindungstasche des TAS2R13 zu 

bekommen, wurde ein Homologiemodell des TAS2R13 auf der Grundlage des 

Aminosäuresequenz-Vergleichs beider Rezeptoren und dem TAS2R14-Homologiemodell, 

erstellt. 

Die Abgrenzung der extrazellulären Schleifen zu den Transmembrandomänen des TAS2R13 

und TAS2R14 erfolgte durch die Analyse der Homologiemodelle der beiden Rezeptoren, 

durch die Vorhersage der 2D-Struktur mit dem PSI-PRED Algorithmus 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Die extrazellulären Bereiche, N-Terminus (1 – 3 AS), 

ECL1 (72 – 78 AS), ECL2 (149 – 175 AS) und ECL3 (TAS2R14: 253 – 260 AS, TAS2R13: 

254 – 261 AS), wurden in der Abbildung 32 dargestellt und wurden über mehrere 

Mutagenese-Schritte (siehe Anhang 10.6) ausgetauscht.  

Diese Chimären wurden funktionell im heterologen Expressionssystem auf ihre Funktionalität 

geprüft (TAS2R13-Konstrukte siehe Kapitel: 3.1.5.1 und TAS2R14-Mutanten siehe Kapitel: 

3.1.5.2). 

 

3.1.5.1 Funktionelle Ergebnisse der Chimäre des TAS2R13-Rezeptors mit den 

extrazellulären Schleifen des TAS2R14 

Zunächst stellte sich die Frage, ob die Übertragung von Schleifen eines Rezeptors mit breitem 

Agonistenspektrum auf einen Rezeptor mit engem Agonistenspektrum den Zugang für 

weitere Agonisten schafft und somit sich das Agonistenspektrum vergrößern würde.  

Um diese Frage beantworten zu können, wurden TAS2R13-Mutanten mit den einzelnen 

TAS2R14 extrazellulären Bereichen (TAS2R13_NTerm, TAS2R13_ECL1, TAS2R13_ECL2, 

TAS2R13_ECL3) und einem TAS2R13 Rezeptor mit allen extrazellulären Bereichen des 

TAS2R14 (TAS2R13_NTerm_ECL123) hergestellt. Die unterschiedlichen TAS2R13 

Rezeptorchimären wurden mit den beiden TAS2R13-Agonisten, Denatoniumbenzoat und 
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Diphenidol, sowie wie TAS2R14-Agonisten, Aristolochiasäure, Flufenaminsäure, 

Pikrotoxinin und Santonin, gemessen. 

Alle TAS2R13-Rezeptorchimären mit extrazellulären Schleifen des TAS2R14 verloren die 

Aktivierbarkeit durch die TAS2R13-Agonisten und konnten durch keinen TAS2R14-

Agonisten aktiviert werden. Um eine fehlende Aktivierbarkeit durch mangelnde Expression 

auszuschließen, wurde die Expressionseffizenz überprüft. Die Untersuchung ergab für die 

TAS2R13-Chimäre mit der ECL2 von TAS2R14 eine verschlechterte Expression 

(0,6 ± 0,6 %) verglichen zum TAS2R13 Wildtyprezeptor (4,9 ± 2,0 %) (siehe Anhang 10.10: 

Abbildung 59). Somit kann dies ein Grund für die fehlende Aktivierung sein. Die Messung 

der Chimäre mit ECL3 des TAS2R14 hingegen zeigt sogar eine bessere Expression mit 

14,1 ± 5,1 % als der TAS2R13 Wildtyprezeptor und ist mit der TAS2R14-

Wildtyprezeptorexpression mit 14,4 ± 3,4 % vergleichbar. Alle anderen TAS2R13-Chimären 

hatten ähnliche Expressionraten wie der Wildtyprezeptor TAS2R13. Trotz der guten 

Expression, mit Ausnahme der Chimäre mit der ECL2 des TAS2R14, verloren die 

veränderten Rezeptoren die Fähigkeit aktiviert zu werden.  

Eine mögliche Erklärung ist, dass die TAS2R14-Schleifen den Zugang für TAS2R13-

Agonisten behindern und die Bindungstasche nicht für TAS2R14-Agonisten optimiert ist oder 

die Modifikation zu einer Fehlfaltung des Rezeptor geführt hat und somit die Bindungstasche 

nicht intakt ist. Dieses Ergebnis spricht für die Nutzung des Konstrukts mit dem 

unveränderten TAS2R13-Gen (Wildtyp) als Ausgangspunkt für die Punktmutagenese des 

TAS2R13, um das TAS2R14-Agonistenspektrum zu übertragen (Kapitel: 3.1.6). 

 

3.1.5.2 Funktionelle Ergebnisse der Chimäre des TAS2R14-Rezeptors mit den 

extrazellulären Schleifen des TAS2R13 

Zur Prüfung, ob die extrazellulären Schleifen des TAS2R13 den Zugang für TAS2R14-

Agonisten behindert, wurden TAS2R14-Rezeptorchimären, welche die einzelnen TAS2R13 

ECLs tragen (TAS2R14_NTerm, TAS2R14_ECL1, TAS2R14_ECL2, TAS2R14_ECL3) und 

ein TAS2R14-Rezeptorchimären mit allen TAS2R13-extrazellulären Bereichen (N-Terminus 

und allen ECLs, TAS2R14_NTerm_ECL123) hergestellt. 

Die verschiedenen TAS2R14-Rezeptorchimären wurden mit den zwei Vollagonisten, 

(Aristolochiasäure und Flufenaminsäure) und den drei Partialagonisten aus der chemischen 

Gruppe der Sesquiterpenlactone (Pikrotoxinin, Santonin und Parthenolid) gemessen 

(Abbildung 33, Tabelle 6). 
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Abbildung 33: TAS2R14 Rezeptorchimären mit extrazellulären Schleifen des TAS2R13 

Die punktmutierten TAS2R14 Rezeptoren wurden mit fünf Agonisten (Aristolochiasäure, Flufenaminsäure, 
Pikrotoxinin, Santonin und Parthenolid auf ihre dosisabhängige Aktivierbarkeit getestet. Dargestellt ist jeweils 
die relative Fluoreszenz [%] bezogen auf die maximale Aktivierung des unveränderten TAS2R14 Rezeptors 
(Wildtyp) der entsprechenden Substanz in Abhängigkeit von der Konzentration der Teststubstanz [µM]. 
 

Bei dem Austausch aller extrazellulären Bereiche (TAS2R14_NTerm_ECL123) kommt es bei 

allen fünf Testsubstanzen zu einer Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve mit 

signifikant geringerer Aktivierung bei der höchsten messbaren Konzentration der 

Testsubstanzen. Nur im Falle von Aristolochiasäure konnte bei der höchsten messbaren 

Konzentration die maximale Amplitude des Wildtyps erreicht werden. Jedoch zeichnet sich 

der Trend ab, dass bei höheren Konzentrationen auch bei den anderen Agonisten 

möglicherweise die Maximalamplitude wie bei der Aktivierung des Wildtyprezeptors 

TAS2R14 erreicht werden kann. Die Messung mit Parthenolid zeigt die schlechteste 

Aktivierbarkeit der veränderten TAS2R14-Rezeptormutanten, dabei wurde eine Aktivierung 

nur knapp signifikant über der Messung der mit Leervektor transfizierten Zellen gemessen.  

Da für die anderen Substanzen eine agonistenspezifische Aktivierung des TAS2R14 möglich 

ist bzw. mit höherer Konzentration möglich scheint, kann daraus geschlossen werden, dass 

die Bindungstasche durch den Austausch der extrazellulären Schleifen nicht verändert wurde.  

Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass die extrazellulären Schleifen des TAS2R13 den 

Zugang zur Bindungtasche für Parthenolid fast komplett blockieren. 
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Da der Zugang durch die extrazellulären Schleifen des TAS2R13 für die Testsubstanzen, mit 

Ausnahme von Parthenolid, nur wenig gestört war, wurde für die Übertragung der relevanten 

Positionen der TAS2R14-Bindungstasche auf den TAS2R13 das Wildtyp-Konstrukt des 

TAS2R13 als Ausgangpunkt für die Mutagenese benutzt (Kapitel: 3.1.6). 

 

Tabelle 6: Funktionelle Charakterisierung des TAS2R14 mit den extrazellulären Schleifen 

(ECLs) desTAS2R13 

Bei der funktionellen Charakterisierung mit den TAS2R14-Agonisten wurden die Schwellenwerte (TH), die 
EC50-Werte (n.d. = EC50-Wert nicht bestimmbar) und die Signalamplituden bei den höchsten gemessenen 
Konzentrationen (max.A. = maximale Aktivierung) dargestellt.  
 

 Aristolochiasäure Flufenaminsäure 

TAS2R14-Konstrukt 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

30µM [%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

10µM [%] 
Wildtyp 0,10 0,49 ± 0,03 100 0,01 0,08 ± 0,01 100 
TAS2R14_NTerm_ECL123 0,30 3,98 ± 0,22 98 0,10 0,88 ± 0,09 69 
TAS2R14_ECL1 1,00 2,50 ± 0,48 101 0,10 0,98 ± 0,07 94 
TAS2R14_ECL2 0,30 0,69 ± 0,07 86 0,10 0,12 ± 0,03 86 
TAS2R14_ECL3 0,10 0,19 ± 0,02 87 0,01 0,05 ± 0,01 72 
 Pikrotoxinin Santonin 

TAS2R14-Konstrukt 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

300µM [%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

300µM [%] 
Wildtyp 3,00 13,16 ± 0,93 100 3,00 9,03 ±  0,62 100 
TAS2R14_NTerm_ECL123 100,00 223,54 ± 84,88 36 10,00 50,02 ± 2,64 81 
TAS2R14_ECL1 10,00 85,02 ± 4,83 113 10,00 26,64 ± 3,46 141 
TAS2R14_ECL2 3,00 16,26 ± 1,04 96 10,00 24,83 ± 1,95 97 
TAS2R14_ECL3 3,00 9,63 ± 0,92 100 3,00 4,28 ± 0,29 102 
 Parthenolid  

TAS2R14-Konstrukt 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

100µM [%]  

TAS2R14-

Konstrukt 

Expressions- 

effizienz 
Wildtyp 1,00 10,27 ± 0,25 100  Wildtyp 14,4 ± 3,4 

TAS2R14_NTerm_ECL123 100,00 n.d. 13  
TAS2R14_NTerm 

_ECL123 
11,2 ± 2,1 

TAS2R14_ECL1 10,00 107,54 ± 48,53 81  TAS2R14_ECL1 16,0 ± 1,6 
TAS2R14_ECL2 10,00 14,92 ± 0,28 108  TAS2R14_ECL2 11,5 ± 1,0 
TAS2R14_ECL3 10,00 26,01 ± 2,28 69  TAS2R14_ECL3 15,5 ± 4,0 

 
 
Die funktionelle Analyse der TAS2R14-Rezeptorchimären mit dem Austausch nur einer 

extrazellulären Schleife ergaben weitere agonistenspezifische Ergebnisse. Der Austausch der 

ersten ECL zeigt für alle Substanzen eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve und 

für Santonin eine erhöhte Maximalamplitude.  

Parthenolid konnte die TAS2R14-Rezeptorchimäre mit dem ECL2 des TAS2R13 im gleichen 

Maße wie den TAS2R14-Wildtyprezeptor aktivieren. Für die anderen Substanzen wurde eine 

Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve festgestellt. Die dritte extrazelluläre Schleife 

des TAS2R13 beeinflusste die Aktivierung des TAS2R14 sehr unterschiedlich. Für 
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Pikrotoxinin und Parthenolid gab es eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve, bei 

Flufenaminsäure war die maximale Amplitude vermindert und für Aristolochiasäure und 

Santonin zeichnete sich sogar eine Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve ab. Die 

Bestimmung der Expressionseffizienz zeigt eine vergleichbare Expression der einzelnen 

Chimären verglichen mit der Expression des TAS2R14-Wildtyprezeptors (siehe Tabelle 6 und 

Anhang 10.10 Abbildung 58). Das bedeutet die funktionellen gemessenen Unterschiede 

entstehen nicht durch abweichende Rezeptorexpression, sondern durch reine strukturelle 

Unterschiede der Rezeptorchimären. 

3.1.6 Wechselseitige Übertragung einzelner Aminosäurereste zwischen den Rezeptoren 

TAS2R14 und seinem nahen verwandten Bitterrezeptor TAS2R13 

Nachdem die homologen Positionen von TAS2R13 und -R14 im Aminosäuren-

Sequenzalignment verglichen wurden (Abbildung 32), stellte sich die Frage, ob und wie stark 

die abweichenden TAS2R13-Aminosäurereste des Rezeptors die notwendige 

Aktivierungspotenz und die Aktivierungseffizienz der TAS2R14-Agonisten beeinflussen und 

ob die Änderung einzelner Aminosäuren der TAS2R13 Bindungstasche zur Übertragung des 

Agonistenspektrums des TAS2R14 beitragen können. 

3.1.6.1 Übertragung von TAS2R13-Aminosäureresten auf den TAS2R14 

Zunächst wurden die abweichenden TAS2R13-Aminosäurereste durch jeweils einzelne 

Punktmutationen durch TAS2R14-Aminosäurereste ersetzt (Q266E7.39, F247V6.55, T86I3.29 

und T90I3.33) und die Funktionalität der einzelnen Rezeptormutanten gemessen. Diese 

Messungen wurden bereits im Abschnitt (3.1.2) bei den weiterführenden 

Punktmutationsanalysen zu den einzelnen Positionen diskutiert und in Abschnitt 3.1.3 

weitergeführt untersucht. 

Die funktionelle Untersuchung der Mutante Q266E7.39 zeigte eine generelle Verschlechterung 

der Aktivierung, welches in der Abbildung 19 als Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-

Kurve darstellt.  

Bei der Rezeptormutante F247V6.55 ist die Aktivierung bei vier Agonisten verschlechtert, 

jedoch für drei Substanzen ist eine Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve erkennbar 

(Abbildung 15 und Abbildung 23). Die Abbildung 16 und Abbildung 22 zeigen für die 

TAS2R14-Mutante T86I3.29 eine verschlechterte Aktivierung für alle Substanzen außer den 

beiden Vollagonisten (Aristolochiasäure und Flufenaminsäure). Die Punktmutation T90I3.33 

wirkt sich ebenfalls ungünstig auf die Aktivierbarkeit durch Pikrotoxinin aus (Abbildung 17 

und Abbildung 22). Somit konnten mehrere Positionen identifiziert werden, welche 
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möglicherweise einen Einfluss auf die Breite des Agonistenspektrums haben könnten. Daher 

wurden die ausgewählten Aminosäuren schrittweise durch Mutagenese auf den TAS2R13-

Wildtyprezeptor übertragen. 

3.1.6.2 Übertragung von TAS2R14-Aminosäureresten auf den TAS2R13 

Nachdem die ersten Untersuchungen der Übertragung der TAS2R13-Aminosäurereste auf den 

TAS2R14 eine verschlechterte Aktivierbarkeit des TAS2R14 zeigten, wurde mit dem 

Austausch von E267Q7.39 im TAS2R13-Rezeptor begonnen. 

Die TAS2R13- E267Q7.39 Mutante wurde im Vergleich zur TAS2R13-Wildtyprezeptor mit 

den zwei TASR13-Agonisten, Denatoniumbenzoat und Diphenidol, und den TAS2R14-

Agonisten, Aristolochiasäure, Pikrotoxinin und Santonin, gemessen. 

Die TAS2R13-Mutante E267Q7.39 konnte durch TAS2R13-Agonisten nicht mehr aktiviert 

werden. Da kein Funktionsgewinn der TAS2R13-Mutante E267Q7.39 mit den TAS2R14-

Agonisten verzeichnet werden konnte, wurde als nächstes die Position 2476.55 von Valin nach 

Phenylalanin in der TAS2R13-Mutante E267Q7.39 mutiert. Die Messung zeigte einen Verlust 

der Aktivierung durch TAS2R13-Agonisten und keinen Gewinn von Aktivität durch 

TAS2R14-Agonisten. Auch der zusätzliche Austausch von I86T3.29 brachte keinen 

Aktivierungsgewinn durch TAS2R14-Agonisten. Alle diese Mutanten zeigten eine 

Expressionsrate, welche mit der Expression des TAS2R13-Wildtyprezeptor vergleichbar ist 

und somit kann der Funktionsverlust durch TAS2R13-Agonisten und das fehlenden 

Aktivierungsgewinn durch TAS2R14-Agonisten auf Grund von mangelnder Expression des 

Rezeptors ausgeschlossen werden (siehe Anhang 10.9, Abbildung 60). Anschließend wurde 

die Position 903.33 punktmutiert (I90T3.33), aber auch diese Übertragung der TAS2R14 

Aminosäure der Position zeigte keinen positiven Effekt.  

Durch den Austausch der vier unterschiedlichen Aminosäuren der Bindungstaschen konnten 

die Agonistenspektra nicht übertragen werden. Möglicherweise, wurden eine oder mehrere 

wichtige Positionen der TAS2R14 Bindungstasche noch nicht identifiziert. Des Weiteren 

könnte die Bindungstasche des TAS2R13 generell sehr klein sein und somit keinen Platz für 

TAS2R14-Agonisten bieten, so dass einzelne Punktmutationen keinen Effekt haben. Da die 

TAS2R13-Mutanten nicht mehr durch die TAS2R13-Agonisten aktiviert werden können, lässt 

sich eine generelle Fehlfaltung des Rezeptors nicht ausschließen, wodurch eine Aktivierung 

durch TAS2R14-Agonisten unmöglich wäre.  

Die zu Beginn erstellten Homologie-Modelle können leider auch keinen klärenden Hinweis 

liefern, woraus sich schließen lässt, dass die in silico Modelle noch weiter an die natürliche 

Struktur der Rezeptoren angepasst werden muss. 
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3.2 Untersuchung gemeinsamer TAS2R14-Agonistenstrukturen 

Die Agonisten des TAS2R14 stammen aus verschiedenen chemischen Klassen und sind 

sowohl in Größe (Molekulargewicht), Form (Zahl der aromatischen Ringe und Seitenketten), 

Polarität (z. B. Zahl der Wasserstoffakzeptoren und -donatoren) und in der Anzahl der 

rotierbaren Bindungen innerhalb des Moleküls sehr unterschiedlich. Die ersten 

Untersuchungen des TAS2R14 konnten kein gemeinsames chemisches Merkmal der 

TAS2R14-Agonisten aufdecken (Behrens et al., 2004). 

Um die Agonisten näher zu untersuchen, wurden drei Herangehensweisen verfolgt: 

 

1) Erstellung von Pharmakophormodellen auf der Basis von bekannten TAS2R14-

Agonisten (in Kooperation mit Masha Niv und Anat Levit (The Hebrew University of 

Jerusalem, Israel), um neue TAS2R14-Agonisten vorherzusagen und zu überprüfen 

(Kapitel:3.2.1) 

2) Charakterisierung der bekannten Agonisten durch Erstellung einer auf 

pharmakologischen Parametern basierenden Rangfolge (Kapitel: 3.2.2) 

3) Gezielte Veränderung bekannter TAS2R14-Agonisten (in Kooperation mit Rafik 

Karaman und Kollegen (College of Pharmacy / Al-Quds University, Palestine) und 

Charakterisierung dieser Derivate (Kapitel: 3.2.3) 

 

3.2.1 Pharmakologische Charakterisierung der TAS2R14-Agonisten  

Zur Erstellung der Pharmakophormodelle wurden durch unseren Kooperationspartner Masha 

Y. Niv (The Hebrew University of Jerusalem, Israel) 5 TAS2R14-Agonisten mit stark 

voneinander abweichender Struktur ausgewählt: Flufenaminsäure, 8-Prenylnaringenin, Cis-

Isohumulon, Artemorin und Parthenolid (Abbildung 34 A, Levit & Nowak & Peters, et al; 

2014). Zur Erstellung von Pharmakophormodellen wurden drei verschiedene Methoden 

benutzt: das 3D ligandbasierdende Pharmakophormodell (LBP-Modell), das 

3D oberflächenbasierte Pharmakophormodell (OBP-Modell) und das 

3D strukturbasierte Pharmakophormodell (SBP-Modell). 

Das LBP-Modell wurde nach dem HipHop-Algorithmus mit dem Programm „Discovery 

Studio Modeling Environment“ erstellt. Der Algorithmus leitet gemeinsame Merkmale unter 

Verwendung von Informationen aus einer Reihe von Verbindungen gegenüber dem Ziel aktiv 

ab. Dabei entstanden 50 mögliche LBP-Modell, welche verschiedene Kombinationen 

chemischer Merkmale trugen. Diese Modelle wurden zunächst unter Nutzung der BitterDB-
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Datenbank (http://bitterdb.agri.huji.ac.il/) und der DrugBank (http://www.drugbank.ca/), mit 

dem Wissen über bekannte TAS2R14-Agonisten und anderen Bitterstoffen geprüft, um 

unpassende Modelle heraus zu filtern. 

 

 

Abbildung 34: Verschiedene Pharmakophormodelle für ausgewählte TAS2R14-Agonisten  

A) Agonisten für 3D ligandbasierte Pharmakophormodelle (LBP-Modelle) und Modellbeispiele für Cis-
Isohumulon: Das Pharmakophor wird als Kugeln mit Richtungsvektoren dargestellt (Akzeptoren von 
Wasserstoffbindungen in grün; Magenta repräsentiert Donatoren für Wasserstoffbindungen; hellblau und blau 
für hydrophobe Merkmale). 
B) Agonisten mit deren 3D oberflächenbasierten Modellen (OBP-Modelle): 
Pharmakophor ist als elektrostatisches Volumenmodell dargestellt (die Partialladungen sind von blau negativ 
über weiß zu Rot positiv dargestellt) 
C) Pikrotoxinin mit seinem 3D strukurbasiertem Pharmakophormodell (SBP-Modelle):  
Der Ligand ist in Gelbe und die Aminosäurenreste des Rezeptors in Hellblauen abgebildet. Das Pharmakophor 
wird als Kugeln mit Richtungsvektoren dargestellt (Grüne Kugeln für Akzeptoren von Wasserstoffbindungen, 
hellblau für hydrophobe Interaktionsmöglichkeit und grau für funktionell ausgeschlossen Bereiche). 
(A und B: Levit & Nowak & Peters, et al; 2014; C: Levit, unpubliziertes Modell). 
 

 

Zusätzlich wurden durch Maximilian Peters (The Hebrew University, Jerusalem, Israel) 

3D oberflächenbasierte Modelle (OBP-Modell; shape-based model) mit dem Programm 

OMEGA 2.4.6 (OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM, USA) erstellt und die Formen 
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mit der Form des Ausgangsliganden mit dem Programm ROCS 3.1.2 (OpenEye Scientific) 

verglichen. Die Elektrostatik der Moleküle wurde mit dem Programm EON 2.1.0 (Open-Eye 

Scientific) betrachtet und weitere Vorhersagen mit Hilfe der oben genannten Datenbanken 

getroffen (Abbildung 34 B, Levit & Nowak & Peters, et al; 2014). 

 

Nach den funktionellen Untersuchungen der Bindetasche mit Pikrotoxinin, als einer der ersten 

identifizierten Agonisten und gut messbarer Partialagonist, wurde Pikrotoxinin als Grundlage 

für ein weiteres 3D strukturbasiertes Pharmakophormodell (SBP-Modell) ausgewählt 

(Abbildung 34 C, unpubliziert durch Anat Levit erstellt). Dieses Modell bezieht sich direkt 

auf die Lage des Pikrotoxinins in der Bindungstasche und mit welchen Aminosäureresten es 

interagiert. Für die Vorhersage wird dann ausgehend von der interagierenden 

Bindetaschenposition nach möglichen weiteren Agonisten gesucht. 

Beide Pharmakophormodelltypen, LBP-Modelle und OBP-Modelle, führten zur Vorhersage 

von unterschiedlichen potentiellen TAS2R14-Agonisten (Levit & Nowak & Peters, et al; 

2014), welche funktionell im heterologen HEK293T-Zellsystem von mir überprüft wurden. 

Mit dem LBP-Modell konnten 18 potenzielle Agonisten in der BitterDB gefunden werden. 

Fünf davon waren kommerziell erhältliche Substanzen, wovon 4 als tatsächliche Agonisten 

des TAS2R14 bestätigt werden konnten (Ethylhydrocuprein, Secobarbital, Tributyrin, 

Triethylcitrat; Abbildung 35 A). 

Mit den OBP-Modellen konnten 7 Substanzen in der BitterDB als mögliche Agonisten 

identifiziert werden und davon wurden 5 experimentell als TAS2R14-Agonisten 

nachgewiesen (Clonixin, 3,5-Diiodsalicylsäure, Naringenin, o-(p-Anisoyl)-Benzoesäure, 

Quercetin; Abbildung 35 B). 

In der Drug-Bank konnten mit dem LBP-Modell 16 Substanzen herausgefiltert werden und 

davon 4 kommerziell erhältliche Substanzen als TAS2R14-Agonist bestätigt werden 

(Glimepirid, Miconazol, Malathion, Pantoprazol; Abbildung 36 A). 

Mit dem OBP-Modell konnten in der Drug-Bank 9 Substanz als potentielle Agonisten des 

TAS2R14 vorhergesagt werden und 7 davon wurden funktionell als TAS2R14-Agonisten 

nachgewiesen (Mefenaminsäure, Nifluminsäure, Diclofenac, Hesperetin, Kaempferol, 

Pemirolast, Salsalat; Abbildung 36 B und C). 
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Abbildung 35: Vorhergesagte und bestätigte TAS2R14-Agonisten aus der BitterDB 

Die Vorhersagen wurden mit Hilfe des auf 3D Ligandenbindung beruhenden Pharmakophormodells (A) und mit 
einem auf 3D-Oberflächen-basierten Modell (B) getroffen; die Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen den Wildtyp-
TAS2R14 (grün) und den Leervektor (schwarz); die Balkendiagramme zeigen je 3 gemessenen Konzentrationen 
der jeweiligen Substanz. 
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Abbildung 36: Vorhergesagte TAS2R14-Agonisten aus der Drugbank  

Die Vorhersagen wurden mit Hilfe des auf 3D Ligandenbindung beruhenden Pharmakophormodells (A) und mit 
einem 3D-Oberflächen-basierten Modell (B und C) getroffen; die Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen den Wildtyp-
TAS2R14 (grün) und den Leervektor (schwarz); die Balkendiagramme zeigen je 3 gemessenen Konzentrationen 
der jeweiligen Substanz. 
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Bei der Erstellung eines 3D strukturbasierten Pharmakophormodells (SBP-Modell) ausgehend 

von Pikrotoxinin (Abbildung 34 C, unpubliziert durch Anat Levit erstellt) entstanden zunächst 

5 Modelle. Nach der Vorhersage von Agonisten und Nicht-Agonisten sowie deren 

Bestätigung durch funktionelle Untersuchungen der Substanzen am Bitterrezeptor TAS2R14, 

konnte daraus ein passendes Modell identifiziert werden. Unter den vorhergesagten Agonisten 

dieses Models befand sich ebenfalls Triethylcitrat, welches bereits mit dem LBP-Modell 

identifiziert und funktionell bestätigt wurde. Als neue Agonisten konnten Guaifenesin und 

Dehydrocholsäure bestätigt werden (unpubliziert Levit & Nowak, Abbildung 37). 

 

 

 

Abbildung 37: Vorhergesagte und bestätigte 

TAS2R14-Agonisten aus der BitterDB 

Die Vorhersage erfolgt auf der Grundlage von Pikrotoxinin 
mit dem 3D strukurbasiertem Pharmakophormodell. Das 
Balkendiagramm zeigt je 3 gemessene Konzentrationen der 
jeweiligen Substanz und bestätigt sie als Agonisten des 
TAS2R14. 
 

 

Die Untersuchungen der TAS2R14-Agonisten ergaben für die Mehrheit der TAS2R14-

Aktivatoren folgende Merkmalsparameter: Molekulargewicht von 100 bis 600 g/mol, Zahl 

der aromatischen Ringe 0 bis 3, Zahl der Wasserstoffakzeptoren 2 bis 7, Zahl der 

Wasserstoffdonatoren 0 bis 3, Zahl der rotierbaren Bindungen 0 bis 10, Formalladungen 

0 bis 1 (Levit & Nowak & Peters, et al; 2014). 

Die Reduktion auf ein einzelnes Pharmakophormodell war nicht möglich, da die TAS2R14-

Agonisten sehr unterschiedliche Grundgerüste besitzen und demzufolge Agonisten ausgehend 

von verschiedenartigen Basisstrukturen existieren.  

 

3.2.2 Potenz und Effizienz einzelner TAS2R14-Agonisten 

Bei Messungen von TAS2R14-Agonisten war auffällig, dass sich sowohl die Potenz als auch 

Effizienz mit der die Substanzen den Rezeptor TAS2R14 aktivieren stark unterscheiden. Da 
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die TAS2R14-Agonisten sich teilweise stark in ihrer Struktur unterscheiden, aber einige auch 

gleiche Merkmale aufweisen, sollten diese strukturellen Unterschiede mit der funktionellen 

Bedeutung für die Aktivierung in Beziehung gebracht werden. Dazu wurden die 

verschiedenen TAS2R14-Agonisten auf ihr Aktivierungspotenzial untersucht und daraufhin 

eine standardisierte Rangliste erstellt.  

Zur Erstellung der Rangliste wurden TAS2R14-Agonisten gewählt, die über einen 

Konzentrationsbereich von ca. zwei Zehnerpotenzen eine klare Konzentrationsabhängigkeit 

zeigen. Des Weiteren wurden die Konzentrationen des Agonisten so gewählt, dass keine 

unspezifischen Aktivierungen (Artefakt) in den Leervektor-transfizierten Zellen auftraten. 

Alle TAS2R14-Agonisten wurden zeitnah und parallel mit der Referenzsubstanz 

Flufenaminsäure gemessen. Der Vollagonist Flufenaminsäure aktiviert den Rezeptor 

TAS2R14 mit der größten Potenz verglichen mit anderen TAS2R14-Agonisten und wurde 

daher als Referenzsubstanz ausgewählt. Die Signalhöhe von Flufenaminsäure bei einer 

Konzentration von 10µM wurde bei jeder Messung als 100 % angenommen.  

Zusätzlich wurden alle Messdaten der Untersuchung des TAS2R14-Wildtyprezeptors der 

Substanzen (Aristolochiasäure, Flufenaminsäure, Pikrotoxinin, Santonin, Parthenolid, Thujon 

und Genestein), welche bei der Charakterisierung der Bindungstasche generiert wurden, in die 

Auswertung mit einbezogen (Kapitel: 3.1.1, 3.1.2 und 3.1.3). 

Die Agonisten wurden in Tabelle 7 erstens nach ihrem Schwellenwert (TH= threshold) 

sortiert und zweitens nach dem EC50-Wert. Da die meisten Dosis-Wirkungs-Kurven keine 

Sättigung zeigen, ist der EC50-Werte in vielen Fällen extrapoliert. 

 

Die getesteten 25 TAS2R14-Agonisten zeigen einen Schwellenwert zwischen 0,01 µM bei 

Flufenaminsäure bis 1000 µM bei Coumarin. Bei den Maximalamplituden erreicht 

Mefenaminsäure mit 132,25 % bezogen auf Flufenaminsäure die beste Aktivierung des 

Rezeptors und Chininsulfat mit 11,33 % die schlechteste TAS2R14-Aktivierung.  

Substanzen, welche den Rezeptor schon mit geringerer Konzentration aktivieren, zeigen auch 

häufig eine sehr hohe Maximalamplitude. Jedoch gibt es auch Ausnahmen wie beispielsweise 

Kaempferol an der vierten Position in der Rangliste mit einem Schwellenwert von 0,3 µM mit 

nur 48,63% Maximalamplitude. Mit einem zehnfach höheren Schwellenwert steht Tributyrin 

an 14. Position und hat eine Maximalamplitude von 81,47 %.  
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Tabelle 7: Rangliste der Aktivierungspotenzen und -effizienzen für die TAS2R14-Agonisten 

Schwellenwerte (TH), die EC50-Werte und die Aktivierung bei der höchsten gemessenen Konzentration (max.A) 
bezogen auf die maximale Amplitude von Flufenaminsäure der jeweiligen Referenzmessung; *Messungen 
erfolgten unter meiner Anleitung durch Julia Merschenz während ihrer Bachelorarbeit 

Substanzen Struktur TH [µM] EC50 [µM] max. A. [%] 

Flufenaminsäure 
H
N

OHO

F

F

F

 

0,01 0,08 ± 0,01 100,00 

Nifluminsäure 
H
N

N

OHO

F

F

F

 

0,03 0,35 ± 0,03 128,25 

Aristolochiasäure 

OH

OH

NO2

OCH3

O

O

 

0,1 0,49 ± 0,03 115,49 

Kaempferol 
O

O

HO

OH

OH

OH

 

0,3 1,40 ± 0,01 48,63 

3,5-Diiodsalicylsäure 

OHO

OH

II  

0,3 1,63 ± 0,28 109,62 

Mefenaminsäure 
H
N

OHO

 

0,3 1,94 ± 0,25 132,25 

Clonixin 
H
N

N

OHO

Cl

 

0,3 2,89 ± 0,33 104,91 

Diclofenac H
N

Cl

Cl

O

OH

 

0,3 3,91 ± 0,18 87,23 
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Weiterführung der Tabelle 7 

Substanzen Struktur TH [µM] EC50 [µM] max. A. [%] 

Camphor * 

O  

1 n.d. 43,71 

Genistein 

O

OH
OOH

HO  

1 5,00 ± 0,37 49,76 

Parthenolid 
O

O

O

 

1 10,30 ± 0,32 53,56 

(-)-α-Santonin 
O

O

O  

3 9,03 ±  0,62 54,99 

Pikrotoxinin 

O

HO

O

O

O

O

 

3 13,16 ± 0,93 54,51 

Tributyrin 
O

O

O

O

O

O  

3 32 ± 3,25 81,47 

Chininsulfat * 

N

H3CO

NH

H

HO

S
O

O
O

O

 

6 n.d. 11,33 

Glimepirid N

N
H

S
N
H

N
H

O

O

O

O

O

 

10 23,25 ± 0,86 67,68 
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Weiterführung der Tabelle 7 

Substanzen Struktur TH [µM] EC50 [µM] max. A. [%] 

Secobarbital 
HN

HN

O

O

O

 

10 51,12 ± 6,22 43,90 

Carisoprodol * 
N
H

O

O O NH2

 

30 71,94 ± 3,2 28,27 

o-(p-Anisoyl)-

Benzoesäure 

O OH
O

O  

30 126,64 ± 5,41 78,34 

3-Acetylindol * 

N
H

O

 

100 137,85 ± 15,00 45,73 

Cyclophosphamid NP

O
O

NH

Cl

Cl

 

100 324,87 ± 30,02 34,92 

Triethylcitrat 
O

O O

O

OH

O O

 

100 720 ± 90 54,27 

3-(2-Hydroxyethyl)-

indol * 
N
H

OH

 

300 459,35 ± 20,30 26,16 

Natriumbenzoat * 

OO
Na

 

1000 2210 ± 260 25,41 

Coumarin * 
O O  

1000 n.d. 32,30 
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3.2.3 Gezielte Modifikation von TAS2R14-Agonisten 

Eine weitere Analyse der Agonisten erfolgt durch die gezielte Modifikation von einzelnen 

Agonisten mit dem Ziel, den Zusammenhang zwischen der Struktur des modifizierten 

Agonisten und der Aktivierungseigenschaft des Rezeptors TAS2R14 zu analysieren. 

Gleichzeitig bestand die Möglichkeit, Antagonisten zu finden, die für die weitere 

Charakterisierung des TAS2R14 wichtig sind, sowie metabolisch aktivierbare Prodrogen, die 

nicht bitter schmecken, zu identifizieren. 

Die untersuchten Substanzen bzw. Derivate wurden entweder käuflich erworben oder durch 

Rafik Karaman und Kollegen (College of Pharmacy / Al-Quds University, Palestine) 

synthetisiert. Die Synthese erfolgte ausgehend von 5 TAS2R14-Agonisten: Coumarin und 

Guaifenesin (unpublizierte Daten), Mefenaminsäure, Diclofenac und Benzoin (Karaman et al., 

2016).  

Die neu synthetisierten Substanzen wurden funktionell auf die Aktivierung des TAS2R14 

getestet (Abbildungen 38 - 42). Dabei wurden immer drei Konzentrationen an mindestens 

zwei verschiedenen Messtagen getestet. Die höchste Konzentration ergab sich aus der 

Löslichkeit der jeweiligen Substanz und auf der maximalen Konzentration, die signalfrei auf 

den leervektor transfizierten Zellen gemessen werden konnte. 

 

Abbildung 38: Modifikation von Coumarin 

Die Abbildung zeigt A) Substanzname und die dazugehörige Struktur und B) die Ergebnisse der funktionellen 
Analyse des TAS2R14 mit 3 Konzentration [µM] der jeweiligen Substanz. 
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Coumarin (1,2-Benzopyron; C1) und seine Derivate (C2-C5) sind in Abbildung 38 

dargestellt. Coumarin ist ein natürlicher Geruchsstoff in Pflanzen. Es stellt einen eher kleinen 

TAS2R14-Agonisten dar und hat somit vermutlich wenig Interaktionspunkte zum Rezeptor. 

Die erste Modifikation am Coumarin, war die Öffnung des Pyron-Rings, die entstandene 

Substanz 3-(2-Hydroxyphenyl)acrylsäure (C2) konnte den Rezeptor TAS2R14 nicht 

aktivieren. Des Weiteren wurden die Hydroxylgruppe durch ein Methylaminogruppe ersetzt 

(3-[2-Methylamino)phenyl]acrylsäure (C3)), wodurch die Aktivierung des TAS2R14 möglich 

war. Bei der nächsten Modifikation wurde stattdessen ein Ringschluss eingeführt 

(Benzofuran-2-carbonsäure (C4)), so dass ein Furan-Ring entstand. Umbelliferon (7-

hydroxycoumarin; C5) unterscheidet sich vom Coumarin nur durch eine zusätzliche 

Hydroxylgruppe. Die Ausgangssubstanz, Coumarin (C1) aktiviert den Rezeptor TAS2R14 am 

schlechtesten. Die Benzofuran-2-carbonsäure (C4) und Umbelliferon (C5) aktivieren den 

TAS2R14 mit ~ 0,4 ∆F/F doppelt so hoch wie die Ausgangssubstanz Coumarin (C1) bei der 

Konzentration 300 µM und haben einen signifikant niedrigeren Schwellenwert (geringste, 

gemessene Konzentration mit signifikantem Signal) mit 30 µM verglichen mit Coumarin mit 

300 µM.  

C4 und C5 weisen wie Coumarin einen aromatischen Kohlenwasserstoffring und einen 

sauerstoffhaltigen, heterozyklischen Ring auf und zusätzliche funktionelle Gruppen, welche 

in der Bindungstasche des TAS2R14 basierend auf funktionellen Untersuchungen offenbar 

mehr Interaktionspotenzial bieten. C3 hat wie C4 eine Carboxylgruppe mit dem Potenzial 

einer Anionen-π-Wechselwirkung, welche sich positiv auf die Aktivierung auswirkt. Jedoch 

hat C3 keinen heterozyklischen Ring, was scheinbar die Begründung für den höheren 

Schwellenwert verglichen mit der Aktivierung durch C4 darstellt. Ohne die zusätzliche 

Methylaminogruppe mit der Möglichkeit der Kationen-π-Wechselwirkung, gäbe es jedoch 

keine Aktivierung, wie bei C2.  

Minimale Veränderungen am Ausgangsagonist Coumarin haben eine hohe Bedeutung für die 

Funktion. Sie können entscheidend sein, ob eine Substanz nicht (siehe C2) oder den 

TAS2R14 viel besser als der Ausgangsagonist aktiviert.  

 

Auch bei Guaifenesin (3-(2-methoxyphenoxy)propan-1,2-diol), welches zur Lösung von 

Bronchialsekret bei Atemwegserkrankungen verwendet wird, hat als kleineres 

Ausgangsmolekül den höchsten Schwellenwert verglichen mit dessen Derivaten (Abbildung 

39). 
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Abbildung 39: Modifikation von Guaifenesin 

Die Abbildung zeigt A) Substanzname und die dazugehörige Struktur und B) die Ergebnisse der funktionellen 
Analyse des TAS2R14 mit 3 Konzentration [µM] der jeweiligen Substanz. 
 
 
Die höchsten Amplituden konnten bei der Substanz Guaifenesinmonoglutarat (G7) mit 

~ 0,7 ∆F/F bei 1000 µM gemessen werden. Guaifenesinbutylether (G4) konnte den TAS2R14 

mit der geringsten Konzentration von 30 µM mit ~ 0,1 ∆F/F aktivieren (kleinster 

Schwellenwert) - verglichen mit den anderen Derivaten und der Ausgangssubstanz. Beide 

Substanzen tragen eine Erweiterung der aliphatischen Kette. Bei G4 handelt es sich um einen 
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Butylrest und bei G7 mit einer gleich großen aliphatischen Kette, welche durch Esterbindung 

angehangen wurde, sowie einer zusätzlichen Carboxylgruppe. Beide Derivate aktivieren den 

TAS2R14 mit ~ 0,4 ∆F/F bei der Konzentration 300 µM, bei der der Rezeptor durch die 

Ausgangssubstanz G1 nicht aktivieren werden kann.  

Bei der Erweiterung von Guaifenesin um zwei zusätzliche Seitenketten, zeigte die Substanz 

Guaifenesindibenzylether (G6) mit je einem Benzylring bei einer Konzentration von 300 µM 

eine Aktivierung des TAS2R14 von ~ 0,3 ∆F/F. Bei Guaifenesindibutylether (G2) mit zwei 

Butylringen konnte die gleiche Amplitude erst bei doppelter Konzentration erreicht werden. 

Guaifenesindimalat (G3) und Guaifenesindisuccinat (G5) mit je zwei aliphatischen Ketten mit 

je einer zusätzlichen Carboxylgruppe und Esterbindung, zeigen mit ihren polaren Seitenketten 

eine verschlechterte Aktivierung verglichen zu G6 und G2 mit ihren hydrophoben Anhängen. 

Nach den Schwellenwerten zeichnet sich bei den Guaifenesin-Derivaten folgende Muster ab: 

Um die Aktivierung des TAS2R14 bei möglichst geringer Potenz zu erreichen, ist es besser 

beim Guaifenesin nur eine zusätzliche Seitenkette anzuhängen und dann eher einen 

hydrophoben Rest als ein polaren (G1>G7>G5>G6>G2>G4). Betrachtet man die 

Aktivierungsstärke, so erreicht G7 (Erweiterung des Guaifenesins um eine polare aliquatische 

Seitenkette) die stärkste maximale Aktivierung und kommt einem Vollagonisten sehr nah.  

 

Bei der Mefenaminsäure (2-(2,3-dimethylphenyl)aminobenzoesäure; M1; Abbildung 40) und 

dem Diclofenac (2-[2-(2,6-dichloroanilino)phenyl]acetylsäure; D1, Abbildung 41) hingegen 

konnten die Ausgangssubstanzen den TAS2R14 besser aktivieren. Beide Substanzen haben 

eine flufenaminsäureähnliche Struktur und werden häufig als schmerzhemmende und 

antientzündliche Wirkstoffe eingenommen (Beck et al., 2003; Karaman et al., 2016; Moll et 

al., 2011).  

Mefenaminsäure zählt zu den Vollagonisten und aktiviert den TAS2R14 mit sehr großer 

Potenz. Die erste Modifikation an der Mefenaminsäure war die Verknüpfung eines 

zusätzlichen Phenylringes mit der Carboxylgruppe (Mefenaminbenzylester (M3)), dabei 

konnte eine geringere Amplitude von ~ 0,8 ∆F/F bei der Konzentration 10 µM erreicht 

werden. Bei einer Konzentration 30 µM und höher zeigt diese Substanz ein 

rezeptorunabhängiges und damit unspezifischem Signal. Somit können keine Aussagen zur 

Rezeptoraktivierung bei dieser hohen Konzentration gemacht werden. 
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Abbildung 40: Modifikation von Mefenaminsäure 

Die Abbildung zeigt A) Substanzname und die dazugehörige Struktur und B) die Ergebnisse der funktionellen 
Analyse des TAS2R14 mit 3 Konzentration [µM] der jeweiligen Substanz. * Signal nach Abzug des 
unspezifisches Signals in den nicht-transfizierten Zellen, reale Signalhöhe und TAS2R14-unabhäniges Signal 
können mathematisch nicht zuverlässig getrennt werden, somit ist die tatsächliche rezeptorspezifische 
Signalhöhe nicht genau bestimmbar. 
 

Mefenaminhexylester (M2) und Mefenamindeclyester (M4) tragen zwei zusätzliche 

unterschiedlich lange, aliphatische Seitenketten an der Carboxylgruppe. Da M2 bei allen 

gemessenen Konzentrationen ein unspezifisches Signal in den nicht-transfizierten Zellen 

zeigte, konnte es zwar als Agonist identifiziert werden, aber direkte Rückschlüsse auf die 

Höhe der Aktivierung sind nicht möglich. M4 konnte den TAS2R14 schlechter aktivieren als 
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M3 und zeigte erst bei 100 µM eine signifikante Aktivierung. Ein Dimethylamin an dieser 

Position wie bei M5 führt zu einem sehr kleinen Signal bei der Konzentration 30 µM.  

Oft werden Wirkstoffe auch in Kombination mit Mefenaminsäure gegeben, daher wurden der 

gerinnungsfördernd Wirkstoff Tranexamin (M6) und der ebenfalls schmerzlindernde 

Wirkstoff Paracetamol (M7) mit Mefenaminsäure verknüpft und auf die Aktivierung des 

TAS2R14s geprüft. Beide Substanzen M6 und M7 zeigen eine geringere Aktivierung und 

somit lässt sich eine Reduktion des Bittergeschmacks vermuten. Die tatsächliche Reduktion 

des Bittergeschmacks müsste allerdings auch bei den anderen Bitterrezeptoren im 

funktionellen Experiment untersucht werden und final in sensorischen Tests überprüft 

werden. 

 

Abbildung 41: Modifikation von Diclofenac 

Die Abbildung zeigt A) Substanzname und die dazugehörige Struktur und B) die Ergebnisse der funktionellen 
Analyse des TAS2R14 mit 3 Konzentration [µM] der jeweiligen Substanz.  
 

Des Weiteren stellte sich die Frage, ob die Übertragung von gleichen Modifikationen bei 

ähnlichen Agonisten des TAS2R14 sich in gleicher Art und Weise auswirken. Zur 

Beantwortung dieser Fragestellung wurde Diclofenac, wie Mefenaminsäure, ebenfalls mit 

einem Hexyl- (D2) und einem Benzylrest (D3) verestert (Abbildung 41). Bei den Diclofenac-
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Derivaten zeigt sich eine starke Reduktion für Diclofenachexylester (D2) und bei der 

Modifikation mit einem zusätzlichen Benzylrest an der Carboxylgruppe 

(Diclofenacbenzylester, D3) konnte der TAS2R14 nicht mehr aktiviert werden (Abbildung 

41). Die Verknüpfung von Diclofenac und Tranexamsäure aktiviert den Rezeptor TAS2R14 

bei einer Konzentration von 10µM wie die Ausgangssubstanz Diclofenac.  

Daraus ergibt sich, dass die gleichen Modifikationen an einem weniger potenten Agonisten zu 

einer deutlicheren stärkeren Änderung der Aktivierung des TAS2R14 führen können. 

Da die Funktionsanalyse der heterolog exprimierten Bitterrezeptoren keine Rückschlüsse auf 

die Bindeaktivität von Substanzen in der Bindungstasche zulässt, sondern nur die 

Rezeptoraktivierung zeigt, wurde die Substanz D3 in einem weiteren Experiment untersucht. 

Dazu wurde die Substanz D3 mit dem Agonisten Aristolochiasäure gemischt und sowohl das 

Substanzgemisch als auch Aristolochiasäure allein auf die Aktivierung des TAS2R14 getestet. 

Da beide Testlösungen eine gleichstarke Aktivierung des Rezeptors zeigten, lässt sich daraus 

schließen, dass das Diclofenac-Derivat D3 nicht in die Bindungstasche passt und somit nicht 

als Konkurrenz zur Aristolochiasäure auftritt. 

 

 

Abbildung 42: Modifikation von Benzoin 

Die Abbildung zeigt A) Substanzname und die dazugehörige Struktur und B) die Ergebnisse der funktionellen 
Analyse des TAS2R14 mit 3 Konzentration [µM] der jeweiligen Substanz. 
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Zur Bestätigung der Beobachtungen wurde Benzoin modifiziert (Abbildung 42). Benzoin 

kann aus Pflanzen gewonnen werden und stellt ein sehr einfaches, aromatisches 

Hydroxyketon darstellt. Wie Diclofenac ist Benzoin ein partieller Agonist jedoch mit einer 

geringeren Potenz. Überraschenderweise, kann das modifizierte Benzoin mit der aliphatischen 

Kohlenstoffwasserstoffkette (B2) bzw. mit dem aromatischen Benzylrest (B3) den TAS2R14 

schon bei einer 10fach geringeren Konzentration aktivieren.  

 

Dieselben Modifikationen mit einer zusätzlichen Hexylgruppe oder mit einem Phenylring, 

führten bei den potenten Agonisten, Mefenaminsäure (Abbildung 40) und Diclofenac 

(Abbildung 41), zu stärkeren Beeinträchtigungen bis zum Verlust der TAS2R14-Aktivierung. 

So verschieden wie die Aktivierungspotentiale der einzelnen Agonisten sind, wirken sich 

auch gleichartige Modifikationen an verschiedene Agonisten sehr unterschiedlich aus.  

Diese Daten weisen auf unterschiedliche Bindungsmodi hin, welche durch in silico Analyse 

der Arbeitsgruppe von Masha Niv untermauert wurden (Karaman et al., 2016). Dabei zeigen 

sich π-π-Interaktionen zwischen Mefenaminsäure und den Aminosäureresten an den 

Positionen H943.37
, F1865.46 und F2436.51 sowie eine Wasserstoffbrückenbindung mit N933.36 

und Q2667.39(Abbildung 43A). 

 

A 

 

B C 
 

 

Abbildung 43: 2D-Darstellung der Interaktion von Mefenaminsäure, Diclofenac und Benzoin 

mit den Aminosäureresten des TAS2R14 

Dargestellt sind die Agonisten (A) Mefenaminsäure, (B) Diclofenac und (C) Benzoin in der Bindungstasche des 
TAS2R14. Die polaren Aminosäuren sind in cyan und die hydrophoben Aminosäure in grün gekennzeichnet.  
(Karaman et al., 2016, Abbildung 5A-C) 
 
 

Bei Diclofenac interagiert die Carboxylgruppe mit der Position N933.36(Abbildung 43B). Die 

Position H943.37 hat sowohl hydrophobe als auch polare Interaktionen zum Ligand. Jedoch 

gibt es keine Interaktion zur den Positionen F1865.46 und Q2667.39. 
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Benzoin interagiert mit N933.36 über eine Wasserstoffbrückenbindung und über aromatische 

Interaktionen mit W893.32 und F2476.55(Abbildung 43C). 

 

 

Modifikation von Medikamenten zur Herstellung von nicht bzw. weniger bitteren 

Prodrogen 

Bei den ausgewählten Substanzen führen die Modifikationen oft zu einer Verbesserung der 

Aktivierung des TAS2R14. Als potentielle Prodroge kommt daher nur das Diclofenac-Derivat 

D2 in Frage, welches selbst den TAS2R14 nicht aktivieren kann. Des Weiteren zeigen die 

Mefenamin-Derivate M5 und M6, welche aus zwei Wirkstoffen mit ähnlicher Wirkung 

zusammengesetzt sind, experimentell eine geringe Aktivierung des Rezeptors TAS2R14. Um 

jedoch endgültige Schlüsse zu ziehen, müsste man die Aktivierbarkeit aller TAS2R testen, die 

Eigenschaften zur pH-abhängige Hydrolyse messen und letztlich sensorische Tests zur 

endgültigen, geschmacklichen Bestimmung. Da das Auffinden von Prodrogen nicht 

Gegenstand meiner Untersuchungen war, habe ich dieses nicht weiter untersucht. 
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4. Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Bitterrezeptor TAS2R14 auf seine Struktur- und 

Funktionsbeziehung hin unter Verwendung zweier Herangehensweisen untersucht: Einerseits 

wurde die Bindungstasche charakterisiert, indem potentielle Interaktionspositionen in der 

Bindungstasche basierend auf einem Homologiemodell des TAS2R14 identifiziert und durch 

funktionelle Analysen untersucht wurden. Hierdurch konnten acht interagierende Positionen 

verifiziert werden (Kapitel: 4.1 - 4.3).  

Anderseits wurde das Ligandenspektrum des TAS2R14 mit Hilfe von Pharmakophormodellen 

sowie durch die Erstellung einer Rangliste der Aktivierungspotenz von 25 gut etablierten 

Agonisten und Derivaten von fünf Agonisten untersucht, um die gemeinsamen 

Agonistenmerkmale aufzudecken (Kapitel: 4.4.1).  

Diese zwei ausgewählten Herangehensweisen haben mir ermöglicht, die zu Beginn dieser 

Arbeit gestellten Fragen zu beantworten: 1) Was sind die Besonderheiten der Bindungstasche 

des Bitterrezeptors TAS2R14 und wie gut ist sie zugänglich?, 2) Wie ist es möglich, dass so 

viele chemisch unterschiedliche Agonisten diesen Rezeptor aktivieren? und 3) Gibt es 

Gemeinsamkeiten und Unterschiede zu anderen TAS2Rs mit breitem Agonistenspektrum? 

  

Eine weitere Frage ergab sich im Laufe der Arbeit, nachdem immer mehr Agonisten mit 

pharmakologischen Wirkungen identifiziert wurden: Hat das Ligandenspektrum des 

TAS2R14 eine besondere Vorhersagekraft für pharmakologische Effekte und kann somit die 

Aktivierbarkeit durch eine Substanz als Indikator für die Identifikation von neuen 

Medikamenten genutzt werden? 

Im nächsten Kapitel möchte ich mit der Beantwortung der Frage zur Lokalisation der 

Bindungstasche beginnen. 

 

 

4.1 Lokalisation der Bindungstasche  

Zur Bestimmung der Lokalisation wurde ein Homologiemodell des TAS2R14 erstellt, um 

Aminosäurereste der potenziellen Bindungstasche des TAS2R14 vorherzusagen. 

Anschließend wurden diese durch funktionelle Analysen auf ihre Bedeutung für die 

Interaktion mit den Agonisten hin untersucht. 

Diese Untersuchungen zeigten das Vorhandensein einer orthosterischen Bindungstasche, 

welche sich zwischen den Transmembrandomänen (TM) III, V, VI und VII befindet. Die 
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Existenz nur einer Bindungstasche sowie die Lage der Bindungstasche wurde bereits bei den 

Bitterrezeptoren TAS2R1 (Dai et al., 2011; Singh et al., 2011; Upadhyaya et al., 2010), 

TAS2R38 (Biarnes et al., 2010; Marchiori et al., 2013), TAS2R46 (Brockhoff et al., 2010) 

und TAS2R10 (Born et al., 2013) sowie bei weiteren GPCRs gezeigt werden (Nygaard et al., 

2009). Beim Rezeptor TAS2R16 konnte ebenfalls die Lokalisation der Bindungstasche 

zwischen den TM III, V und VI nachgewiesen werden, für eine Beteiligung der TM VII 

wurde keinen Hinweis gefunden (Sakurai et al., 2010). 

Nygaard beschreibt zusammenfassend, dass die Bindungstaschen der verschiedenen GPCRs 

eine trichterartige Form haben und mit einem Deckel, welcher aus der zweiten extrazellulären 

Schleife (ECL) gebildet wird, partiell abgedeckt sind. Auch bei den TAS2Rs scheinen die 

extrazellulären Schleifen nicht nur verbindendes Element zu sein, auf das ich im nächsten 

Kapitel eingehen möchte. 

 

 

4.2 Bedeutung der extrazellulären Schleifen von TAS2Rs 

Um die Bedeutung der drei extrazellulären Schleifen (ECLs) beim TAS2R14 für den Zugang 

zur Bindungstasche näher zu charakterisieren, wurden drei Rezeptorchimären des TAS2R14 

mit einzelnen, extrazellulären Schleifen des TAS2R13 und eine weitere Rezeptorchimäre mit 

allen extrazellulären Schleifen und dem N-Terminus des TAS2R13 erstellt. 

Im Vergleich zum TAS2R14-Wildtyp und zu den Rezeptorchimären mit einem Austausch der 

einzelnen ECLs zeigte die Rezeptorchimäre mit dem Austausch der ECL1 die geringste 

Sensitivität für alle Testsubstanzen mit Ausnahme von Santonin, wo die Chimäre mit dem 

Austausch des zweiten ECLs die geringste Sensitivität aufwies.  

Das Ergebnis der Analyse der Austausche einzelner ECL passt zu der Vermutung von 

Brockhoff et al. 2010, dass die Position E70 der ersten ECL für die „Zugangskontrolle“ für 

Substanzen in die Bindungstasche wichtig ist (Brockhoff et al., 2010). Sandal und Kollegen 

identifizierten die ECL-Position E70 als Teil einer vestibulären Bindungsstelle des TAS2R46 

(Sandal et al., 2015). Die extrazellulären Schleifen der Bitterrezeptoren sind in ihrer 

Aminosäuresequenz sehr variabel (Meyerhof et al., 2005b), so ist auch die Position E70 des 

TAS2R46 ist nicht konserviert innerhalb der TAS2Rs. Im TAS2R14 ist an dieser Stelle ein 

Valin (V) und beim TAS2R13 ein Leucin (L), welches beide unpolare Aminosäuren sind und 

somit stark von den Eigenschaften der Glutaminsäure des TAS2R46 abweichen. 

Möglicherweise ist dies ein Grund für das spezifische Agonistenspektrum der verschiedenen 

Bitterrezeptoren.  
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Bei der Untersuchung der zweiten extrazellulären Schleifen war auffällig, dass die Chimäre 

des TAS2R13 mit der zweiten ECL des TAS2R14 den stärksten, statistisch signifikanten 

Rückgang der Expressionseffizenz mit 0,6 ± 0,6 % verglichen mit dem Wildtyp TAS2R13 mit 

4,9 ± 2,0 % und Wildtyp TAS2R14 mit 14,4 ± 3,4 % hat. Dieses könnte im Zusammenhang 

mit dem Motiv für die Aspapagin (N)-Glykosylierungsstellen in TAS2Rs stehen (Reichling et 

al., 2008). Bei GPCRs wurde gezeigt, dass die Glykosylierung einen Einfluss auf den 

Transport und die richtige Faltung haben (β2-adrenerger Rezeptor (Rands et al., 1990), Type-

1 Angiotensin II Rezeptor (AT1aR) (Shukla et al., 2006), Follikel-stimulierender 

Hormonrezeptor (FSHR) (Davis et al., 1995). 

Im Rezeptor TAS2R14 handelt es sich um die Positionen N162 und N171, welche im 

Aminosäuresequenz-Alignment (siehe Anhang: 10.8) im TAS2R13 den 

Aminosäurenpositionen T164 und D171 entsprechen. Da die Sequenzen innerhalb der ECLs 

sehr unterschiedlich sind, kann kein eindeutiger Zusammenhang zwischen den Positionen 

hergestellt werden. Als N-Glycosylierungsstellen könnten im TAS2R13 die Position N162 

und N166 in Frage kommen. Interessanterweise, hat der umgekehrte Austausch, TAS2R14 

mit dem zweiten ECL des TAS2R13, eine Expressionseffizenz von 11,5 ± 1,0 % und ist 

statistisch gleich mit dem TAS2R14-Wildtyp.  

Bei dem Austausch des ECL3 konnte eine Verschlechterung der Aktivierung (also 

Verringerung der Maximalamplitude) durch vier Testsubstanzen (Aristolochiasäure, 

Flufenaminsäure, Pikrotoxinin und Santonin) festgestellt werden. Nur bei der Aktivierung 

durch Parthenolid kam es zu einer Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve, ein 

Verhalten, das den Eigenschaften der Chimäre des ECL1-Austausches ähnlich war. 

 

Die Analysen der TAS2R14-Rezeptorchimäre mit allen extrazellulären Bereichen des 

TAS2R13 (TAS2R14_NTerm_ECL123) zeigte bei allen Testsubstanzen die stärkste 

Rechtsverschiebung verglichen mit den Chimären mit Austausch der einzelnen ECLs sowie 

zum TAS2R14 Wildtyp. Des Weiteren ist der Einfluss auf die Rezeptoraktivierung durch die 

modifizierten ECLs agonistenspezifisch, so kann z.B. Aristolochiasäure die Rezeptorchimäre 

mit allen TAS2R13-ECLs mit einem höheren Schwellenwert, aber gleicher 

Maximalamplitude verglichen zum Wildtyp-TAS2R14 aktivieren. Somit scheinen die 

TAS2R13-ECLs den Zugang zur Bindungstasche zu erschweren. 

Während dessen kann die kleinere Substanz Parthenolid diese Rezeptorchimäre nur gering 

mit 13 % bei der höchsten messbaren Konzentration verglichen zum Wildtyp-TAS2R14 

aktivieren. Die Dosis-Wirkungs-Kurve zeigt keine Sättigung, so dass der EC50-Wert nicht 

bestimmbar war. Dabei könnte Parthenolid mit den extrazellulären Schleifen des TAS2R13 
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möglicherweise eine Interaktionsmöglichkeit fehlen, oder sie könnten eine störende 

Eigenschaft für Parthenolid aufweisen und somit den Zugang in die Bindungstasche sehr stark 

erschweren. 

 

Der Austausch der extrazellulären Schleifen allein reicht nicht aus, um den TAS2R14 durch 

den TAS2R13-Agonisten Denatoniumbenzoat zu aktivieren. Prolin et al. gelang durch 

Übertragung der extrazellulären Schleifen die Aktivierung der TAS2R31-Chimäre mit den 

ECLs 1 und 2 des TAS2R43 durch den TAS2R43-Agonist 6-Nitrosaccharin (Pronin et al., 

2004). Für das Gelingen der Übertragung der Aktivierbarkeit durch TAS2R43-Agonist 6-

Nitrosaccharin können zwei Gründe aufgeführt werden. Erstens, die beiden Rezeptoren sind 

mit 89,3% ähnlicher als TAS2R13 zu TAS2R14 und daher besteht eine größere funktionelle 

und strukturelle Ähnlichkeit der Bindungstaschen. Dadurch könnte es ausreichen die 

extrazellulären Bereiche der beiden Rezeptoren auszutauschen, um die Aktivierbarkeit durch 

den TAS2R43-Agonist zu übertragen. Zweitens, die Bereiche des Sequenzaustausches 

wurden zu groß gewählt und somit wurden wichtige interagierende Anteile der 

Bindungstasche mit ausgetauscht.  

Nach genauer Prüfung der ausgetauschten Sequenzabschnitte zeigte sich, dass Pronin et al. 

den Bereich für die ECL1 (73 -96 AS) und ECL2 (150 - 184) größer gewählt haben und somit 

möglicherweise ein Teil der Bindungstasche selbst mit ausgetauscht wurde. In diesem Bereich 

befinden sich die Positionen 3.29 (TAS2R14 T86) 3.33 (TAS2R14 T90) und 3.36 (TAS2R14 

N93), welche im TAS2R14 laut dieser Arbeit zur Bindungstasche gehören und auf die im 

nächsten Kapitel näher eingegangen wird. 

 

 

4.3 Charakterisierung des TAS2R14 und seiner Bindungstasche 

Die Untersuchung der Struktur- und Funktionsbeziehungen des TAS2R14 wurde durch 

gezielte Rezeptormodifikationen mit der PCR-basierten Mutagenese und anschließender 

funktioneller Analyse unter Verwendung eines heterologen Expressionssystems durchgeführt. 

Dabei gelang die Identifizierung von acht Positionen (T863.29, W893.32, T903.33, N933.36, 

F1865.46, F2436.51, F2476.55 und Q2667.39), welche in der Bindungstasche mit den 

Testsubstanzen interagieren können. 

Diese Interaktionen sind alle agonistenspezifisch, d. h. es zeigte sich bei einigen Agonisten 

nicht zu jeder dieser Positionen eine Interaktion.  
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Abbildung 44: Docking-Modell von allen Testsubstanzen 

Die Abbildung zeigt den Bitterrezeptor TAS2R14 als Säulenmodell (grau) mit wichtigen Aminosäuren (gelb) der 
Bindungstasche. In der Bindungstasche sind die 7 getesteten Agonisten (Aristolochiasäure (grün), 
Flufenaminsäure (orange), Pikrotoxinin (gelb), Santonin (magenta), Parthenolid (rot), Thujon (cyan) und 
Genistein (lila)) dargestellt. 
 

 

Das Ergebnis spiegelt sich auch in den Docking-Modellen wieder (siehe Ergebnisteil, 

Abbildungen 24 – 28, 30 und 31) und ist in der Abbildung 44 zusammenfassend dargestellt. 

Die Agonisten liegen teilweise mit sehr unterschiedlichen Ausrichtungen in der 

Bindungstasche. Besonders anschaulich konnte dies für die drei Sesquiterpenlactonen 

(Pikrotoxinin, Santonin und Parthenolid) gezeigt werden, welche mit dem doppeltgebundenen 

Sauerstoff des Laktonrings zu verschiedenen Aminosäuren in der Bindungstasche 

ausgerichtet sind (siehe Ergebnisteil, Abbildung 29). 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich die Natur der Interaktion unterscheidet, je 

nachdem welcher Agonist involviert ist. Bei der Aktivierung des TAS2R14 durch 

Aristolochiasäure und Flufenaminsäure beispielsweise lassen die Untersuchungen der 

verschiedenen TAS2R14 Punktmutanten auf eine π-Elektronen-Interaktion zwischen den 

Agonisten und dem Phenylring der Aminosäure F2476.55 schließen. Pikrotoxinin, Thujon, 

Santonin und Genistein aktivieren den Rezeptor mit Valin (unpolar) an dieser Position ähnlich 

wie den Wildtyp oder sogar besser. Daher kann man in diesem Fall von einer hydrophoben 

Interaktion ausgehen. Parthenolid hingegen aktiviert die Alanin-Mutante wie den Wildtyp, 

daraus lässt sich schließen, dass keine Interaktion mit dieser Position stattfindet.  
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Solch eine agonistenspezifische Interaktion konnte sowohl bei TAS2R14 an der Position 

T863.29, als auch bei TAS2R10 an der homologen Position S853.29 gezeigt werden (Born et al., 

2013). Die funktionellen Analysen mit Santonin und Pikrotoxinin lieferten den Hinweis, dass 

diese Agonisten mit der Hydroxylgruppe über eine Wasserstoffbrückenbindung mit dem Rest 

T863.29 im Rezeptor TAS2R14 interagieren. Beim TAS2R10 konnte eine Interaktion zu 

Strychnin und Denatoniumbenzoat in den funktionellen Analysen festgestellt werden (Born et 

al., 2013). Innerhalb der GPCRs wurde die Position nur noch beim Purinorezeptor P2Y1 

(R1283.29) im Zusammenhang mit der Aktivierung durch den Agonisten 2-methylthio-ATP 

erwähnt (Jiang et al., 1997). Das Serin im TAS2R10 und das Threonin im TAS2R14 sind bis 

auf eine zusätzliche Methylgruppe beim Threonin und dem polaren Charakter sehr ähnlich, 

jedoch unterscheidet sich die basische Aminosäure Arginin des Purinorezeptors P2Y1 sowohl 

in ihrer Größe als auch von ihren Eigenschaften. Im Aminosäuresequenz-Alignment (siehe 

Anhang: 10.8) zeigt sich keine hohe Konservierung der Aminosäuren an der Position 3.29. 

Nur 12 der 25 humanen Bitterrezeptoren tragen eine Aminosäure mit einer Hydroxylgruppe. 

Diese Position scheint sehr rezeptorspezifisch zu sein und ein Grund für das jeweilig 

angepasste Agonistenspektrum.  

Eine weitere Position Q2667.39 konnte auch im TAS2R46 (E2657.39) als wichtige Position in 

der Bindungstasche identifiziert und bestätigt werden. Im TAS2R10 konnte die punktmutierte 

Rezeptorvariante an der homologen Position M2637.39 nicht mehr aktiviert werden, wodurch 

unklar bleibt, ob die Position für die Interaktion benötigt wird oder ob die Mutation an sich 

den Rezeptor beispielsweise bei der korrekten Faltung gestört hat.  

Beim TAS2R14 konnten alle punktmutierten Rezeptorvarianten der Position Q2667.39 durch 

alle Testsubstanzen aktiviert werden, so dass auf eine korrekte Faltung geschlossen werden 

kann. Dabei konnte man die verschlechterte Aktivierbarkeit einzelner Punktmutanten direkt in 

funktionellen Zusammenhang mit der Interaktion zu der Position bringen. Daher sprechen die 

funktionellen Daten für eine Interaktion zwischen der Position Q2667.39 und den Substanzen 

Pikrotoxinin, Thujon und Santonin. Nach der Erkenntnis über die Bedeutung der homologen 

Position beim TAS2R14 und -R46, kann nun davon ausgegangen werden, dass auch im 

TAS2R10 diese Position für die Interaktion der Agonisten von hoher Bedeutung und dass die 

Wahrscheinlichkeit einer Fehlfaltung gering ist. 

Um die Lokalisation und die Gestalt der Bindungstasche zu bestätigen, sollte das 

Agonistenspektrum des TAS2R14 auf den TAS2R13 übertragen werden, wie beispielsweise 

zwischen den Rezeptoren TAS2R31 und -R46 (Brockhoff et al., 2010). Gleichzeitig sollte der 

strukturelle Unterschied zwischen breiten und eng eingestellten Rezeptoren heraus gearbeitet 

werden. Um dies zu erreichen, wurden wichtige Aminosäuren der Bindungstasche des 
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TAS2R14 durch Punktmutation im TAS2R13 verändert. Wie erwartet verlor der TAS2R13 

die Aktivierbarkeit durch die TAS2R13-Agonisten. Jedoch gelang die Aktivierung der 

TAS2R13 durch TAS2R14-Agonisten nicht. Da die Aminosäuresequenz des TAS2R13 und -

R14 nur 46,7% Ähnlichkeit besitzen, müssen möglicherweise noch essenziellen 

Aminosäurepositionen im Rezeptor TAS2R13 verändert werden, um die Funktion des 

TAS2R14 zu übertragen. 

Während der laufenden Untersuchungen zeigte sich, dass die Bindungstasche des TAS2R14 

sehr stabil gegenüber den Rezeptormodifikationen an den Positionen 2.61 (TAS2R14 W66), 

3.32 (TAS2R14 W89), 3.36 (TAS2R14 N93) und 3.37 (TAS2R14 H94) ist, ein Befund, der 

im nächsten Unterkapitel diskutiert wird (Kapitel: 4.3.1). 

 

4.3.1 Stabilität der TAS2R14-Funktion gegenüber Rezeptormodifikationen 

Vergleicht man die Analysen der Bindungstaschen der verschiedenen Rezeptoren, so ist 

auffällig, dass die Punktmutagenese der homologen Positionen 2.61 (TAS2R14 W66), 3.32 

(TAS2R14 W89), 3.36 (TAS2R14 N93) und 3.37 (TAS2R14 H94) häufig zum 

Funktionsverlust der Bitterrezeptoren führten (Born et al., 2013; Brockhoff et al., 2010; 

Sakurai et al., 2010).  

Beim TAS2R10 zeigten die Rezeptormutanten an den Positionen W883.32, N923.36 und Q933.37 

keine Aktivierung durch die Testsubstanzen: Strychnin, Parthenolid und Denatoniumbenzoat 

(Born et al., 2013). Beim TAS2R16 mit einer Punktmutation an der Position N893.32 konnte 

dieser durch Salicin nicht mehr aktiviert werden (Sakurai et al., 2010). Der TAS2R46 mit der 

Punktmutation W662.61 war ebenfalls nicht mehr funktionell (Brockhoff et al., 2010).  

Der TAS2R14 mit Punktmutationen an den Positionen W662.61, W893.32, N933.36 und H943.37 

kann jedoch durch mindestens drei Substanzen aktiviert werden und ermöglicht somit 

Rückschlüsse über die funktionelle Bedeutung dieser Positionen. 

Die Messung der Alaninmutante der Position W662.61 zeigt mit allen 7 Testsubstanzen eine 

Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurven, jedoch keinen Verlust der Aktivierbarkeit. 

Interessanterweise konnte durch die beiden Vollagonisten, Aristolochiasäure und 

Flufenaminsäure die statistisch gleiche maximale Amplitude wie bei dem Wildtyp erreicht 

werden. Für Parthenolid war die Maximalamplitude sogar mit 157 % verbessert. Daraus lässt 

sich schlussfolgern, dass diese Aminosäurereste an der Agonistenbindung beteiligt sind, ohne 

dass es zu Problemen bei der Faltung des Moleküls kommt. 

Auch bei der detaillierten Punktmutagenese, die der Alaninmutagenese folgte, war es 

auffällig, dass der Rezeptor seltener Aktivierungsverluste zeigte als beispielsweise der 
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TAS2R10 (Born et al., 2013). Dies kann in der optimierten Anordnung der einzelnen 

Aminosäuren, welche als Interaktionspartner in Frage kommen, oder in der Anzahl der 

potentiellen Interaktionspartner in der Bindungstasche begründet sein. Denkbar sind dabei 

Wasserstoffbrückenbindungen mit π-Akzeptoren oder auch π- π- Stapel innerhalb des 

Rezeptors (Steiner 1998 und 2001; Brandl 2001). 

Innerhalb von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren konnten bereits stabilisierende 

Interaktionen innerhalb der Rezeptoren bei kleinen Bewegungen (Micro-switches) bei der 

Aktivierung identifiziert werden (Nygaard 2009). Dabei zeigten die Aminosäure 

Phenylalanin (F) 5.47 des Rhodopsins mit dem Agonisten und der Aminosäure Tyrosin (Y) 6.51 

eine Stapelbildung und interagieren mit der Aminosäure Tryptophan (W) 6.48 (Cherezov et al., 

2007). Die Untersuchung vom TAS2R14 zeigt eine Interaktion beispielsweise zu Santonin 

mit den Aminosäuren F1865.46 und F2436.51. Eine stabilisierende Interaktion ausgehend von 

dieser Stapelbildung zur Aminosäure Y2406.48 scheint auch hier denkbar, welche durch die 

funktionellen Analysen und daraus resultierenden Abständen der Aminosäuren in den 

Docking-Modellen mit der Möglichkeit der π- Elektronen-Interaktion unterstützt wird.  

In den anderen TAS2Rs, mit Ausnahme von -R3, R8, R13 und -R38, befinden sich an der 

Position 5.46 nur unpolare, aliphatische Aminosäuren, welche keine π-Elektronen-

Interaktionen zur Position 6.48 zur Stabilisierung der Rezeptoren eingehen können (siehe 

Aminosäuresequenz-Alignment im Anhang: 10.8). Somit fehlt den Rezeptoren TAS2R10 und 

-R46 möglicherweise dieser und weitere stabilisierende Effekt, wodurch sich erklären ließe, 

dass beide Rezeptoren bei Punktmutationen einzelner Aminosäure beispielsweise W883.32 

nicht mehr aktiviert werden können (Born et al., 2013; Brockhoff et al., 2010). 

Die Untersuchungen des TAS2R38, welcher an der homologen Position 5.46 ein Tryptophan 

(W) hat, also eine aromatische Gruppe wie der Bitterrezeptor TAS2R14, lässt sich bei einer 

Punktmutation von der homologen Position W993.32 immer noch aktivieren (Biarnes et al., 

2010; Marchiori et al., 2013), welches ein weiteres Indiz für die oben genannte Vermutung 

liefert.  

Die Analysen der Docking-Modelle des TAS2R14 zeigten weiterhin, dass die 

Verschlechterung der Aktivierung der Punktmutanten an der Position W662.61 keine Folge von 

fehlender direkter Interaktion darstellen kann. Die Aminosäure W662.61 scheint über einen π-

Elektronen-Interaktion mit W893.32 in Wechselwirkung zu stehen und somit indirekt die 

Interaktion einiger Agonist zur Aminosäure W893.32 zu stabilisieren.  

Eine aktuelle Publikation des olfaktorischen G-Proteingekoppelten-Rezeptoren, TAAR13c, 

beschrieb die Position 3.32 (TAAR13c D1123.32) als zentralen Bestandteil der 
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Bindungstasche, da fast alle punktmutierten TAAR13c-Rezeptoren an dieser Position die 

Aktivierbarkeit verloren haben (Sharma et al., 2016). 

Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass sich die Stabilisierung des TAS2R14 über solch 

ein optimaleres Wasserstoffnetzwerk ergibt und somit direkt interagierende Aminosäuren 

stabilisiert. Dies gibt jedoch keinen Hinweis darauf, warum der TAS2R14 durch so viele 

Agonisten aktiviert werden kann. Denkbar ist, dass der Rezeptor über eine hohe Flexibilität 

der Anordnung der einzelnen Aminosäurereste besitzt (Kapitel: 4.3.2) und sich daraus das 

große Agonistenspektrum begründen ließe. 

 

4.3.2 Flexibilität der TAS2R14-Bindungstasche 

Der TAS2R14 ist, wie andere Proteine auch, in sich beweglich. Das wurde am Cytochrom c 

untersucht (Baldwin, 1995). Aber wie flexibel ist die Bindungstasche? Ist es möglich, dass 

sich zu große Seitengruppen aus der Bindungstasche herausdrehen und optimalere 

Interaktionsbedingungen für Agonisten schaffen können? Kann somit die Existenz des großen 

Agonistenspektrums des TAS2R14 begründet werden? 

Nach der anfänglichen Annahme, Proteine seien relativ starre Gebilde und deren 

Faltungsprozess liefen immer gleichmäßig ab, kam eine „neue Sichtweise (new view)“ auf 

(Baldwin, 1995). Diese resultierte aus der Entdeckung der verschiedenen Faltungs-

Zwischenstufen mit Hilfe der NMR-Spektroskopie. Des Weiteren entdeckte man, dass 

Proteine generell in wässriger Lösung eine starke Beweglichkeit besitzen. Besonders die 

Aminosäurenseitenketten zeigen eine hohe Mobilität (Cavanagh, 1996; Davis et al., 2006; 

James et al., 2003; Kay, 2005). Tokuriki und Tawfik sprachen von einem „Ensemble von 

alternativen Substrukturen“ (Tokuriki et al., 2009).  

Diese Erkenntnis wurde auch auf die GPCRs übertragen. Preininger et al. fasst die Ergebnisse 

verschiedener Studien, sowohl NMR-Untersuchungen als auch in silico Analysen, zusammen 

und spricht von einer „dynamischen Ligandenbindung“ (Preininger et al., 2013). 

Entscheidend für die Bindungsdynamik scheint hierbei die Zugangsgeschwindigkeit der 

Agonisten zu sein, wodurch eine Änderung der Interaktion zwischen den Aminosäureresten 

innerhalb eines Rezeptors vermutet wird und somit der Rezeptor unterschiedlich stabilisiert 

wird (Lee et al., 2012). 

 

Die Untersuchungen des Bitterrezeptors TAS2R14 zeigten, dass die Interaktion für die 

Substanzen Pikrotoxinin, Santonin und Thujon mit der Position der Q2667.39 wichtig für die 

Aktivierung des Rezeptors ist. Für die Agonisten Aristolochiasäure, Flufenaminsäure, 
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Parthenolid und Genistein an der Position Q2667.39 ist Glutamin nicht notwendig, um den 

Rezeptor mit gleicher Sensitivität und Effektivität zu aktivieren. Eine andere Aminosäure wie 

z. B. Glutaminsäure und Asparagin wirkt hingegen störend auf die Aktivierbarkeit und muss 

sich daher in der Bindungstasche befinden. Daraus lässt sich schließen, dass Aminosäuren mit 

störenden Effekten nicht durch Rotation des Aminosäurerestes aus der Bindungstasche 

gedreht werden können. Auch das Phenylalanin der Position F2436.51 zeigt demnach immer in 

die Bindungstasche. Die Aminosäure wird von Aristolochiasäure, Flufenaminsäure und 

Genistein für die Interaktion nicht gebraucht, ein Tyrosin wirkt sich jedoch ungünstig auf die 

Interaktion aus. 

Daraus lässt sich schließen, dass der Rezeptor nicht flexibel genug ist, um daraufhin das große 

Agonistenspektra zu begründen. Möglicherweise ist es die Gestaltung der Bindungstasche 

selbst, die es erlaubt, dass der Rezeptor TAS2R14 durch so viele verschiedene Substanzen 

aktiviert wird (siehe Kapitel: 4.3.3).  

 

4.3.3 Anpassung der Bindungstasche für die Erkennung von vielen Agonisten 

Der TAS2R14 kann durch sehr viele chemisch unterschiedliche Substanzen aktiviert werden 

und zählt somit zu den Generalisten, ebenso wie der Bitterrezeptor TAS2R10 (Born et al., 

2013). Während der funktionellen Untersuchungen der Punktmutanten war auffällig, dass 

einige Substanzen den punktmutierten Rezeptor mit geringerer Konzentration aktiveren 

konnten im Vergleich zur Aktivierung des Wildtyprezeptors (siehe Alanin-Punktmutagenese 

in der Tabelle 3 

 

Tabelle 3 und die Ergebnisse der weiterführenden Punktmutagenese in der Tabelle 4).  

Diese Verbesserung der Rezeptoraktivierung trat bei 6 untersuchten Positionen der 

Bindungstasche (Position: T863.29, W893.32, I187V5.47, F2476.55, Q2667.39 und 2697.42) mit 

unterschiedlichen Testsubstanzen auf. Beispielsweise konnten die Mutanten T86A und T86S 

durch Parthenolid und T86S durch Thujon mit einer besseren Effizienz als der Wildtyp 

aktiviert werden.  

Somit ist auch beim TAS2R14, wie beim TAS2R10 (Born et al., 2013), die Bindungstasche 

für die Aktivierung durch viele verschiedene Substanzen maßgeschneidert. Dabei ist nicht 

jede Aminosäure der Bindungstasche ideal für alle Agonisten, wodurch die Affinität für 

einzelne Substanzen vermindert ist. 

Interessanterweise konnte diese Entdeckung auch bei dem Austausch der dritten 

extrazellulären Schleife des TAS2R14 gegen die des TAS2R13 beobachtet werden. Dabei 
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verbesserte sich der Zugang für die Substanzen Aristolochiasäure und Santonin 

(Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve). Die Schlussfolgerung daraus ergibt, dass 

nicht jede extrazelluläre Schleife im Zusammenspiel mit den anderen Schleifen optimal für 

einzelne Agonisten abgestimmt ist. Der Rezeptor ist auch bei den Zugangsbedingungen an 

möglichst viele Agonisten angepasst, auch wenn sie für einige Agonisten nicht ganz ideal sind 

(siehe Abbildung 33 und Tabelle 6). 

 

Vergleicht man die einzelnen Substanzen bei der Betrachtung aller untersuchten Positionen 

der Bindungstasche, so fällt auf, dass alle Substanzen außer Santonin mindestens bei einer 

Alanin-Punktmutante eine Linksverschiebung der EC50-Werte aufweisen. Santonin hingegen 

aktiviert die Mutanten zweimal wie der Wildtyp und zeigt in 17 von 19 Fällen eine 

Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve, also eine verschlechterte Sensitivität. Daraus 

lässt sich schließen, dass die Wildtypaminosäuren der Bindungstasche des TAS2R14 für 

Santonin am besten angepasst sind. 

Die zuverlässige geschmackliche Erkennung Santonin oder ähnliche Moleküle könnte bei 

unseren Vorfahren wichtig gewesen sein, um Vergiftungen zu vermeiden. Die Erkennung von 

Santonin ist nicht nur durch den Bitterrezeptor TAS2R14 abgesichert, sondern die Substanz 

kann auch die Rezeptoren TAS2R10 (Born et al., 2013) und TAS2R46 (Brockhoff, 2009) 

aktivieren. Santonin kann aus einer Pflanze namens Wurmsamen (Artemisia santonica) 

gewonnen werden. Heutzutage kommt diese Pflanze in Mittelasien, Kasachstan und 

Kirgisistan, und in China vor (Datenbank: „U.S. National Plant Germplasm System“ 

https://npgsweb.ars-grin.gov/). Möglicherweise war Wurmsamen früher stärker verbreitet, 

was sich durch andere klimatische Bedingungen begründen ließe (Hoek et al., 1997; Holm et 

al., 2014). Denkbar wäre ein Zusammenhang zwischen stärker Ausbreitung von Wurmsamen 

und der Ausbreitungswelle der menschlichen Vorfahren in Richtung Europa vor 50 000 bis 

ca. 40 000 Jahren (Witas et al., 2004). Dabei ist Santonin nur ein Beispiel für viele 

verschiedene Substanzen und nimmt keine Sonderstellung ein. Weitere Agonisten, welche 

alle drei TAS2Rs mit breitem Agonistenspektrum aktivieren (Meyerhof et al., 2010), sind 

einerseits natürlich vorkommende Substanzen, wie Absinthin (ebenfalls aus Artemisia 

Santonica), Arglabin (Artemisia glabella (Adekenov et al., 1982)), Artemorin (Artemisia 

ludoviciana spec.) (Ruiz-Cancino et al., 1993), Chinin (Cinchona pubescens), Cascarillin 

(Croton eluteria (Appendino et al., 2003)), Koffein (Coffea Arabica (Ashihara et al., 1996)), 

Parthenolid (Tanacetum parthenium (Pareek et al., 2011)), Pikrotoxinin (Anamirta cocculus 

(Weikert et al., 2008)), Quassin (Quassia spec. (Mishra et al., 2010)) und andererseits 

synthetisch hergestellte Verbindungen, wie Arborescin (Ando et al., 1982), Azathioprin 
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(Kochergin et al., 1965), Chloropheniramin (Vardanyan et al., 2006) und Diphenidol 

(Lednicer, 2007). Bei den natürlich vorkommenden Substanzen kann, wie bei Santonin, die 

vorliegende Aktivierbarkeit des TAS2R14 evolutionäre Gründe haben. Im Falle der 

synthetisch hergestellten Verbindungen kann dies durch strukturähnliche, natürlich 

vorhandene Substanzen begründet werden. Denkbar ist, dass der Mensch und seine Vorfahren 

im Laufe der Evolution mit vielen neuartigen Substanzen in Kontakt kamen und sich dadurch 

beispielsweise der TASR14 zum Generalist entwickelt hat und somit die Grundlage 

geschaffen wurde, dass der TAS2R14 auch auf neuartig-synthetisch hergestellte 

Verbindungen reagieren kann. 

 

Obwohl der TAS2R14 basierend auf dem 1000-Genom-Projekt drei häufige Haplotypen mit 

unterschiedlicher Verteilung innerhalb der Weltbevölkerung hat, zeigen die drei Haplotypen 

eine gleichstarke Sensitivität gegenüber allen experimentell getesteten TAS2R14-Agonisten 

(mündliche Kommunikation durch Natacha Roudnitzky 2016). Dies liefert einen Hinweis für 

die hohe Bedeutung des TAS2R14 und seiner Agonisten innerhalb der Weltbevölkerung.  

Im Vergleich dazu gibt es beim TAS2R46 unter den drei häufigsten Haplotypen starke 

Unterschiede in der Aktivierbarkeit und in der Verteilung innerhalb der Weltbevölkerung. Der 

zweithäufigste Haplotyp ist sogar eine nichtfunktionelle Variante. 

Dieser Unterschied der Sensitivität der funktionellen TAS2R46-Haplotypen scheint eine 

regionale Anpassung an die Erkennung von weiteren Agonisten zu sein, welche sich beim 

TAS2R14 durch seine hohe Anpassung an die Erkennung von vielen Substanzen evolutionär 

nicht ergeben hat. 

Im folgenden Abschnitt werden die Eigenschaften der Agonisten näher diskutiert und auf die 

Besonderheiten der pharmakologischen Wirkung eingegangen. 

 

4.4 Agonisteneigenschaften der Bitterrezeptoren 

4.4.1 Strukturelle Beschaffenheit der TAS2R14-Agonisten 

Der Bitterrezeptor TAS2R14 kann durch eine Vielzahl von Bittersubstanzen mit einer hohen 

strukturellen Diversität aktiviert werden (Behrens et al., 2004; Meyerhof et al., 2010; Sainz et 

al., 2007) und somit kann er wie beispielsweise der TAS2R10 als Generalist bezeichnet 

werden (Born et al., 2013).  

Zur Aufdeckung möglicher gemeinsamer Merkmale der Agonisten wurden verschiedene 

Pharmakophormodelle, 3D ligandbinde Pharmakophormodelle (LBP-Modell), 3D struktur-
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basierte Modelle (OBP-Modell) und 3D oberflächenbasierte Modelle (SBP-Modell), 

analysiert (Kapitel: 3.2.1). Diese ermöglichten die Vorhersage von weiteren TAS2R14-

Agonisten (Levit & Nowak & Peters, et al; 2014). Die Analysen ergaben, dass die Agonisten 

des TAS2R14 ein Molekulargewicht von 100 bis 600 g/mol aufweisen, 0 -3 aromatische 

Ringe tragen, 2 bis 7 Wasserstoffakzeptoren haben, 0 bis 3 Wasserstoffdonatoren, 0 bis 10 

rotierbare Bindungen und 0 bis 1 Formalladung (Levit & Nowak & Peters, et al; 2014). 

Interessanterweise konnten mit den verschiedenen Modellen unterschiedliche TAS2R14-

Agonisten vorhergesagt werden. Das Agonistenspektrum scheint so divers zu sein, dass ein 

einzelnes Pharmakophormodell diese Vielfalt nicht abdecken kann. Es existieren also mehrere 

Grundstrukturen für TAS2R14-Agonisten. 

Um einen Zusammenhang zwischen Agonistenstruktur und dem pharmakologischen 

Verhalten aufzudecken, wurde die Dosisabhängigkeit der Rezeptoraktivität von 25 Agonisten 

in einer Rangliste zusammengestellt (Tabelle 7). Die Rangliste zeigt, dass Substanzen mit 

aromatischen Ringsystemen eher den TAS2R14 aktivieren als aliphatische Substanzen. Wenn 

Substanzen mit aliphatischer Struktur den TAS2R14 aktivieren, dann weisen sie verzweigte 

Strukturen auf (z.B. Tributyrin oder Triethylcitrat). 

Auffällig war, dass viele Agonisten zur Gruppe der Benzoesäuren gehören. Jedoch spielt es 

eine große Rolle, welche weiteren funktionellen Gruppen bei der Substanz zu finden sind. 

Vergleicht man 3,5-Diiodsalicylsäure mit Natriumbenzoat, so ist auffällig, dass 3,5-

Diiodsalicylsäure mit der zusätzlichen Hydroxylgruppe und den zwei Jodatomen einen 

Schwellenwert von 0,3 µM hat und somit in der Rangliste auf Platz 5 steht. Natriumbenzoat 

hingegen ist mit einem Schwellenwert von 1000 µM auf dem 24ten Platz. Benzoesäuren mit 

weiteren aromatischen Ringen wie Flufenaminsäure und Nifluminsäure sind in der Rangliste 

mit einem kleinen Schwellenwert weit vorn. Entscheidend sind die unterschiedlichen 

funktionellen Gruppen von denen mesomeren Effekte ausgehen, welche einen Einfluss auf die 

Elektronenverteilung haben und somit die Eigenschaften des gesamten Moleküls beeinflussen 

(McNaught et al., 1997).  

Auch bei der Aktivierung des TAS2R46 mit Sesquiterpenlactonen zeigten sich starke 

Unterschiede der Schwellenwerte zwischen 0,03 – 100 µM, je nachdem welche strukturellen 

Anhänge am Grundgerüst vorliegen (Brockhoff et al., 2007). 

 

Um mehr über die funktionellen Auswirkungen von Derivaten der TAS2R14-Agonisten zu 

erfahren, wurden gezielt Strukturveränderungen an den Agonisten angebracht und auf ihre 

Aktivierungseigenschaften untersucht. Dazu wurden von 5 Ausgangsagonisten zwei bis sechs 

Derivate hergestellt (Karaman et al., 2016). Sowohl kleine, als auch größere Veränderungen 
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an den Agonisten des TAS2R14 zeigten nur in zwei Fällen (Coumarin Derivat C2 und 

Diclofenac Derivat D3) einen Aktivierungsverlust. Im Gegenteil konnten die Derivate den 

Rezeptor TAS2R14 oft besser aktivieren. Interessanterweise bietet die Bindungstasche genug 

Raum, um auch größere Modifikationen, wie beispielsweise die Veresterung mit einem 

Benzylrest oder das Anhängen eines Glutamatrests an den TAS2R14-Agonisten zu tolerieren. 

Beispielsweise tragen die großen Anhänge der Guaifenesin-Derivate Guaifenesindimalat (G3) 

und Guaifenesindibenzylether (G6) zur Aktivierung des TAS2R14 schon mit geringerer 

Konzentration verglichen mit der Aktivierung durch die Ausgangssubstanz Guaifenesin bei. 

Betrachtet man die Gesamtheit der getesteten Derivate, so fällt auf, dass meist die 

Aktivierung des TAS2R14 erhalten bleibt und somit die Erkennung von Substanzen auch mit 

kleineren, aber auch größeren Modifikation für den Menschen evolutionär von Bedeutung zu 

sein scheint, so dass auch modifizierte Agonisten als bitter identifiziert werden können. Auf 

die Eigenschaften und mögliche Bedeutungen des menschlichen Bittergeschmacks und die 

möglicherweise hohen Bedeutung des TAS2R14 möchte ich im nächsten Kapitel eingehen. 

 

4.4.2 Pharmakologische Wirkung der TAS2R14-Agonisten 

Im Laufe der Arbeit wurden zu den schon bekannten pharmakologisch wirkenden Agonisten 

(Behrens et al., 2004; Meyerhof et al., 2010) weitere Wirkstoffe als Agonisten des TAS2R14 

identifiziert (Levit & Nowak & Peters, et al; 2014). Zu den Wirkstoffen gehören 

beispielsweise sehr viele Substanzen mit antientzündlicher Wirkung wie Diclofenac (Beck et 

al., 2003) und Psychopharmaka wie Haloperidol (Glick et al., 2001). Des Weiteren konnten 

Substanzen mit antiallergischer Wirkung wie Pemirolast, mit antioxidativer Wirkung wie 

Quercetin und Substanzen mit krebshemmender Wirkung wie Parthenolid (Guzman et al., 

2005) den TAS2R14 aktivieren.  

Diese Feststellung führte zu der Frage, ob der TAS2R14 eine Sonderstellung unter den 

Bitterrezeptoren einnimmt und möglicherweise die Aktivierung des TAS2R14 als Indikator 

zur Vorhersage für pharmakologische Effekte angesehen werden kann. Einerseits könnte der 

Bitterrezeptor TAS2R14 tatsächlich nur zur gustatorischen Wahrnehmung der Substanzen 

dienen oder aber als direktes extraorales Ziel fungieren, das eine pharmakologische Wirkung 

auslöst. Hierzu müsste der TAS2R14 in humanen extraoralen Geweben exprimiert werden, 

was von mehreren Arbeitsgruppen zeitgleich zu meinen Analysen untersucht worden ist. 

Dabei konnte eine hohe Expression im Herzen (Foster et al., 2013), in der Lungenarterie 

(Manson et al., 2014), in den Atemwegen (Deshpande et al., 2010; Robinett et al., 2014; 

Zhang et al., 2013) und im Gehirn (Ansoleaga et al., 2013) nachgewiesen werden. 
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Clark und Kollegen stellten die Hypothese auf, dass extraorale Bitterrezeptoren 

verantwortlich für Nebenwirkungen von Medikamenten sind (Clark et al., 2012). 2015 

veröffentlichten sie, dass Bitterstoffe durch Aktivierung von TAS2Rs in der Schilddrüse den 

basalen und TSH-abhängigen Iod-Ausstrom vermindern (Clark et al., 2015). Die Zugabe von 

Bitterstoffen führte außerdem zu einer verringerten Produktion der Schilddrüsenhormone T3 

und T4, was sich möglicherweise mit dem verminderten Iod-Ausstrom begründen lässt. 

Des Weiteren konnte eine Korrelation zwischen Rezeptorvarianten des TAS2R42 und der 

Serummenge der Schilddrüsenhormone T3 und T4 hergestellt werden (TAS2R42 rs5020531: 

S196F � erhöhte Hormonmenge im Blutserum). Somit zeigten sie, dass die Aktivierung 

durch Bitterstoffe einen direkten Effekt auf physiologische Funktionen des Menschen haben 

kann, jedoch bestand kein Zusammenhang zwischen der Funktion der Schilddrüse und der 

Expression des TAS2R14. 

Ansoleaga wies die Expression im menschlichen Gehirn von TAS2R4, -R5, -R10, -R13, -R14 

und -R50 nach und stellte fest, dass die Expression in gesundem und krankem Gewebe 

unterschiedlich ist (Ansoleaga et al., 2013). Beispielsweise wird der TAS2R14 in der 

Großhirnrinde (zerebraler Cortex) von Parkinson-Patienten mit einer signifikant höheren 

Menge exprimiert. Bei Patienten mit der Creutzfeldt-Jakob (CJD)-Erkrankung zeigte sich eine 

erhöhte Expression von TAS2R14 im frontalen Cortex und bei der CJD Typ MM1 

(homozygot für die Aminosäure Methionin an der Position 129) im Kleinhirn (Cerebellum), 

jedoch nicht bei dem Typ VV2 (homozygot für Valin an der Aminosäureposition 129). 

Diese erhöhte Expression im erkrankten Gewebe könnte hilfreich sein, um das Gewebe durch 

bitter schmeckende, pharmakologisch wirkende Substanzen empfindlich zu machen. Somit 

könnten möglicherweise zellinterne Prozesse in Gang gebracht werden, wodurch in der Zelle 

Reparaturmechanismen aktiviert werden können oder die Apoptose eingeleitet werden 

können, um die defekte Zelle aus dem Gewebe zu entfernen. Die Einleitung der Apoptose in 

Krebszellen durch bitterschmeckende Substanzen, konnte beispielsweise durch Parthenolid 

bei akuter myeloischer Leukämie ausgelöst werden (Guzman et al., 2005). Auch der Extrakt 

der Bittermelone (Momordica charantia), einer bitterschmeckenden Frucht eines 

Kürbisgewächses, konnte eine inhibierende Wirkung auf die Brustkrebszellteilung 

nachgewiesen werden (Ray et al., 2010).  

Viele Krankheiten lösen im erkrankten Organismus Entzündungsprozesse zur Bekämpfung 

der Krankheitsauslöser aus (Calder et al., 2009; Okin et al., 2012). Längerfristige 

Entzündungsprozesse schädigen jedoch das eigene Körpergewebe. Somit könnte die 

Hochregulation der Bitterrezeptoren im erkrankten Gewebe, durch die gekoppelte 
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entzündungssenkende Wirkung beim Verzehr von bitteren Pflanzeninhaltsstoffen, eine 

positive Wirkung auf die Wundheilung und die Heilung von Krankheiten ausgewirkt haben. 

Dieser postitive Effekt könnte während der Kindheit und der Zeit der Geschlechtsreife von 

Tieren positiv ausgewirkt haben und sich somit selektiv während der Evolution 

herausgebildet haben.  

Die jüngst publizierten Untersuchungen wiesen die Expression aller humanen 

Bitterrezeptoren in Leukozyten im Blut nach und die Autoren äußerten die Vermutung, dass 

Bitterstoffe einen Einfluss auf das Immunsystem haben könnten (Malki et al., 2015). 

In den Atemwegen unterscheidet sich die Expression des TAS2R10 und -R14 zwischen nicht-

Asthmatikern und Asthmatikern (Robinett et al., 2014). Da die Inhalation von TAS2R-

Agonisten zu einer Entspannung der glatten Muskulatur führt (Deshpande et al., 2010), 

könnte der Effekt durch eine erhöhte Expression von Bitterrezeptoren positiv verstärkt 

werden.  

Im Herzen ist die Expression des Bitterrezeptors TAS2R14 mehr als doppelt so hoch 

verglichen mit anderen TAS2Rs und erreicht das Expressionsniveau vom β1-Adrenergen-

Rezeptor (ADRB1), welcher durch Adrenalin aktiviert wird und was die Erhöhung der 

Herzfrequenz zur Folge hat (Foster et al., 2013; Foster et al., 2015). Interessanterweise 

unterliegt die Expression des TAS2R14 im Laufe eines Lebens Schwankungen. Dabei ist sie 

bei jungen Erwachsenen (19 - 30 Jahre) fast dreimal so hoch, wie im Herzen von 0 - 18 

jährigen Personen (Foster et al., 2015). Im Alter (50 - 65 Jahre) nimmt die Expression wieder 

um ein Drittel ab. Unterschiede in der Anzahl exprimierter Bitterrezeptoren zwischen Herzen 

von gesunden und kranken Personen konnten nicht beobachtet werden.  

Seifert und Kollegen zeigten, dass es keinen Zusammenhang zwischen Bitterstoffgabe und 

dem Blutdruck bzw. der Herzfrequenz gibt und gingen auf Publikationen ein, welche einen 

Effekt durch die Einnahme von Bitterstoffen begründeten (Seifert et al., 2011). Foster und 

Kollegen hingegen zeigte an präparierten Mäuseherzen (C57/BL6) die Reduktion des 

Druckaufbaus in der linken Herzkammer und den Anstieg des Aorta-Drucks durch Gabe von 

Bitterstoffen (Foster et al., 2014). Dabei bleibt jedoch umstritten, ob die Reaktion, die durch 

die Bitterstoffe ausgelöst wird, tatsächlich durch die TAS2Rs vermittelt wird oder ob dafür 

andere Rezeptoren verantwortlich sind. Beispielsweise aktivieren viele TAS2R14-Agonisten 

auch den hERG- Kaliumkanal im menschlichen Herzen (Levit & Nowak & Peters, et al; 

2014). 

Die benannten Veröffentlichungen lassen vermuten, dass Bitterrezeptoren in einigen 

extraoralen Geweben eine hohe Bedeutung haben, jedoch lässt sich pauschal keine klare 

Sonderstellung des TAS2R14 erkennen. Die Expressionsmenge des TAS2R14 im Herzen 
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lässt zwar auf eine besondere Bedeutung schließen, jedoch lässt sich dies nicht eindeutig in 

einen funktionellen Zusammenhang bringen. Die Frage, ob TAS2R14-Agonisten als Indikator 

für die Identifikation von neuen Medikamenten dienen könnte, kann nicht pauschal 

beantworte werden. Da diese Substanzen oft auch andere Rezeptoren oder Kanäle aktivieren 

und somit die Wahrscheinlichkeit für ungewünschte Nebenwirkungen steigt.  

Das Besondere am TAS2R14 ist die Aufdeckung der hohen Diversität der Agonisten 

(Behrens et al 2004; Levit & Nowak & Peters, et al; 2014), wobei es sich oft um Wirkstoffe 

handelt (Levit & Nowak & Peters, et al; 2014) und Modifikationen von Agonisten oft zu 

neuen Agonisten führt (unpublizierte Daten und Karaman et al., 2106). Sogar die 

Verknüpfung des schmerzlindernden Wirkstoffs Mefenaminsäure mit dem 

gerinnungsfördernden Wirkstoff Tranexamin führt zu einer chemischen Verbindung, die 

immer noch den TAS2R14 aktiviert, wenn auch mit wesentlich geringerer Effizienz.  

Die Charakterisierung der Bindungstasche mit ihren wichtigen, interagierenden (T863.29, 

W893.32, T903.33, N933.36, F1865.46, F2436.51, F2476.55 und Q2667.39) und stabilisierenden 

Aminosäuren (W662.61 und Y2406.48) sowie die Identifikation der großen Bandbreite von 

strukturellen Eigenschaften kann in Zukunft die Vorhersage von Agonisten und Antagonisten 

unterstützen. Dabei gelang es Parallelen zu anderen Bitterrezeptoren zu ziehen. Somit ist 

beispielsweise die Position 3.29 auch beim TAS2R10 (Born et al., 2013) und die Position 

7.39 beim TAS2R46 (Brockhoff et al., 2007) bedeutend für die Interaktion mit den 

Agonisten.  

Die gewonnenen Erkenntnisse über die Eigenschaften des TAS2R14 und seinen Agonisten 

können in Zukunft möglicherweise hilfreich bei der Wirkstoffidentifikation sein. Dazu müsste 

jedoch der Zusammenhang der TAS2Rs und Wirkstoffe weiter untersucht werden. Zusätzlich 

müssten mehr Erkenntnisse über weitere Rezeptoren bzw. Kanäle gesammelt werden, damit 

diese nicht ungewollt Aktivierung werden und somit Nebenwirkungen hervorrufen.  

Des Weiteren können die Erkenntnisse möglicherweise bei der Entwicklung von 

Bitterblockern genutzt werden, um die Wirkstofftoleranz beispielsweise bei Kindern zu 

erhöhen. Somit könnten Medikament für Kinder ohne große Mengen an Zucker oder 

Zuckerersatzstoffe hergestellt werden.  
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5. Zusammenfassung 

Die vorliegende Arbeit konnte die Lage der Bindungstasche zeigen und identifizierte 

Aminosäurepositionen, welche mit den Agonisten interagieren. Des Weiteren wurde die 

Bedeutung der extrazellulären Schleifen untersucht, wodurch die Rolle der ECLs für die 

Zugangskontrolle der TAS2R14-Agonisten aufgedeckt werden konnte. 

Nachdem der TAS2R14 als Generalist identifiziert worden ist (Meyerhof et al., 2010) stellte 

sich die Frage: Wie ist es möglich, dass so viele chemisch unterschiedliche Agonisten diesen 

Rezeptor aktivieren? Die Annahme, dass das große Agonistenspektrum durch eine hohe 

Flexibilität in der Bindungstasche begründet wird, konnte widerlegt werden. Die Seitenketten 

der Aminosäuren in der Bindungstasche können nicht agonistenspezifisch durch Torsion aus 

der Bindungstasche entfernt werden und somit Platz für bessere Interaktion einzelner 

Substanzen schaffen. Die funktionellen Analysen identifizierten agonistenspezifisch 

Interaktion innerhalb der Bindungstasche. 

Aus den Untersuchungen der Agonisten-Derivaten konnte geschlossen werden, dass die 

Bindungstasche sehr geräumig ist, da die Aktivierbarkeit des TAS2R14 trotz großer 

zusätzlicher Anhänge erhalten bleibt mit vielfältigen Möglichkeiten der Interaktion über 

diverse Interaktionsarten. Der Vergleich der finalen Docking-Modelle lagen die sieben 

untersuchten Agonisten (Aristolochiasäure, Flufenaminsäure, Pikrotoxinin, Santonin, 

Parthenolid, Thujon und Genistein) immer zwischen den gleichen Aminosäuren in der 

Bindungstasche. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Ausrichtung der Agonisten in der 

Bindungstasche nicht immer gleich ist, auch wenn die Substanzen zu einer gemeinsamen 

chemischen Klasse angehören. 

Der große Unterschied zu den anderen TAS2Rs liegt in der hohen Aktivierungsstabilität 

gegenüber Punktmutationen. 

Da der TAS2R14 von so vielen Substanzen oft mit pharmakologischer Wirkung aktiviert 

werden kann, kann das erworbene Wissen mit den entstandenen Pharmakophormodellen zur 

Vorhersage von Bitterblocker, off-target Wirkungen oder Prodrogen genutzt werden. 
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6. Summary 

After the TAS2R14 has been identified as a generalist (Meyerhof et al., 2010) the question 

arose: How is it possible that so many chemically different agonists activate this receptor? 

This thesis provides evidence on the location of the TAS2R14 binding pocket and identifies 

amino acid positions, which interact with the various agonists. Furthermore, the importance of 

extracellular loops for the receptor’s agonist access control was investigated. 

The assumption that the broad agonist spectrum is based on high structural flexibility in the 

binding pocket was not confirmed. The side chains of the amino acids in the binding pocket 

are rather immobile and not able move in and out of the pocket depending on the contact 

points required by the individual agonists. 

The functional analysis identified agonist-specific interaction within the binding pocket.  

The study of agonist derivatives with large chemical groups attached to agonist cores revealed 

that the majority of the modified molecules can still activate the TAS2R14 receptor. 

Therefore, it can be concluded that the binding pocket is very spacious allowing multiple 

possibilities for interactions by various kinds of ligands. 

Comparison homology models with docked agonists show that all seven examined agonists 

(aristolochic acid, flufenamic acid, picrotoxinin, santonin, parthenolide, thujone und 

genistein) occupy a common shared binding pocked. However, even if agonists belong to the 

same chemical class, their orientation within the binding pocket can be different. 

 

The high resilience of TAS2R14 activation upon the insertion of point mutations represented 

a striking difference compared to other previously investigated TAS2Rs. Furthermore, as the 

TAS2R14 can be activated by varies considerable number of agonists with profound 

pharmacological effects, the acquired knowledge from pharmacophor models created during 

this thesis can be helpful to predict bitter blockers, off-target effects or prodrugs.
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10. Anhang 

10.1 DNA- und Aminosäure-Sequenz des TAS2R14 und TAS2R13 

 

TAS2R14 taste receptor, type 2, member 14 [ Homo sapiens (human) ] 

Gene ID: 50840, updated on 9-Nov-2014 

 

NCBI Reference Sequence: NM_023922.1   (Chr12/ c10939207-10938254) 

>gi|12965181|ref|NM_023922.1| Homo sapiens taste receptor, type 2, member 14 

(TAS2R14), mRNA 

ATGGGTGGTGTCATAAAGAGCATATTTACATTCGTTTTAATTGTGGAATTTATAATTGGAAATTTAGGAAATAGTTT

CATAGCACTGGTGAACTGTATTGACTGGGTCAAGGGAAGAAAGATCTCTTCGGTTGATCGGATCCTCACTGCTTTGG

CAATCTCTCGAATTAGCCTGGTTTGGTTAATATTCGGAAGCTGGTGTGTGTCTGTGTTTTTCCCAGCTTTATTTGCC

ACTGAAAAAATGTTCAGAATGCTTACTAATATCTGGACAGTGATCAATCATTTTAGTGTCTGGTTAGCTACAGGCCT

CGGTACTTTTTATTTTCTCAAGATAGCCAATTTTTCTAACTCTATTTTTCTCTACCTAAAGTGGAGAGTTAAAAAGG

TGGTTTTGGTGCTGCTTCTTGTGACTTCGGTCTTCTTGTTTTTAAATATTGCACTGATAAACATCCATATAAATGCC

AGTATCAATGGATACAGAAGAAACAAGACTTGCAGTTCTGATTCAAGTAACTTTACACGATTTTCCAGTCTTATTGT

ATTAACCAGCACTGTGTTCATTTTCATACCCTTTACTTTGTCCCTGGCAATGTTTCTTCTCCTCATCTTCTCCATGT

GGAAACATCGCAAGAAGATGCAGCACACTGTCAAAATATCCGGAGACGCCAGCACCAAAGCCCACAGAGGAGTTAAA

AGTGTGATCACTTTCTTCCTACTCTATGCCATTTTCTCTCTGTCTTTTTTCATATCAGTTTGGACCTCTGAAAGGTT

GGAGGAAAATCTAATTATTCTTTCCCAGGTGATGGGAATGGCTTATCCTTCATGTCACTCATGTGTTCTGATTCTTG

GAAACAAGAAGCTGAGACAGGCCTCTCTGTCAGTGCTACTGTGGCTGAGGTACATGTTCAAAGATGGGGAGCCCTCA

GGTCACAAAGAATTTAGAGAATCATCTTGA 
 

TAS2R14 Protein 

UniProtKB/Swiss-Prot: Q9NYV8.1 

M G G V I K S I F T F V L I V E F I I G N L G N S F I A L V N C I D W V K G R 

K I S S V D R I L T A L A I S R I S L V W L I F G S W C V S V F F P A L F A T 

E K M F R M L T N I W T V I N H F S V W L A T G L G T F Y F L K I A N F S N S 

I F L Y L K W R V K K V V L V L L L V T S V F L F L N I A L I N I H I N A S I 

N G Y R R N K T C S S D S S N F T R F S S L I V L T S T V F I F I P F T L S L 

A M F L L L I F S M W K H R K K M Q H T V K I S G D A S T K A H R G V K S V I 

T F F L L Y A I F S L S F F I S V W T S E R L E E N L I I L S Q V M G M A Y P 

S C H S C V L I L G N K K L R Q A S L S V L L W L R Y M F K D G E P S G H K E 

F R E S S 
 

TAS2R13 taste receptor, type 2, member 13 [ Homo sapiens (human) ] 

Gene ID: 50838, updated on 9-Nov-2014 

ATGGAAAGTGCCCTGCCGAGTATCTTCACTCTTGTAATAATTGCAGAATTCATAATTGGGAATTTGAGCAATGGATT

TATAGTACTGATCAACTGCATTGACTGGGTCAGTAAAAGAGAGCTGTCCTCAGTCGATAAACTCCTCATTATCTTGG

CAATCTCCAGAATTGGGCTGATCTGGGAAATATTAGTAAGTTGGTTTTTAGCTCTGCATTATCTAGCCATATTTGTG

TCTGGAACAGGATTAAGAATTATGATTTTTAGCTGGATAGTTTCTAATCACTTCAATCTCTGGCTTGCTACAATCTT

CAGCATCTTTTATTTGCTCAAAATAGCGAGTTTCTCTAGCCCTGCTTTTCTCTATTTGAAGTGGAGAGTAAACAAAG

TGATTCTGATGATACTGCTAGGAACCTTGGTCTTCTTATTTTTAAATCTGATACAAATAAACATGCATATAAAAGAC

TGGCTGGACCGATATGAAAGAAACACAACTTGGAATTTCAGTATGAGTGACTTTGAAACATTTTCAGTGTCGGTCAA

ATTCACTATGACTATGTTCAGTCTAACACCATTTACTGTGGCCTTCATCTCTTTTCTCCTGTTAATTTTCTCCCTGC

AGAAACATCTCCAGAAAATGCAACTCAATTACAAAGGACACAGAGACCCCAGGACCAAGGTCCATACAAATGCCTTG

AAAATTGTGATCTCATTCCTTTTATTCTATGCTAGTTTCTTTCTATGTGTTCTCATATCATGGATTTCTGAGCTGTA

TCAGAGCACAGTGATCTACATGCTTTGTGA 
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TAS2R13 Protein 

M E S A L P S I F T L V I I A E F I I G N L S N G F I V L I N C I D W V S K R 

E L S S V D K L L I I L A I S R I G L I W E I L V S W F L A L H Y L A I F V S 

G T G L R I M I F S W I V S N H F N L W L A T I F S I F Y L L K I A S F S S P 

A F L Y L K W R V N K V I L M I L L G T L V F L F L N L I Q I N M H I K D W L 

D R Y E R N T T W N F S M S D F E T F S V S V K F T M T M F S L T P F T V A F 

I S F L L L I F S L Q K H L Q K M Q L N Y K G H R D P R T K V H T N A L K I V 

I S F L L F Y A S F F L C V L I S W I S E L Y Q S T V I Y M L C E T I G V F S 

P S S H S F L L I L G N A K L R Q A F L L V A A K V W A K R 

10.2 Vektorkarte und Klonierungskassette mit Sst3-Epitop und HSV-Epitop 

 

 

Abbildung 45: Vektorkarte des 

pcDNA5 / FRT 

 

Die EcoR1-Schnittstelle (1931) wurde 
durch Punktmutation aus dem Vektor 
pcDNA5/FRT entfernt und wird als 
Vektor pcDNA5FRT PM bezeichnet 
(Bufe et al., 2002). 

AAGCTTGGATCCGCCACCATGGCCGCTGTTACCTATCCTTCATCCGTGCCTACGACCTTGGACCCTGGGA

ATGCATCCTCAGCCTGGCCCCTGGACACGTCCCTGGGGAATGCATCTGCTGGCACTAGCCTGGCAGGACT

GGCTGTCAGTGGCGAATTC 

ATGGGTGGTGTCATAAAGAGCATATTTACATTCGTTTTAATTGTGGAATTTATAATTGGAAATTTAGGAAATAGTTT

CATAGCACTGGTGAACTGTATTGACTGGGTCAAGGGAAGAAAGATCTCTTCGGTTGATCGGATCCTCACTGCTTTGG

CAATCTCTCGAATTAGCCTGGTTTGGTTAATATTCGGAAGCTGGTGTGTGTCTGTGTTTTTCCCAGCTTTATTTGCC

ACTGAAAAAATGTTCAGAATGCTTACTAATATCTGGACAGTGATCAATCATTTTAGTGTCTGGTTAGCTACAGGCCT

CGGTACTTTTTATTTTCTCAAGATAGCCAATTTTTCTAACTCTATTTTTCTCTACCTAAAGTGGAGGGTTAAAAAGG

TGGTTTTGGTGCTGCTTCTTGTGACTTCGGTCTTCTTGTTTTTAAATATTGCACTGATAAACATCCATATAAATGCC

AGTATCAATGGATACAGAAGAAACAAGACTTGCAGTTCTGATTCAAGTAACTTTACACGATTTTCCAGTCTTATTGT

ATTAACCAGCACTGTGTTCATTTTCATACCCTTTACTTTGTCCCTGGCAATGTTTCTTCTCCTCATCTTCTCCATGT

GGAAACATCGCAAGAAGATGCAGCACACTGTCAAAATATCCGGAGACGCCAGCACCAAAGCCCACAGAGGAGTTAAA

AGTGTGATCACTTTCTTCCTACTCTATGCCATTTTCTCTCTGTCTTTTTTCATATCAGTTTGGACCTCTGAAAGGTT

GGAGGAAAATCTAATTATTCTTTCCCAGGTGATGGGAATGGCTTATCCTTCATGTCACTCATGTGTTCTGATTCTTG

GAAACAAGAAGCTGAGACAGGCCTCTCTGTCAGTGCTACTGTGGCTGAGGTACATGTTCAAAGATGGGGAGCCCTCA

GGTCACAAAGAATTTAGAGAATCATCTGGCGGCCGCCAGCCTGAACTCGCTCCTGAAGATCCGGAAGATTAATCTAG

AGGGCCC 
 

Abbildung 46: Klonierungskassette mit dem TAS2R14 Gen 

Die Sequenzen der Enzym-Schnittstellen wurden mit einem Rahmen versehen (HindIII: AAGCTT, EcoRI: 
GAATTC, NotI: GCGGCCGC, ApaI: GGGCCC), der SSTR3_RAT-Epitope-Tag (Teil des Somatostatin Rezeptor 3 
der Ratte (Rattus norvegicus)) wurde in fett gedruckten Buchstaben dargestellt (NCBI: NM_133522.1 (135bp) / 
NP_598206.1 (45AS)) und der HSV-Epitope-Tag (11 AS des Glycoprotein-D-Proteins vom humanen Herpesvirus 
(herpes simplex virus)) unterstrichen und fettgedruckt (UniProtKB/Swiss-Prot: P06476.1). 
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10.3 Mutageneseprimer für die Erzeugung von Mutationen im TAS2R14 

Tabelle 8: Sequenz der Mutageneseprimer 

(Primererstellung und Mutagenese durch *Claudia Deutschmann, **Marta Pratelli oder ***Ulrike Redel) 
 
Position Primername Primersequenz ( 5’ ���� 3’ Richtung)  
CMV CMV-f CGCAAATGGGCGGTAGGCGTG  

BGH 

 

BGH r TAGAAGGCACAGTCGAGG  

W66A TAS2R14_W66A_f GTTAATATTCGGAAGCGCGTGTGTGTC * 
TAS2R14_W66A_r GACACACACGCGCTTCCGAATATTAAC * 

W66F TAS2R14_W66F_f GTTAATATTCGGAAGCTTTTGTGTGTCTG  

TAS2R14_W66F_r CAGACACACAAAAGCTTCCGAATATTAAC  

L85A TAS2R14_L85A_f GTTCAGAATGGCTACTAATATC * 
TAS2R14_L85A_r GATATTAGTAGCCATTCTGAAC * 

T86A TAS2R14_T86A_f GTTCAGATTGCTTGCTAATATCTGGAC * 
TAS2R14_T86A_r GTCCAGATATTAGCAAGCAATCTGAAC * 

T86I TAS2R14_T86I_f GTTCAGAATGCTTATTAATATCTGGACAGTG  

TAS2R14_T86I_r CACTGTCCAGATATTAATAAGCATTCTGAAC  

T86S TAS2R14_T86S_f GTTCAGAATGCTTAGTAATATCTGGACAG  

TAS2R14_T86S_r CTGTCCAGATATTACTAAGCATTCTGAAC  

T86V TAS2R14_T86V_f GTTCAGAATGCTTGTTAATATCTGGACAGTG  

TAS2R14_T86V_r CACTGTCCAGATATTAACAAGCATTCTGAAC  

N87A TAS2R14_N87A_f GAATGCTTACTGCTATCTGGACAG * 
TAS2R14_N87A_r CTGTCCAGATAGCAGTAAGCATTC * 

W89A TAS2R14_W89A_f GAATGCTTACTAATATCGCGACAGTGATCAATC * 
TAS2R14_W89A_r GATTGATCACTGTCGCGATATTAGTAAGCATTC * 

W89F TAS2R14_W89F_f GCTTACTAATATCTTTACAGTGATCAATC  

TAS2R14_W89F_r GATTGATCACTGTAAAGATATTAGTAAGC  

W89Y TAS2R14_W89Y_f GCTTACTAATATCTACACAGTGATCAATC  

TAS2R14_W89Y_r GATTGATCACTGTGTAGATATTAGTAAGC  

T90A TAS2R14_T90A_f GCTTACTAATATCTGGGCAGTGATCAATC * 
TAS2R14_T90A_r GATTGATCACTGCCCAGATATTAGTAAGC * 

T90I TAS2R14_T90I_f CTTACTAATATCTGGATAGTGATCAATCATTTTAG  

TAS2R14_T90I_r CTAAAATGATTGATCACTATCCAGATATTAGTAAG  

N93A TAS2R14_N93A_f GACAGTGATCGCTCATTTTAGTG * 
TAS2R14_N93A_r CACTAAAATGAGCGATCACTGTC * 

N93Q TAS2R14_H94A_f GACAGTGATCCAACATTTTAGTG ** 
TAS2R14_H94A_r CACTAAAATGTTGGATCACTGTC ** 

H94A TAS2R14_H94A_f CTGACAGTGATCAATGCTTTTAGTGTCTG  

TAS2R14_H94A_r CAGACACTAAAAGCATTGATCACTGTCAG  

H94E TAS2R14_H94E_f CAGTGATCAATGAGTTTAGTGTCTG *** 
TAS2R14_H94E_r CAGACACTAAACTCATTGATCACTG *** 

T182A TAS2R14_T182A_f CTTCTCTTAGCCAGCACTGTG ** 
TAS2R14_T182A_r CACAGTGCTGGCTAAGAGAAG ** 

T183A TAS2R14_T183A_f GTATTAACCGCCACTGTGTTC *** 
TAS2R14_T183A_r GAACACAGTGGCGGTTAATAC *** 

F186A TAS2R14_F186A_f CAGCACTGTGGCCATTTTCATAC ** 
TAS2R14_F186A_r GTATGAAAATGGCCACAGTGCTG ** 

F186L TAS2R14_F186L_f CAGCACTGTGTTGATTTTCATACCCTTTAC  

TAS2R14_F186L_r GTAAAGGGTATGAAAATCAACACAGTGCTG  
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Weiterführung der Tabelle 8: 
Position Primername Primersequenz ( 5’ ���� 3’ Richtung)  
F186Y TAS2R14_F186Y_f CAGCACTGTGTACATTTTCATACCCTTTAC  

TAS2R14_F186Y_r GTAAAGGGTATGAAAATGTACACAGTGCTG  

I187A TAS2R14_I187A_f CACTGTGTTCGCTTTCATACC ** 
TAS2R14_I187A_r GGTATGAAAGCGAACACAGTG ** 

I187L TAS2R14_I187L_f CAGCACTGTGTTCTTATTCATACCCTTTAC  

TAS2R14_I187L_r GTAAAGGGTATGAATAAGAACACAGTGCTG  

I187V TAS2R14_I187V_f GCACTGTGTTCGTTTTCATACCCTTTAC  

TAS2R14_I187V_r GTAAAGGGTATGAAAACGAACACAGTGC  

I234S TAS2R14_I234S_f GTTAAAAGTGTGAGCACTTTCTTC *** 
TAS2R14_I234S_r GAAGAAAGTGCTCACACTTTTAAC *** 

A241I TAS2R14_A241I_f CTTCCTACTCTATATCATTTTCTCTCTGTC *** 
TAS2R14_A241I_r GACAGAGAGAAAATGATATAGAGTAGGAAG *** 

Y240A TAS2R14_Y240A_f CTTTCTTCCTACTCGCTGCCATTTTCTCTC  

TAS2R14_Y240A_r GAGAGAAAATGGCAGCGAGTAGGAAGAAAG  

Y240F TAS2R14_Y240F_f CTTTCTTCCTACTCTTTGCCATTTTCTCTCTG  

TAS2R14_Y240F_r CAGAGAGAAAATGGCAAAGAGTAGGAAGAAAG  

F243A TAS2R14_F243A_f CTATGCCATTGCCTCTCTGTC * 
TAS2R14_F243A_r GACAGAGAGGCAATGGCATAG * 

F243Y TAS2R14_F243Y_f CTACTCTATGCCATTTACTCTCTGTCTTTTTTC  

TAS2R14_F243Y_r GAAAAAAGACAGAGAGTAAATGGCATAGAGTAG  

F247A TAS2R14_F247A_f CTCTCTGTCTGCTTTCATATCAGTTTGG * 
TAS2R14_F247A_r CCAAACTGATATGAAAGCAGACAGAGAG * 

F247V TAS2R14_F247V_f CATTTTCTCTCTGTCTGTTTTCATATCAGTTTG  

TAS2R14_F247V_r CAAACTGATATGAAAACAGACAGAGAGAAAATG  

F247Y TAS2R14_F247Y_f CATTTTCTCTCTGTCTTATTTCATATCAGTTTGGAC  

TAS2R14_F247Y_r GTCCAAACTGATATGAAATAAGACAGAGAGAAAATG  

I263A TAS2R14_I263A_f GAAAATCTAATTGCTCTTTCCCAGGTG * 
TAS2R14_I263A_r CACCTGGGAAAGAGCAATTAGATTTTC * 

Q266A TAS2R14_Q266A_f CTAATTATTCTTTCCGCGGTGATGG * 
TAS2R14_Q266A_r CCATCACCGCGGAAAGAATAATTAG * 

Q266E TAS2R14_Q266E_f CTAATTATTCTTTCCGAGGTGATGGGAATG  

TAS2R14_Q266E_r CATTCCCATCACCTCGGAAAGAATAATTAG  

Q266L TAS2R14_Q266L_f CTAATTATTCTTTCCCTGGTGATGGGAATG  

TAS2R14_Q266L_r CATTCCCATCACCAGGGAAAGAATAATTAG  

Q266N TAS2R14_Q266N_f CTAATTATTCTTTCCAACGTGATGGGAATGGC  

TAS2R14_Q266N_r GCCATTCCCATCACGTTGGAAAGAATAATTAG  

G269A TAS2R14_G269A_f CAGGTGATGGCAATGGCTTATC  

TAS2R14_G269A_r GATAAGCCATTGCCATCACCTG  

G269I TAS2R14_G269I_f CTTTCCCAGGTGATGATAATGGCTTATCCTTC  

TAS2R14_G269I_r GAAGGATAAGCCATTATCATCACCTGGGAAAG  

 

10.4 Mutageneseprimer für die Erzeugung von Mutationen im TAS2R13 

Tabelle 9: Sequenz der Mutageneseprimer für die TAS2R13-Mutagenese 

Position Primername Primersequenz ( 5’ ���� 3’ Richtung)  
I 86T 

 

TAS2R13_I86T_for GATTAAGAATTATGACTTTTAGCTGGATAGTTTC  

TAS2R13_I86T_rev GAAACTATCCAGCTAAAAGTCATAATTCTTAATC  

I 90 T 

 

TAS2R13_I90T_for GATTTTTAGCTGGACAGTTTCTAATCACTTC  

TAS2R13_I90T_rev GAAGTGATTAGAAACTGTCCAGCTAAAAATC  

V247F TAS2R13_V247F_f or GTTTCTTTCTATGTTTTCTCATATCATGGATTTC  

TAS2R13_V247F_rev GAAATCCATGATATGAGAAAACATAGAAAGAAAC  

E267Q TAS2R13_E267Q_for CTACATGCTTTGTCAGACGATTGGAGTC  

TAS2R13_E267Q_rev GACTCCAATCGTCTGACAAAGCATGTAG  
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10.5 Primer für den Austausch der extrazellulären Schleifen 

Tabelle 10: Sequenz der Primer für den Austausch von Schleifen im TAS2R14 

Position Primername Primersequenz ( 5’ ���� 3’ Richtung)  

N-terminus TAS2R14_NTerm_f GCTGGGCGAATTCATGGAAAGTGTCATAAAGAGC  

TAS2R14_NTerm_r GCTCTTTATGACACTTTCCATGAATTCGCC  

ECL 1 TAS2R14_ECL1_f TATCTAGCCATATTTGTGTCTGAAAAAATGTTCAGAATG  

TAS2R14_ECL1_r AGACACAAATATGGCTAGATAAAACACAGACACACACCAG  

ECL 2 TAS2R14_ECL2_f CAGTATGAGTGACTTTGAAACATTTTCCAGTCTTATTGTATTAAC  

TAS2R14_ECL2_r CAGCCAGTCTTTTATATGCATGTTTATCAGTGCAATATTTAAAAAC  

ECL 2* 

13er 

Template 

 

TAS2R14_ECL2_M_f ATGCATATAAAAGACTGGCTG  

TAS2R14_ECL2_M_r TGTTTCAAAGTCACTCATACTG  

ECL 3 

(259 Serin) 

TAS2R14_ECL3_f GCTGTATCAGAGCACAGTGCTAATTATTCTTTCCCAGGTG 
TAS2R14_ECL3_r GTGCTCTGATACAGCTCAGACCAAACTGATATGAAAAAAGACAGAG 

 

 

Tabelle 11: Sequenz der Primer für den Austausch von Schleifen im TAS2R13 

Position Primername Primersequenz ( 5’ ���� 3’ Richtung)  

N-terminus TAS2R13_NTerm_f GAATTCATGGGTGGTGCCCTGCCG  

TAS2R13_NTerm_r CGGCAGGGCACCACCCATGAATTC  

ECL 1 TAS2R13_ECL1_f TTCCCAGCTTTATTTGCCACTGGAACAGGATTAAGAATTATG 
TAS2R13_ECL1_r AGTGGCAAATAAAGCTGGGAAATGCAGAGCTAAAAACCAAC 

ECL 2 TAS2R13_ECL2_f CTGATTCAAGTAACTTTACACGATTTTCAGTGTCGGTCAAATTC 
TAS2R13_ECL2_r GATACTGGCATTTATATGGATGTTTATTTGTATCAGATTTAAAAATAAC 

ECL 2* 

14er 

Template 

 

TAS2R13_ECL2_M_f ATCCATATAAATGCCAGTATC 
TAS2R13_ECL2_M_r TCGTGTAAAGTTACTTGAATCAG 

ECL 3 

(259 Serin) 

TAS2R13_ECL3_f CTCTGAAAGGTTGGAGGAAAATATCTACATGCTTTGTGAGAC  

TAS2R13_ECL3_r CCTCCAACCTTTCAGAGGTAATCCATGATATGAGAACACATAG  
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10.6 Mutageneseschema: Austausch der extrazellulären Schleifen 

 

 

 

 

 

Abbildung 47: Mutageneseschema zum Austausch von extrazellulären Schleifen 

Dargestellt sind die methodischen Schritte zur Herstellung der TAS2R14-Chimären mit einzelnen extrazellulären 
Schleifen des TAS2R13 (oben) und der TAS2R14-Chimäre mit allen extrazellulären Schleifen des TAS2R13. 
Angegeben sind die genutzten Templates (dunkelgrau die Wildtyp-Konstrukte und hellgrau bereits hergestellte 
Chimären), das notwendige Primerpaar (hellblau, detailliere Angaben siehe Tabelle 10 und 11) und die Endprodukte 
(weiß, N-term. = N-Terminus, ) 
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Abbildung 48: Mutageneseschema zum Austausch von extrazellulären Schleifen 

Dargestellt sind die methodischen Schritte zur Herstellung der TAS2R14-Chimären mit einzelnen extrazellulären 
Schleifen des TAS2R13 (oben) und der TAS2R14-Chimäre mit allen extrazellulären Schleifen des TAS2R13. 
Angegeben sind die genutzten Templates (dunkelgrau die Wildtyp-Konstrukte und hellgrau bereits hergestellte 
Chimären), das notwendige Primerpaar (hellblau, detailliere Angaben siehe Tabelle 10 und 11) und die Endprodukte 
(weiß, N-term. = N-Terminus, ) 
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10.7 Plattenschema für die funktionellen Rezeptormessungen 

 

 

Abbildung 49: Plattenschemata für Dosis-Wirkungs-Kurven 

Auf jeder Platte wurde der Leervektor (grau) als Negativkontrolle und der Wildtyp (grün) als Positivkontrolle 
mitgemessen. Des Weiteren wurde der C1-Puffer ohne Substanz (Reihe H) auf alle Konstrukte gemessen, um 
mögliche, entstandene Signale vom eigentlichen Signal abziehen zu können. Auf jeder dieser Platten konnten 2 
Rezeptormutanten (rot und gelb) gemessen werden. Je Rezeptormutante wurden mindestens zwei Experimente mit 
Dreifachbestimmung durchgeführt. 
 

 

 

Abbildung 50: Plattenschema für die Messung von Bittersubstanzen 

Alle Testsubstanzen wurden in Dreifachbestimmung in drei Konzentrationen gemessen. Messungen erfolgten auch 
mit dem Leervektor (dunkel grau, grau, hellgrau) und dem Wildtyprezeptor (dunkelgrün, grün und hellgrün). Die 
Messungen wurden mindestens an einem weiteren Messtag wiederholt. Auf jeder Platte wurden auch eine 
Kontrollsubstanz (Leervektor dunkel gelb und Wildtyp gelb) und der C1-Puffer ohne Substanz (Leervektor dunkel 
lila und Wildtyp lila) gemessen. 
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10.8 Aminosäuresequenz-Alignment und X50-Position nach Ballesteros und 

Weinstein 

Das struktur-basierende Aminosäuresequenz-Alignment der humanen Bitterrezeptoren, den 

TAS2R-Familie und weiteren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mit bekannter Kristallstruktur 

wurde in Kooperation mit Anat Levit (The Hebrew University in Israel, Israel) durchgeführt. Die 

Lücken zwischen den Sequenzen wurde so angepasst, dass die größtmögliche, homologe 

Übereinstimmung unter den verschiedenen Proteinen dargestellt wurden konnte. 

Die verwendeten Rezeptoren (PDB-Code in Klammern) mit bekannter Kristallstruktur sind der 

humane M2 Muscarin Acetylcholin Rezeptor mit gebundenem Antagonist 3-Chinuclidinyl-

benzilat (3uon), der Ratten M3 Muscarin Acetylcholin Rezeptor mit gebundenem Tiotropium 

(4daj), der humane Histamin H1 Rezeptor im Komplex mit Doxepin (3rze), der humane β2-

adrenerger Rezeptor mit gebundenem Carazolol (2rh1), der Truthahn β2-adrenerger Rezeptor mit 

dem gebundenen Antagonist (2vt4), der humane Dopamin D3 Rezeptor mit komplexiertem 

Antagonist Eticlopride (3pbl), der humane Adenosin A2A Rezeptor gebundenem Agonist NECA 

(2ydv), der humane Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor mit Antagonist Sphingolipid (3v2w), der 

humane CXCR4 Chemokin Rezeptor komplexiert mit dem Antagonist IT1t (3odu), der Rinder-

Rhodopsin (2i35) und der Tintenfisch Rhodopsin (2z73). 

Bei den meisten Kristallisationsanalysen wurde die intrazellulare Schleife 3 (ICL3) durch T4 

Lysozym-Sequenz ersetzt, um die Stabilität während der Kristallisation zu erhöhen. Somit stand 

die Information der ICL3-Struktur nicht zur Verfügung. 

Im Alignment wurde die konservierteste Position in jeder Transmembrandomäne mit X.50 nach 

Ballesteros und Weinstein markiert (gelb für die TAS2R-Familie und grün für die weiteren 

GPCRs). 
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3UON               1 ---------------------------------------TFEVVFI-VLVAGSLSLVTII 

4DAJ               1 ---------------------------------------IWQVVFI-AFLTGFLALVTII 

3RZE               1 -------------------------------------------MPL-VVVLSTICLVTVG 

2RH1               1 ---------------------------D-----------EVWVVGM-GIVMSLIVLAIVF 

2VT4               1 ----------------------------------------QWEAGM-SLLMALVVLLIVA 

3PBL               1 ---------------------------------------------Y-ALSYCALILAIVF 

2YDV               1 -------------------------IMG--------------SSVY-ITVELAIAVLAIL 

3V2W               1 --------------SDYVNYDIIVRHYNYT-------GKLNISALT-SVVFILICCFIIL 

3ODU               1 -----------------PCFRE---ENA------------NFNKIFLPTIYSIIFLTGIV 

2I35               1 XMNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYY-----LAEPWQFSML-AAYMFLLIMLGFP 

2Z73               1 ------------ETWWYNPSIVVHPHWREFD-----QVPDAVYYSL-GIFIGICGIIGCG 

TAS2R1             1 --------------------------ML-----------ESHLIIY-FLLAVIQFLLGIF 

TAS2R3             1 --------------------------MM-----------GLTEGVF-LILSGTQFTLGIL 

TAS2R4             1 --------------------------ML-----------RLFYFSA-IIASVILNFVGII 

TAS2R5             1 --------------------------ML-----------SAGLGLL-MLVAVVEFLIGLI 

TAS2R7             1 --------------------------MA-----------DKVQTTL-LFLAVGEFSVGIL 

TAS2R8             1 --------------------------MF-----------SPADNIF-IILITGEFILGIL 

TAS2R9             1 --------------------------MP-----------SAIEAIY-IILIAGELTIGIW 

TAS2R10            1 --------------------------ML-----------RVVEGIF-IFVVVSESVFGVL 

TAS2R13            1 --------------------------ME-----------SALPSIF-TLVIIAEFIIGNL 

TAS2R14            1 --------------------------MG-----------GVIKSIF-TFVLIVEFIIGNL 

TAS2R16            1 -------------------------MIP-----------IQLTVFF-MIIYVLESLTIIV 

TAS2R38            1 -----------------MLTLTRIRTVS-----------YEVRSTF-LFISVLEFAVGFL 

TAS2R39            1 ----MLGRCFPPDTKEKQQLRMTKLCDPAES-----ELSPFLITLI-LAVLLAEYLIGII 

TAS2R40            1 -----------------MATVNTDATDKD--------ISKFKVTFT-LVVSGIECITGIL 

TAS2R41            1 --------------------------MQ-----------AALTAFF-VLLFSLLSLLGIA 

TAS2R43            1 --------------------------MI-----------TFLPIIF-SSLVVVTFVIGNF 

TAS2R44            1 --------------------------MT-----------TFIPIIF-SSVVVVLFVIGNF 

TAS2R45            1 --------------------------MI-----------TFLPIIF-SILVVVTFVIGNF 

TAS2R46            1 --------------------------MI-----------TFLPIIF-SILIVVTFVIGNF 

TAS2R47            1 --------------------------MI-----------TFLPIIF-SILIVVIFVIGNF 

TAS2R48            1 --------------------------MM-----------CFLLIIS-SILVVFAFVLGNV 

TAS2R49            1 --------------------------MM-----------SFLHIVF-SILVVVAFILGNF 

TAS2R50            1 --------------------------MI-----------TFLYIFF-SILIMVLFVLGNF 

TAS2R55            1 --------------------------MA-----------TELDKIF-LILAIAEFIISML 

TAS2R56            1 --------------------------MNGDHMVLGSSVTDKKAIIL-VTILLLLRLVAIA 
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1.50                                                                       2.50 

 ↓                               ↓ 

3UON              21 GNILVMVSIKVN---RHLQ-TVNNYFLFSLACADLIIGVFSMNLYTLYTVIGYWP-LGPV 

4DAJ              21 GNILVIVAFKVN---KQLK-TVNNYFLLSLACADLIIGVISMNLFTTYIIMNRWA-LGNL 

3RZE              17 LNLLVLYAVRSE---RKLH-TVGNLYIVSLSVADLIVGAVVMPMNILYLLMSKWS-LGRP 

2RH1              22 GNVLVITAIAKF---ERLQ-TVTNYFITSLACADLVMGLAVVPFGAAHILMKMWT-FGNF 

2VT4              20 GNVLVIAAIGST---QRLQ-TLTNLFITSLACADLVVGLLVVPFGATLVVRGTWL-WGSF 

3PBL              15 GNGLVCMAVLKE---RALQ-TTTNYLVVSLAVADLLVATLVMPWVVYLEVTGGVWNFSRI 

2YDV              21 GNVLVCWAVWLN---SNLQ-NVTNYFVVSAAAADILVGVLAIPFAIAIST--GFC-AACH 

3V2W              39 ENIFVLLTIWKT---KKFH-RPMYYFIGNLALSDLLAGV-AYTANLLLSGATTYK-LTPA 

3ODU              29 GNGLVILVMGYQK---KLR-SMTDKYRLHLSVADLLFVI-TLPFWAVDAVA-NWY-FGNF 

2I35              55 INFLTLYVTVQH---KKLR-TPLNYILLNLAVADLFMVFGGFTTTLYTSLHGYFV-FGPT 

2Z73              43 GNGIVIYLFTK----TKSLQTPANMFIINLAFSDFTFSLVNGFPLMTISCFLKKWIFGFA 

TAS2R1            23 TNGIIVVVNGIDLIKHRKM-APLDLLLSCLAVSRIFLQLFIFYVNVIVIFFIEF-----I 

TAS2R3            23 VNCFIELVNGSSWFKTKRM-SLSDFIITTLALLRIILLCIILTDSFLIEFSPNTH-DSGI 

TAS2R4            23 MNLFITVVNCKTWVKSHRI-SSSDRILFSLGITRFLMLGLFLVNTIYFVSSNTE--RSVY 

TAS2R5            23 GNGSLVVWSFREWIRKFNW-SSYNLIILGLAGCRFLLQWLIILDLSLFPLFQ-----SSR 

TAS2R7            23 GNAFIGLVNCMDWVKKRKI-ASIDLILTSLAISRICLLCVILLDCFILVLYPDVY-ATGK 

TAS2R8            23 GNGYIALVNWIDWIKKKKI-STVDYILTNLVIARICLISVMVVNGIVIVLNPDVY-TKNK 

TAS2R9            23 GNGFIVLVNCIDWLKRRDI-SLIDIILISLAISRICLLCVISLDGFFMLLFPGTY-GNSV 

TAS2R10           23 GNGFIGLVNCIDCAKNKL--STIGFILTGLAISRIFLIWIIITDGFIQIFSPNIY-ASGN 

TAS2R13           23 SNGFIVLINCIDWVSKREL-SSVDKLLIILAISRIGLIWEILVSWFLALHYLAIF-VSGT 

TAS2R14           23 GNSFIALVNCIDWVKGRKI-SSVDRILTALAISRISLVWLIFGSWCVSVFFPALF-ATEK 

TAS2R16           24 QSSLIVAVLGREWLQVRRL-MPVDMILISLGISRFCLQWASMLNNFCSYFNL------NY 

TAS2R38           32 TNAFVFLVNFWDVVKRQAL-SNSDCVLLCLSISRLFLHGLLFLSAIQLTHFQKLSEPLNH 

TAS2R39           51 ANGFIMAIHAAEWVQNKAV-STSGRILVFLSVSRIALQSLMMLEITISSTSLSFY-SEDA 

TAS2R40           35 GSGFITAIYGAEWARGKTL-PTGDRIMLMLSFSRLLLQIWMMLENIFSLLFRIVY-NQNS 

TAS2R41           23 ANGFIVLVLGREWLRYGRL-LPLDMILISLGASRFCLQLVGTVHNFYYSAQKVEY-SGGL 

TAS2R43           23 ANGFIALVNSIESFKRQKI-SFADQILTALAVSRVGLLWVLLLNWYSTVLNPAFN--SVE 

TAS2R44           23 ANGFIALVNSIERVKRQKI-SFADQILTALAVSRVGLLWVLLLNWYSTVFNPAFY--SVE 

TAS2R45           23 ANGFIALVNSTEWVKRQKI-SFADQIVTALAVSRVGLLWVLLLNWYSTVLNPAFC--SVE 

TAS2R46           23 ANGFIALVNSIEWFKRQKI-SFADQILTALAVSRVGLLWVLVLNWYATELNPAFN--SIE 

TAS2R47           23 ANGFIALVNSIEWVKRQKI-SFVDQILTALAVSRVGLLWVLLLHWYATQLNPAFY--SVE 

TAS2R48           23 ANGFIALVNVIDWVNTRKI-SSAEQILTALVVSRIGLLWVMLFLWYATVFNSALY--GLE 

TAS2R49           23 ANGFIALINFIAWVKRQKI-SSADQIIAALAVSRVGLLWVILLHWYSTVLNPTSS--NLK 

TAS2R50           23 ANGFIALVNFIDWVKRKKI-SSADQILTALAVSRIGLLWALLLNWYLTVLNPAFY--SVE 

TAS2R55           23 GNVFIGLVNCSEGIKNQKV-FSADFILTCLAISTIGQLLVILFDSFLVGLASHLY-TTYR 

TAS2R56           34 GNGFITAALGVEWVLRRML-LPCDKLLVSLGASRFCLQSVVMGKTIYVFLHPMAF-PYNP 
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          3.50                                                                    4.50 

↓                               ↓ 

3UON              76 VCDLWLALDYVVSNASVMNLLIISFDRYFCVTKPLT----YPVKRTTKMAGMM-IAAAWV 

4DAJ              76 ACDLWLSIDYVASNASVMNLLVISFDRYFSITRPLT----YRAKRTTKRAGVM-IGLAWV 

3RZE              72 LCLFWLSMDYVASTASIFSVFILCIDRYRSVQQPLR----YLKYRTKTRASAT-ILGAWF 

2RH1              77 WCEFWTSIDVLCVTASIETLCVIAVDRYFAITSPFK----YQSLLTKNKARVI-ILMVWI 

2VT4              75 LCELWTSLDVLCVTASIETLCVIAIDRYLAITSPFR----YQSLMTRARAKVI-ICTVWA 

3PBL              71 CCDVFVTLDVMMCTASIWNLCAISIDRYTAVVMPVHYQ-HGTGQSSCRRVALM-ITAVWV 

2YDV              74 GCLFIACFVLVLTASSIFSLLAIAIDRYIAIRIPLR----YNGLVTGTRAKGI-IAICWV 

3V2W              93 QWFLREGSMFVALSASVFSLLAIAIERYITMLK------------NNFRLFLL-ISACWV 

3ODU              82 LCKAVHVIYTVNLYSSVWILAFISLDRYLAIVHAT-----NSQRPRKLLAEKVVYVGVWI 

2I35             110 GCNLEGFFATLGGEIALWSLVVLAIERYVVVCKPMS-----NFRFGENHAIMG-VAFTWV 

2Z73              99 ACKVYGFIGGIFGFMSIMTMAMISIDRYNVIGRPMAAS----KKMSHRRAFIM-IIFVWL 

TAS2R1            77 MCSANCAILLFINELELWLATWLGVFYCAKVASVRHPLFIWLKMRISKLVPWM-ILGSLL 

TAS2R3            81 IMQIIDVSWTFTNHLSIWLATCLGVLYCLKIASFSHPTFLWLKWRVSRVMVWM-LLGALL 

TAS2R4            80 LSAFFVLCFMFLDSSSVWFVTLLNILYCVKITNFQHSVFLLLKRNISPKIPRL-LLACVL 

TAS2R5            77 WLRYLSIFWVLVSQASLWFATFLSVFYCKKITTFDRPAYLWLKQRAYNLSLWC-LLGYFI 

TAS2R7            81 EMRIIDFFWTLTNHLSIWFATCLSIYYFFKIGNFFHPLFLWMKWRIDRVISWI-LLGCVV 

TAS2R8            81 QQIVIFTFWTFANYLNMWITTCLNVFYFLKIASSSHPLFLWLKWKIDMVVHWI-LLGCFA 

TAS2R9            81 LVSIVNVVWTFANNSSLWFTSCLSIFYLLKIANISHPFFFWLKLKINKVMLAI-LLGSFL 

TAS2R10           80 LIEYISYFWVIGNQSSMWFATSLSIFYFLKIANFSNYIFLWLKSRTNMVLPFM-IVFLLI 

TAS2R13           81 GLRIMIFSWIVSNHFNLWLATIFSIFYLLKIASFSSPAFLYLKWRVNKVILMI-LLGTLV 

TAS2R14           81 MFRMLTNIWTVINHFSVWLATGLGTFYFLKIANFSNSIFLYLKWRVKKVVLVL-LLVTSV 

TAS2R16           77 VLCNLTITWEFFNILTFWLNSLLTVFYCIKVSSFTHHIFLWLRWRILRLFPWI-LLGSLM 

TAS2R38           91 SYQAIIMLWMIANQANLWLAACLSLLYCSKLIRFSHTFLICLASWVSRKISQM-LLGIIL 

TAS2R39          109 VYYAFKISFIFLNFCSLWFAAWLSFFYFVKIANFSYPLFLKLRWRITGLIPWL-LWLSVF 

TAS2R40           93 VYILFKVITVFLNHSNLWFAAWLKVFYCLRIANFNHPLFFLMKRKIIVLMPWL-LRLSVL 

TAS2R41           81 GRQFFHLHWHFLNSATFWFCSWLSVLFCVKIANITHSTFLWLKWRFLGWVPWL-LLGSVL 

TAS2R43           80 VRTTAYNIWAVINHFSNWLATTLSIFYLLKIANFSNFIFLHLKRRVKSVILVM-LLGPLL 

TAS2R44           80 VRTTAYNVWAVTGHFSNWLATSLSIFYLLKIANFSNLIFLHLKRRVKSVILVM-LLGPLL 

TAS2R45           80 LRTTAYNIWAVTGHFSNWPATSLSIFYLLKIANFSNLIFLRLKRRVKSVILVV-LLGPLL 

TAS2R46           80 VRITAYNVWAVINHFSNWLATSLSIFYLLKIANFSNLIFLHLKRRVKSVVLVI-LLGPLL 

TAS2R47           80 VRITAYNVWAVTNHFSSWLATSLSMFYLLRIANFSNLIFLRIKRRVKSVVLVI-LLGPLL 

TAS2R48           80 VRIVASNAWAVTNHFSMWLAASLSIFCLLKIANFSNLISLHLKKRIKSVVLVI-LLGPLV 

TAS2R49           80 VIIFISNAWAVTNHFSIWLATSLSIFYLLKIVNFSRLIFHHLKRKAKSVVLVI-VLGSLF 

TAS2R50           80 LRITSYNAWVVTNHFSMWLAANLSIFYLLKIANFSNLLFLHLKRRVRSVILVI-LLGTLI 

TAS2R55           81 LGKTVIMLWHMTNHLTTWLATCLSIFYFFKIAHFPHSLFLWLRWRMNGMIVML-LILSLF 

TAS2R56           92 VLQFLAFQWDFLNAATLWSSTWLSVFYCVKIATFTHPVFFWLKHKLSGWLPWM-LFSSVG 
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3UON             131 LSFILWAPAILFWQFIV--GVRTVED---------GECYI---------QF--------- 

4DAJ             131 ISFVLWAPAILFWQYFV--GKRTVPP---------GECFI---------QF--------- 

3RZE             127 LSFLW-VIPIL-GWN-------HRRE---------DKCET---------DF--------- 

2RH1             132 VSGLTSFLPIQMHWYRATHQEAINCYA------EETCCDF-------------------- 

2VT4             130 ISALVSFLPIMMHWWRDEDPQALKCYQ------DPGCCDF-------------------- 

3PBL             129 LAFAV-SCPLLFGFN------TTGDP---------TVCS--------------------- 

2YDV             129 LSFAI-GLTPMLGWN------NCGQPK------EGKAHSQGCGEGQVACLFEDV------ 

3V2W             140 ISLIL-GGLPIMGW-----------------------NCI---------SALSSCSTVLP 

3ODU             137 PALLL-TIPDFIFA--------NVSEA-----DDRYICDR---------FYPND------ 

2I35             164 MALAC-AAPPLVGWS------RYIPE------GMQCSCGI---------DYYTPH---EE 

2Z73             154 WSVLW-AIGPIFGWG------AYTLE------GVLCNCSF---------DYISR-----D 

TAS2R1           136 YVSMI-CVFHSKYAG------FMVPYF-----LRKFFSQN---------ATIQK------ 

TAS2R3           140 LSCGS-TASLINEFK------LYSVFR---GIEATRNVTE---------HFRKK------ 

TAS2R4           139 ISAFT-TCLYITLSQ------ASPFP------ELVTTRNN---------TSFNI------ 

TAS2R5           136 INLLL-TVQIGLTFY------HPPQ----------GNSS----------IRYPF------ 

TAS2R7           140 LSVFI-SLPATENLN------ADFRFC--VKAKRKTNLTW---------SCRVN------ 

TAS2R8           140 ISLLV-SLIAAIVLS------CDYRFH--AIAKHKRNITE---------MFHVS------ 

TAS2R9           140 ISLII-SVPKNDDMW------YHLFK-----VSHEENITW---------KFKVS------ 

TAS2R10          139 SSLLN-FAYIAKILN------DYK---------MKNDTVW---------DLNMY------ 

TAS2R13          140 FLFLN-LIQINMHIK------DWLDRY-----ERNTTWNF---------SMSDF------ 

TAS2R14          140 FLFLN-IALINIHIN------ASING-------YRRNKTCS-------SDSSNF------ 

TAS2R16          136 ITCVT-IIPSAIGNY------IQIQLL--TMEHLPRNSTV---------TDKLE------ 

TAS2R38          150 CSCIC-TVLCVWCFF------SRPHFTVTTVLFMNNNTRL---------NWQIK------ 

TAS2R39          168 ISFSH-SMFCINICT------VYCNNS---FPIHSSNSTK---------KTYLS------ 

TAS2R40          152 VSLSF-SFPLSRDVF------NVYVNS--SIPIPSSNSTE---------KKYFS------ 

TAS2R41          140 ISFII-TLLFFWVNY------PVYQEF--LIRKFSGNMTY---------KWNTR------ 

TAS2R43          139 FLACH-LFVINMNEI------VRTKE-------FEGNMTW---------KIKLK------ 

TAS2R44          139 FLACQ-LFVINMKEI------VRTKE-------YEGNMTW---------KIKLR------ 

TAS2R45          139 FLACH-LFVVNMNQI------VWTKE-------YEGNMTW---------KIKLR------ 

TAS2R46          139 FLVCH-LFVINMNQI------IWTKE-------YEGNMTW---------KIKLR------ 

TAS2R47          139 FLVCH-LFVINMDET------VWTKE-------YEGNVTW---------KIKLR------ 

TAS2R48          139 FLICN-LAVITMDER------VWTKE-------YEGNVTW---------KIKLR------ 

TAS2R49          139 FLVCH-LVMKHTYIN------VWTEE-------CEGNVTW---------KIKLR------ 

TAS2R50          139 FLVCH-LLVANMDES------MWAEE-------YEGNMTG---------KMKLR------ 

TAS2R55          140 LLIFD-SLVLEIFID------ISLNII------DKSNLTL---------YLDES------ 

TAS2R56          151 LSSFT-TILFFIGNH------RMYQNYL-RNHLQPWNVTG---------DSIRS------ 
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5.50 

↓ 

3UON             162 FSNAA---VTFGTAIAAFYLPVIIMTVLYWHISRASKSRI-------------------- 

4DAJ             162 LSEPT---ITFGTAIAAFYMPVTIMTILYWRIYKETE----------------------- 

3RZE             151 YDVTW---FKVMTAIINFYLPTLLMLWFYAKIYKAVRQHC-------------------- 

2RH1             166 FTNQA---YAIASSIVSFYVPLVIMVFVYSRVFQEAKRQL-------------------- 

2VT4             164 VTNRA---YAIASSIISFYIPLLIMIFVALRVYREAKEQ--------------------- 

3PBL             152 ISNPD---FVIYSSVVSFYLPFGVTVLVYARIYVVLKQRR-------------------- 

2YDV             170 VPMNY---MVYFNFFACVLVPLLLMLGVYLRIFLAARRQL--KQMESQST---------- 

3V2W             167 LYHKH---YILFCTTVF-TLLLLSIVILYCRIYSLVRTR--------------------- 

3ODU             168 LWVVV---FQFQHIMVGLILPGIVILSCYCIIISKLSHS--------------------- 

2I35             199 TNNES---FVIYMFVVHFIIPLIVIFFCYGQLVFTVKEAA--AQQQESATT--------- 

2Z73             187 STTRS---NILCMFILGFFGPILIIFFCYFNIVMSVSNHE--KEMAAMAKRLNAKEL--- 

TAS2R1           169 EDTLA---IQIFSFVAEFSVPLLIFLFAVLLLIFSLGRHT--RQMRNTVAGS-------- 

TAS2R3           175 RSEYY---LIHVLGTLWYLPPLIVSLASYSLLIFSLGRHT--RQMLQNGTSS-------- 

TAS2R4           171 SEGIL---SLVVSLVLSSSLQFIINVTSASLLIHSLRRHI--QKMQKNATGF-------- 

TAS2R5           163 ESWQY---LYAFQLNSGSYLPLVVFLVSSGMLIVSLYTHH--KKMKVHSAGR-------- 

TAS2R7           176 KTQHA---STKLFLNLATLLPFCVCLMSFFLLILSLRRHI--RRMQLSATGC-------- 

TAS2R8           176 KIPYF---EPLTLFNLFAIVPFIVSLISFFLLVRSLWRHT--KQIKLYATGS-------- 

TAS2R9           173 KIPGT---FKQLTLNLGVMVPFILCLISFFLLLFSLVRHT--KQIRLHATGF-------- 

TAS2R10          168 KSEYF---IKQILLNLGVIFFFTLSLITCIFLIISLWRHN--RQMQSNVTGL-------- 

TAS2R13          173 ETFSV---SVKFTMTMFSLTPFTVAFISFLLLIFSLQKHL--QKMQLNYKGH-------- 

TAS2R14          173 TRFSS---LIVLTSTVFIFIPFTLSLAMFLLLIFSMWKHR--KKMQHTVKIS-------- 

TAS2R16          172 -NFHQ---YQFQAHTVALVIPFILFLASTIFLM---ASLT--KQIQHHSTGH-------- 

TAS2R38          188 DLNLF---YSFLFCYLWSVPPFLLFLVSSGMLTVSLGRHM--RTMKVYTRNS-------- 

TAS2R39          203 EINVV---GLAFFFNLGIVTPLIMFILTATLLILSLKRHT--LHMGSNATGS-------- 

TAS2R40          188 ETNMV---NLVFFYNMGIFVPLIMFILAATLLILSLKRHT--LHMGSNATGS-------- 

TAS2R41          176 -IETY---YFPSLKLVIWSIPFSVFLVSIMLLINSLRRHT--QRMQHNGHSL-------- 

TAS2R43          170 SAMYF---SNMTVTMVANLVPFTLTLLSFMLLICSLCKHL--KKMQLRGKGS-------- 

TAS2R44          170 SAVYL---SDATVTTLGNLVPFTLTLLCFLLLICSLCKHL--KKMQLHGKGS-------- 

TAS2R45          170 RAMYL---SDTTVTMLANLVPFTVTLISFLLLVCSLCKHL--KKMQLHGKGS-------- 

TAS2R46          170 SAMYL---SNTTVTILANLVPFTLTLISFLLLICSLCKHL--KKMQLHGKGS-------- 

TAS2R47          170 SAMYH---SNMTLTMLANFVPLTLTLISFLLLICSLCKHL--KKMQLHGKGS-------- 

TAS2R48          170 NAIHL---SSLTVTTLANLIPFTLSLICFLLLICSLCKHL--KKMRLHSKGS-------- 

TAS2R49          170 NAMHL---SNLTVAMLANLIPFTLTLISFLLLIYSLCKHL--KKMQLHGKGS-------- 

TAS2R50          170 NTVHL---SYLTVTTLWSFIPFTLSLISFLMLICSLYKHL--KKMQLHGEGS-------- 

TAS2R55          172 KTLYDKLSILKTLLSLTSFIPFSLFLTSLLFLFLSLVRHT--RNLKLSSLGS-------- 

TAS2R56          188 YCEKF---YLFPLKMITWTMPTAVFFICMILLITSLGRHR--KKALLTTSGF-------- 
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6.50 

↓ 

3UON             199 ----------------PP-------PSREKKVTRTILAILLAFIITWAPYNVMVLINTF- 

4DAJ             196 ---------------------------KLIKEAQTLSAILLAFIITWTPYNIMVLVNTF- 

3RZE             188 ----------------LH-------MNRERKAAKQLGFIMAAFILCWIPYFIFFMVIAF- 

2RH1             203 ----------------KF-------CLKEHKALKTLGIIMGTFTLCWLPFFIVNIVHVI- 

2VT4             200 --------------------------IREHKALKTLGIIMGVFTLCWLPFFLVNIVNVF- 

3PBL             189 --------------RKGV-------PLREKKATQMVAIVLGAFIVCWLPFFLTHVLNTH- 

2YDV             215 -------------------------LQKEVHAAKSLAIIVGLFALCWLPLHIINCFTFF- 

3V2W             202 ---------------ASR-------SSENVALLKTVIIVLSVFIACWAPLFILLLLDVG- 

3ODU             204 ---------------GSK-------GHQKRKALKTTVILILAFFACWLPYYIGISIDSFI 

2I35             245 -------------------------QKAEKEVTRMVIIMVIAFLICWLPYAGVAFYIFT- 

2Z73             239 --------RKAQAGANAE-------MRLAKISIVIVS----QFLLSWSPYAVVALLAQF- 

TAS2R1           216 --------------RVPG-------RGAPISALLSIL----SFLILYFSHCMIKVFLSS- 

TAS2R3           222 --------------RDPT-------TEAHKRAIRIIL----SFFFLFLLYFLAFLIASF- 

TAS2R4           218 --------------WNPQ-------TEAHVGAMKLMV----YFLILYIPYSVATLVQYL- 

TAS2R5           210 --------------RDVR-------AKAHITALKSLG----CFLLLHLVYIMASPFSIT- 

TAS2R7           223 --------------RDPS-------TEAHVRALKAVI----SFLLLFIAYYLSFLIATS- 

TAS2R8           223 --------------RDPS-------TEVHVRAIKTMT----SFIFFFFLYYISSILMTF- 

TAS2R9           220 --------------RDPS-------TEAHMRAIKAVI----IFLLLLIVYYPVFLVMTS- 

TAS2R10          215 --------------RDSN-------TEAHVKAMKVLI----SFIILFILYFIGMAIEIS- 

TAS2R13          220 --------------RDPR-------TKVHTNALKIVI----SFLLFYASFFLCVLISWI- 

TAS2R14          220 --------------GDAS-------TKAHRGV-KSVI----TFFLLYAIFSLSFFISVW- 

TAS2R16          215 --------------CNPS-------MKARFTALRSLA----VLFIVFTSYFLTILITII- 

TAS2R38          235 --------------RDPS-------LEAHIKALKSLV----SFFCFFVISSCAAFISVP- 

TAS2R39          250 --------------NDPS-------MEAHMGAIKAIS----YFLILYIFNAVALFIYLS- 

TAS2R40          235 --------------RDPS-------MKAHIGAIKATS----YFLILYIFNAIALFLSTS- 

TAS2R41          222 --------------QDPS-------TQAHTRALKSLI----SFLILYALSFLSLIIDAA- 

TAS2R43          217 --------------QDPS-------TKVHIKALQTVI----SFLLLCAIYFLSIMISVW- 

TAS2R44          217 --------------QDPS-------TKVHIKALQTVI----FFLLLCAVYFLSIMISVW- 

TAS2R45          217 --------------QDPS-------TKVHIKVLQTVI----SFFLLRAIYFVSVIISVW- 

TAS2R46          217 --------------QDPS-------MKVHIKALQTVT----SFLLLCAIYFLSIIMSVW- 

TAS2R47          217 --------------QDPS-------TKVHIKALQTVT----SFLLLCAIYFLSMIISVC- 

TAS2R48          217 --------------QDPS-------TKVHIKALQTVT----SFLMLFAIYFLCIITSTW- 

TAS2R49          217 --------------QDPS-------TKIHIKALQTVT----SFLILLAIYFLCLIISFW- 

TAS2R50          217 --------------QDLS-------TKVHIKALQTLI----SFLLLCAIFFLFLIVSVW- 

TAS2R55          222 --------------RDSS-------TEAHRRAMKMVM----SFLFLFIVHFFSLQVANG- 

TAS2R56          235 --------------REPS-------VQAHIKALLALL----SFAMLFISYFLSLVFSAA- 
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7.50 

↓ 

3UON             235 ------CAPCI---PNTVWTIGYWLCYINSTINPACYALCNATFKKTFKHLLM------- 

4DAJ             228 ------CDSCI---PKTYWNLGYWLCYINSTVNPVCYALCNKTFRTTFKT---------- 

3RZE             224 ------CKNCC---NEHLHMFTIWLGYINSTLNPLIYPLCNENFKKTFKRILHI------ 

2RH1             239 ------QDNLI---RKEVYILLNWIGYVNSGFNPLIYC-RSPDFRIAFQELLCL------ 

2VT4             233 ------NRDLV---PDWLFVAFNWLGYANSAMNPIIYC-RSPDFRKAFKRLLAF------ 

3PBL             227 ------CQTCHV--SPELYSATTWLGYVNSALNPVIYTTFNIEFRKAFLKILSC------ 

2YDV             249 ------CPDCSH-APLWLMYLAIVLSHTNSVVNPFIYAYRIREFRQTFRKIIRSHVLRQQ 

3V2W             239 -----CKVKTCD--ILFRAEYFLVLAVLNSGTNPIIYTLTNKEMRRAFIRI--------- 

3ODU             242 LLEIIKQGCEFENTVHKWISITEALAFFHCCLNPILYAFLGAKFKTSAQHALTSGRPLEV 

2I35             279 ------HQGSDF--GPIFMTIPAFFAKTSAVYNPVIYIMMNKQFRNCMVTTLCCGKNDDE 

2Z73             279 ------GPLEWV--TPYAAQLPVMFAKASAIHNPMIYSVSHPKFREAISQTFPWVLTCCQ 

TAS2R1           250 ------LKFHI---RRFIFLFFILVIGIYPSGHSLILILGNPKLKQNAKKFLLHSKCCQ- 

TAS2R3           256 ------GNFLPK--TKMAKMIGEVMTMFYPAGHSFILILGNSKLKQTFVVMLRCESGHLK 

TAS2R4           252 ------PFYAGM--DMGTKSICLIFATLYSPGHSVLIIITHPKLKTTAKKILCFKK---- 

TAS2R5           244 ------SKTYPP--DLTSVFIWETLMAAYPSLHSLILIMGIPRVKQTCQKILWKTVCARR 

TAS2R7           257 ------SYFMPE--TELAVIFGESIALIYPSSHSFILILGNNKLRHASLKVIWKVMSILK 

TAS2R8           257 ------SYLMTK--YKLAVEFGEIAAILYPLGHSLILIVLNNKLRQTFVRMLTCRKIACM 

TAS2R9           254 ------SALIPQ--GKLVLMIGDIVTVIFPSSHSFILIMGNSKLREAFLKMLRFVKCFLR 

TAS2R10          249 ------CFTVRE--NKLLLMFGMTTTAIYPWGHSFILILGNSKLKQASLRVLQQLKCCEK 

TAS2R13          254 ------SELYQ---NTVIYMLCETIGVFSPSSHSFLLILGNAKLRQAFLLVAAKVWAKR- 

TAS2R14          253 ------TSERL---EENLIILSQVMGMAYPSCHSCVLILGNKKLRQASLSVLLWLRYMFK 

TAS2R16          249 ------GTLFD---KRCWLWVWEAFVYAFILMHSTSLMLSSPTLKRILKGKC-------- 

TAS2R38          269 ------LLILWR--DKIGVMVCVGIMAACPSGHAAILISGNAKLRRAVMTILLWAQSSLK 

TAS2R39          284 ------NMFDI---NSLWNNLCQIIMAAYPASHSILLIQDNPGLRRAWKRLQLRLHLYPK 

TAS2R40          269 ------NIFDT---YSSWNILCKIIMAAYPAGHSVQLILGNPGLRRAWKRFQHQVPLYLK 

TAS2R41          256 ------KFISM---QNDFYWPWQIAVYLCISVHPFILIFSNLKLRSVFSQLLLLARGFWV 

TAS2R43          251 ------SFGSLE--NKPVFMFCKAIRFSYPSIHPFILIWGNKKLKQTFLSVFWQMRYWVK 

TAS2R44          251 ------SFGSLE--NKPVFMFCKAIRFSYPSIHPFILIWGNKKLKQTFLSVLRQVRYWVK 

TAS2R45          251 ------SFKNLE--NKPVFMFCQAIGFSCSSAHPFILIWGNKKLKQTYLSVLWQMRY--- 

TAS2R46          251 ------SFESLE--NKPVFMFCEAIAFSYPSTHPFILIWGNKKLKQTFLSVLWHVRYWVK 

TAS2R47          251 ------NLGRLE--KQPVFMFCQAIIFSYPSTHPFILILGNKKLKQIFLSVLRHVRYWVK 

TAS2R48          251 ------NLRTQQ--SKLVLLLCQTVAIMYPSFHSFILIMGSRKLKQTFLSVLWQMTR--- 

TAS2R49          251 ------NFKMRP--KEIVLMLCQAFGIIYPSFHSFILIWGNKTLKQTFLSVLWQVTCWAK 

TAS2R50          251 ------SPRRLR--NDPVVMVSKAVGNIYLAFDSFILIWRTKKLKHTFLLILCQIRC--- 

TAS2R55          256 ------IFFMLW--NNKYIKFVMLALNAFPSCHSFILILGNSKLRQTAVRLLWHLRNYTK 

TAS2R56          269 ------GIFPP---LDFKFWVWESVIYLCAAVHPIILLFSNCRLRAVLKSRRSS-RCGTP 
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3UON                 ------------------------------ 

4DAJ                 ------------------------------ 

3RZE                 ------------------------------ 

2RH1                 ------------------------------ 

2VT4                 ------------------------------ 

3PBL                 ------------------------------ 

2YDV             302 EPF----------KAAAAENLYFQ------ 

3V2W                 ------------------------------ 

3ODU             302 LFQ--------------------------- 

2I35             331 ------------------------------ 

2Z73             331 FDD----------KETEDDKDAETEIPAGE 

TAS2R1               ------------------------------ 

TAS2R3           308 PGS----------KGPIFS----------- 

TAS2R4               ------------------------------ 

TAS2R5           296 CWGP-------------------------- 

TAS2R7           309 GRK----------FQQHKQI---------- 

TAS2R8           309 I----------------------------- 

TAS2R9           306 RRK----------PFVP------------- 

TAS2R10          301 RKN----------LRVT------------- 

TAS2R13              ------------------------------ 

TAS2R14          304 DGE----------PSGHKEFRESS------ 

TAS2R16              ------------------------------ 

TAS2R38          321 VRA----------DHKADSRTLC------- 

TAS2R39          335 EWTL-------------------------- 

TAS2R40          320 GQTL-------------------------- 

TAS2R41          307 A----------------------------- 

TAS2R43          303 GEK----------TSSP------------- 

TAS2R44          303 GEK----------PSSP------------- 

TAS2R45              ------------------------------ 

TAS2R46          303 GEK----------PSSS------------- 

TAS2R47          303 DRSLRLHRFTRAALCKG------------- 

TAS2R48              ------------------------------ 

TAS2R49          303 GQN----------QSTP------------- 

TAS2R50              ------------------------------ 

TAS2R55          308 TPN----------ALPL------------- 

TAS2R56          319 ------------------------------ 
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10.9 Funktionsanalysen mit erweitertem Testsubstanzen-Set 

Tabelle 12: Funktionelle Charakterisierung der punktmutierten TAS2R14 Rezeptorvarianten  

Bei der funktionellen Charakterisierung mit den TAS2R14-Agonisten wurden die Schwellenwerte (TH), die EC50-
Werte (n.d. = EC50-Wert nicht bestimmbar) und die Signalamplitude bei der höchsten gemessenen Konzentration 
(max.A. = maximale Aktivierung) dargestellt.  
 

 Flufenaminsäure Genistein 
TAS2R14-

Konstrukt 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

10µM [%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A. bei 

30 µM [%] 
Wildtyp 0,01 0,08 ± 0,01 100 1,0 3,95 ± 0,17 100 
W66A 0,10 0,73 ± 0,03 110 10,0 n.d. 59 
W66F 0,01 0,10 ± 0,03 91 10,0 10,24 ± 0,52 80 
L85A 0,03 0,21 ± 0,02 128 3,0 7,00 ± 0,35 96 
T86A 0,01 0,21 ± 0,02 82 10,0 14,02 ± 0,79 47 
T86S 0,01 0,10 ± 0,03 108 3,0 5,00 ± 0,37 75 
T86V 0,01 0,12 ± 0,02 91 10,0 11,84 ± 0,61 53 
T86I 0,01 0,07 ± 0,01 91 3,0 6,52 ± 0,39 83 
N87A 0,10 1,27 ± 0,07 88 10,0 n.d. 29 
W89A 0,10 0,70 ± 0,02 101 - n.d. - 
W89F 0,01 0,17 ± 0,01 93 1,0 3,09 ± 0,49 77 
W89Y 0,01 0,17 ± 0,03 99 1,0 3,20 ± 0,38 59 
T90A 0,01 0,04 ± 0,01 94 1,0 4,76 ± 0,15 89 
T90I 0,01 0,13 ± 0,02 102 1,0 3,15 ± 0,32 108 
N93A 1,00 1,07 ± 0,05 92 - n.d. - 
N93Q 0,03 0,48 ± 0,01 124 3,0 4,16 ± 0,22 107 
H94A 0,03 0,33 ± 0,01 130 30,0 n.d. 61 
H94E 1,00 n.d. 20 - n.d. - 
T182A 0,01 0,17 ± 0,02 125 3,0 28,06 ± 6,38 57 
S183A 0,01 0,04 ± 0,01 107 3,0 9,38 ± 0,14 75 
F186A 0,03 0,16 ± 0,01 91 10,0 23,52 ± 5,10 64 
F186Y 1,00 1,73 ± 0,20 67 30,0 n.d. 30 
F186L 1,00 n.d. 41 30,0 n.d. 19 
I187A 0,03 0,04 ± 0,01 96 1,0 3,34 ± 0,05 68 
I187L 0,03 0,17 ± 0,02 108 1,0 4,97 ± 0,25 84 
I187V 0,01 0,05 ± 0,01 106 1,0 4,45 ± 0,35 82 
Y240A 1,00 n.d. 45 10,0 n.d. 55 
Y240F 0,03 0,33 ± 0,02 74 10,0 15,05 ± 1,41 50 
A241I 0,01 0,12 ± 0,02 92 30,0 n.d. 29 
F243A 0,01 0,08 ± 0,01 93 1,0 3,80 ± 0,20 96 
F243Y 0,03 0,32 ± 0,05 85 3,0 9,94 ± 0,21 99 
F247A 1,00 1,25 ± 0,08 75 10,0 n.d. 44 
F247Y 0,01 0,17 ± 0,02 84 3,0 4,64 ± 0,15 98 
F247V 0,03 0,30 ± 0,11 56 3,0 5,79 ± 0,17 88 
I263A 0,01 0,33 ±  0,05 86 10,0 n.d. 42 
Q266A 0,01 0,04 ± 0,01 96 1,0 2,65 ± 0,27 105 
Q266E 0,10 0,45 ± 0,03 92 3,0 4,54 ± 0,06 75 
Q266N 0,10 0,47 ± 0,03 103 1,0 5,16 ± 0,17 141 
Q266L 0,01 0,15 ± 0,02 112 1,0 5,12 ± 0,16 115 
G269A 0,01 0,07 ± 0,01 106 1,0 3,31 ± 0,12 55 
G269I 10,00 n.d. 28 30,0 n.d. 16 
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Beschreibung siehe: Tabelle 12 
 

 Santonin Parthenolid 
TAS2R14-

Konstrukt 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

300µM [%] 

TH 

[µM] 

EC50 

[µM] 

max. A.bei 

100µM [%] 
TAS2R14 

wt 3,0 9,03 ±  0,62 100 1,0 10,27 ± 0,25 100 
W66A 10,0 48,04 ± 1,91 133 3,0 15,64 ± 1,09 157 
W66F 3,0 11,36 ± 0,61 77 1,0 8,18 ± 0,19 81 
L85A 30,0 65,02 ± 3,45 94 3,0 n.d. 51 
T86A 3,0 13,48 ± 0,85 130 0,3 3,99 ± 0,14 116 
T86S 1,0 3,22 ± 0,31 108 0,3 1,86 ± 0,05 121 
T86V 30,0 88,71 ± 4,43 68 3,0 37,92 ± 1,98 59 
T86I 100,0 153,49 ± 14,95 93 10,0 n.d. 36 
N87A 10,0 44,53 ± 3,79 132 10,0 46,35 ± 6,81 77 
W89A 100,0 n.d. 78 - n.d. - 
W89F 30,0 94,96 ± 5,57 86 3,0 14,35 ± 0,73 146 
W89Y 30,0 n.d. 39 3,0 13,84 ± 0,80 103 
T90A 3,0 16,37 ± 2,56 104 3,0 16,54 ± 3,20 51 
T90I 10,0 29,93 ± 2,03 120 3,0 19,51 ± 0,81 83 
N93A 10,0 54,46 ± 2,39 127 10,0 29,27 ± 1,05 126 
N93Q 10,0 35,88 ± 1,46 135 30,0 n.d. 56 
H94A 10,0 44,96 ± 2,89 192 10,0 53,48 ± 4,83 129 
H94E 30,0 85,93 ± 10,12 40 30,0 n.d. 18 
T182A 3,0 12,00 ± 2,91 86 3,0 21,53 ± 1,03 101 
S183A 10,0 28,37 ± 0,86 75 3,0 13,83 ± 1,61 68 
F186A 10,0 51,06 ± 1,08 99 3,0 7,70 ± 0,52 98 
F186Y 10,0 66,42 ± 4,58 88 3,0 82,30 ± 68,92 49 
F186L 10,0 78,41 ± 7,23 88 30,0 334,65 ± 138,41 48 
I187A 30,0 n.d. 41 10,0 20,09 ± 7,22 41 
I187L 10,0 20,66 ± 2,11 80 10,0 18,92 ± 1,25 71 
I187V 3,0 9,53 ± 0,67 75 10,0 19,33 ± 3,43 19 
Y240A 3,0 11,66 ±  2,15 55 3,0 14,31 ± 0,79 76 
Y240F 3,0 12,16 ± 1,37 77 3,0 12,27 ± 1,07 79 
A241I 10,0 13,76 ± 1,23 62 3,0 14,76 ± 0,26 81 
F243A 10,0 13,91 ± 1,97 70 10,0 23,61 ± 1,25 63 
F243Y 3,0 14,39 ± 1,52 113 3,0 13,39 ± 0,50 103 
F247A 10,0 48,62 ± 8,32 86 1,0 9,68 ± 0,37 120 
F247Y - n.d. - - n.d., - 
F247V 3,0 11,11 ± 0,10 98 3,0 9,05 ± 1,17 121 
I263A 10,0 21,39 ± 1,79 80 1,0 7,61 ± 0,41 107 
Q266A 30,0 73,06 ± 4,60 101 0,3 8,54 ± 0,61 172 
Q266E 30,0 68,23 ± 5,64 85 10,0 21,89 ± 9,37 30 
Q266N 30,0 154,42 ± 31,84 64 30,0 n.d. 35 
Q266L 30,0 75,02 ± 3,20 144 30,0 n.d. 47 
G269A 10,0 32,25 ± 0,32 96 3,0 101,52 ± 77,41 53 
G269I 10,0 31,08 ± 0,86 200 30,0 n.d. 38 

 

 

 

 

 



Anhang 

 155 

10.10 Expression und Lokalisation der punktmutierten Rezeptoren TAS2R14 

Die Abbildung 51 bis Abbildung 60 zeigen die Expression und die berechnete 

Expressionseffizienz der verschiedenen Fusionsproteine wie in Abschnitt 2.5. beschrieben. 

 

 

 

14,4 ± 3,4 % 

 

 

 

25,7 ±3,8 % 

 

 

 

22,8 ± 2,2 % 

 

 

 

8,9 ± 0,6% 

 

 

 

10,5 ±1,6% 

 

 

 

16,7 ± 5,5 % 

 

Abbildung 51: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil I) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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16,7 ± 5,0 % 

 

 

 

20,5 ±3,9 % 

 

 

 

11,7 ± 2,9 % 

 

 

 

18,7 ± 1,7% 

 

 

 

22,7 ± 6,8% 

 

 

 

30,5 ± 1,1 % 

 

Abbildung 52: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil II) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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11,6 ± 1,1 % 

 

 

 

16,3 ± 2,9 % 

 

 

 

21,5 ± 2,6 % 

 

 

 

13,9 ± 4,2 % 

 

 

 

16,1 ± 3,5% 

 

 

 

12,5 ± 3,0 % 

 

Abbildung 53: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil III) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
 

 



Anhang 

 158 

 

 

 

 

 

 

12,6 ± 3,2 % 

 

 

 

8,2 ±3,0 % 

 

 

 

9,6 ± 1,2 % 

 

 

 

10,7 ± 1,4% 

 

 

 

12,6 ± 3,0% 

 

 

 

13,3 ± 3,3 % 

 

Abbildung 54: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil IV) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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15,9 ± 0,6 % 

 

 

 

13,4 ± 2,7 % 

 

 

 

12,7  ± 4,2 % 

 

 

 

11,3 ± 1,8% 

 

 

 

15,0 ± 3,6% 

 

 

 

13,9 ± 3,0 % 

 

Abbildung 55: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil V) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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11,9 ± 2,8 % 

 

 

 

20,8 ± 1,8 % 

 

 

 

22,1 ± 0,5 % 

 

 

 

26,7 ± 3,8% 

 

 

 

8,0 ± 1,6% 

 

 

 

15,2 ± 3,6 % 

 

 

Abbildung 56: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil VI) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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10,4 ± 1,7 % 

 

 

 

14,9 ± 0,8 % 

 

 

 

15,4 ± 5,2 % 

 

 

 

11,7 ± 2,1 % 

 

 

 

7,9 ± 0,5 % 

 

 

 

 

Abbildung 57: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil VII) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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11,2 ± 2,1 % 

 

 

 

12,7 ± 2,1 % 

 

 

 

16,0 ± 1,6 % 

 

 

 

11,5 ± 1,0% 

 

 

 

15,5 ± 4,0 % 

 

 

 

 

Abbildung 58: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil VIII) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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4,9 ± 2,0 % 

 

 

 

3,1  ± 1,2 % 

 

 

 

6,5 ± 1,8 % 

 

 

 

5,9 ± 1,5% 

 

 

 

0,6 ± 0,6% 

 

 

 

14,1 ± 5,1 % 

 

Abbildung 59: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil IX) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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3,8 ± 1,3 % 

 

 

 

4,2 ± 1,4 % 

 

 

 

3,5 ± 1,7 % 

 

 

 

Abbildung 60: Immunzytologische Expressionsnachweis (Teil X) 

Die linken Aufnahmen zeigen die Rezeptor-Detektion mittels immunzytologischem Nachweis des HSV-Tag (grün, 
~488). In der Mitte sind die Aufnahmen der Zellmembran-Anfärbung durch Con-A-Markierung mit Streptavidin-
Antikörper-Detektion (rot, ~633) dargestellt. Rechts sind die überlagerten Bilder beider Aufnahmen gezeigt und die 
Expressionseffizienz mit Standardabweichung der jeweiligen Rezeptorvariante. 
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10.11 Publizierte Kristallstrukturanalysen von GPCRs 

Tabelle 13: Ausschnitt aus publizierten Kristallstrukturuntersuchungen 

Dargestellt sind die untersuchten Rezeptoren mit der Angabe der Familie, die untersuchte Spezies des Rezeptors und 
die Referenz. Ein Überblick über alle 25 publizierten Kristallstrukturuntersuchungen und deren Gruppierung ist auf 
der Homepage: http://gpcr.use.edu/ zu finden. 

Rezeptor Familie Spezies Referenz 

Glucagon Secretin  Mensch (Runge et al., 2008; 
Underwood et al., 2010) 

Corticotropin-releasing factor 1 Rezeptor 
(CRF1R) 

Secretin Mensch (Pioszak et al., 2008) 

Glutamt GluR1 Glutamat  Maus (Dingledine et al., 1999) 

Glutamt GluR2 Glutamat  Maus (Armstrong et al., 2000) 

Smoothened (SMOH) Glutamat Mensch (Wang et al., 2013) 

Neurotensin (NTSR1) Rhodopsin  Ratte (White et al., 2012) 

A2A-Adenosin Rezeptor Rhodopsin  Mensch (Lebon et al., 2011) 

Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor 1 
(S1P1) 

Rhodopsin Mensch (Hanson et al., 2012) 

β1-adrenerger Rezeptor (ADRβ1) Rhodopsin Mensch (Serrano-Vega et al., 

2008; Warne et al., 2008) 

β2-adrenerger Rezeptor (ADRβ2) Rhodopsin Mensch / 
Truthahn 

(Cherezov et al., 2007; 
Rasmussen et al., 2007; 
Rasmussen et al., 2011) 

Serotonin-Rezeptor 5-HT 1B Rhodopsin Mensch (Wacker et al., 2013) 

Serotonin-Rezeptor 5-HT 2B Rhodopsin Mensch (Wacker et al., 2013) 

Dopamin D3 Rhodopsin Mensch (Chien et al., 2010) 

M2 Muscarinic Rezeptor (CHRM2) Rhodopsin Mensch (Haga et al., 2012) 

M3 Muscarinic acetylcholin Receptor 
(CHRM3) 

Rhodopsin Mensch / 
Ratte 

(Haga et al., 2012; Kruse 
et al., 2012) 

Purinorezeptor P2Y12 Rhodopsin Mensch (Zhang et al., 2014) 

Protease-activated (PAR1) Rhodopsin Mensch (Zhang et al., 2012) 

Histamin H1 Rhodopsin Mensch (Shimamura et al., 2011) 

Nociceptin Rhodopsin Mensch (Thompson et al., 2012) 

Kappa-Opioid Rhodopsin Mensch (Wu et al., 2012) 

Chemokin CXCR4 Rhodopsin Mensch (Qin et al., 2015) 

C-C-Chemokin Rezeptor 5 (CCR5) Rhodopsin Mensch (Wu et al., 2010) 

Rhodopsin Rhodopsin Rind/ 
Tinten-
fisch 

(Murakami et al., 2008; 
Palczewski et al., 2000; 
Salom et al., 2006)  
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10.12 Eigenschaften der Aminosäuren 

 

Tabelle 14: Aminosäuren mit Angaben des 3 bzw. 1 Buchstaben Code und der Tripletts  

 

Aminosäure 3 Buchstaben 
Code 

1 Buchstaben 
Code 

Tripletts 

Alanin Ala A GCA;GCT;GCC;GCG 
Cystein Cys C TGC;TGT 
Asparaginsäure Asp D GAT;GAC 
Glutaminsäure Glu E GAA;GAG 
Phenylalanin Phe F TTC;TTT 
Glycin Gly G GGA;GGC;GGG; GGT; 
Histidin His H CAC; CAT 
Isoleucin Ile I ATA; ATC,ATT 
Lysine Lys K AAA, AAG, 
Leucin Leu L CTA;CTC;CTG;CTT;TTA;TTG 
Methionin Met M ATG 
Asparagin Asn N AAC, AAT 
Stop Codon END Ter TAA; TAG;TGA; 
Prolin Pro P CCA;CCC;CCG; CCT 
Glutamin Gln Q CAA;CAG; 
Arginin Arg R AGA;AGG;CGA;CGC; CGG;CGT 
Serin Ser S AGC;AGT;TCA;TCC;TCG;TCT 
Threonin Thr T ACA; ACC; ACG;ACT 
Valin Val V GTA;GTC;GTG;GTT 
Tryptophan Trp W TGG 
Tyrosin Tyr Y TAC;TAT 
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Alanin (A)Glycin (G) Leucin (L) Methionin (M)

Valin (V)Prolin (P) Isoleucin (I) Phenylalanin (F)

unpolaren AS

polaren AS Serin (S)Cystein (C)

Threonin (T)
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Abbildung 61: Eigenschaften der Aminosäuren (AS) 

A) Darstellung aller 21 Aminosäuren mit ihren Eigenschaften (siehe Farbcode) und B) beispielhafte Anionen- bei 
sauren und Kationen- Entstehung bei basischen Aminosäuren (Jastorff et al., 2003) 
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