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ZUSAMMENFASSUNG

Das menschliche Immunsystem ist ein komplexes und hochentwickeltes sensorisches System
aus interagierenden Zellen und zahlreichen Botenstoffen, mit der Fahigkeit ‘nicht-Selbst‘ von
‘Selbst‘ zu unterscheiden. Es empfiangt, verarbeitet und bewertet kontinuierlich Informatio-
nen, die es nach Stimulation durch potenziell gefahrliche Chemikalien und Krankheitserreger
aus der inneren und duBleren Umgebung des Organismus von Rezeptoren erhalt. Jiingste Stu-
dien zeigten, dass G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) auf Blutleukozyten, wie Rezep-
toren fiir freie Fettsduren (FFAR), Chemokinrezeptoren, Komplementrezeptoren oder Formyl-
peptidrezeptoren eine grundlegende Rolle im angeborenen und adaptiven Immunsystem spie-
len, indem sie Krankheitserreger erkennen, Zellen zum Ort der Verletzung oder Infektion lei-
ten und so die Immunantwort koordinieren. Chemosensorische GPCRs wie die Geschmacks-
rezeptoren TAS1Rs und TAS2Rs sowie Geruchsrezeptoren scheinen ebenfalls Teil der moleku-
laren Ausriistung zu sein, mit deren Hilfe sich Immunzellen in chemischen Gradienten orien-
tieren. Genexpressionsstudien wiesen die Anwesenheit von Geruchsrezeptoren, aller 25
TAS2Rs und den drei TAS1Rs auf fiinf verschiedenen Typen menschlicher Blutleukozyten
nach, wo insbesondere die Geschmacksrezeptoren mitunter an der Chemotaxis menschlicher
Neutrophiler und dem Schutz von T-Zellen vor dem aktivierungsbedingten Zelltod beteiligt
sind. Zudem scheinen chemosensorische GPCRs in verschiedenen mikrobiomexponierten
Grenzepithelien bspw. im Magen-Darm-Trakt bzw. den Atemwegen eine Art Sensorfunktion
des innaten Immunsystems einzunehmen.

Gemeinsam mit den TAS1Rs und einigen weiteren Rezeptoren bilden die metabotropen Glu-
tamatrezeptoren (GluRs) die Klasse C der GPCRs, die mitunter die Fiahigkeit besitzen, inner-
halb ihrer Familien Heterodimere zu bilden. So fiihrt die Heterodimerisierung zwischen
TAS1Rs zum SiiBgeschmacks- (TA1R2/TAS1R3) bzw. Umami-Geschmacksrezeptor
(TAS1R1/TAS1R3) mit effektiv unterschiedlichen Ligandenspektren. Zudem wiesen neuere
Studien mit Hilfe von heterologen Expressionsanalysen eine physische Interaktion verschie-
dener mGluRs sowie eine Funktionalitit einzelner Heterodimere nach, deren zelluliaren Be-
deutungen jedoch noch weitestgehend unklar sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe molekular- und zellbiologischer Methoden der
Frage nachgegangen, ob Rezeptoren iiber Klasse-C-GPCR-Familien hinweg die Moglichkeit
zur Bildung von Heterodimeren auf humanen Blutleukozyten besitzen. Genexpressionsanaly-
sen lieferten in einem ersten Schritt den Nachweis iiber die Anwesenheit aller acht metabotro-
pen Glutamatrezeptoren und der drei TAS1Rs in PMNs (Polymorphkernige Leukozyten) und
T-Zellen, welche die Grundlage fiir mogliche physische Rezeptorinteraktionen bildete. Dabei
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manifestierten sich GRM2 und TAS1R3 als die Gene mit den jeweils hochsten Transkriptni-
veaus innerhalb ihrer Rezeptorfamilien, deren Expressionsraten sich nach 24-stiindiger Inku-
bation mit Mononatriumglutamat (MSG), einem Agonisten sowohl fiir mGluRs als auch den
Umami-Rezeptor TAS1R1/TAS1R3, um ein bis zu 2,4-faches steigerten. Proteinanalysen von
mGluR2 und TAS1R3 erbrachten mit Hilfe der Immunzytochemie und iiberlagernder Protein-
signale einen ersten Beleg fiir eine Co-Expression beider Rezeptoren in PMNs und in hetero-
logen HEK-293 Zellen anhand eines BRET-Assays den Nachweis derer physischen Interaktion.
Co-Immunoprézipitationen und Western Blots aus Proteinlysaten isolierter humaner PMNs
und T-Zellen bestitigten schlieBlich die Anwesenheit beider Rezeptorproteine und lieferten
einen eindeutigen Beweis fiir Protein-Protein-Interaktionen zwischen mGluR2 und TAS1R3 in
beiden Blutzelltypen.

Fiir die darauffolgende Funktionsanalyse des Heterodimers konnte im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit ein bereits fiir die Identifizierung von Geruchsrezeptoren und derer Agonisten be-
stehender cAMP-Lumineszenzassay in HEK-293 Zellen so modifiziert werden, dass dessen An-
wendbarkeit fiir die funktionale Charakterisierung von mGluR2/TAS1R3 reproduzierbar gege-
ben war. Konzentrations-Wirkungsbeziehungen des Heterodimers mit MSG offenbarten im
cAMP-Lumineszenzassay ein gegeniiber dem Homodimer mGluR2 potenteres Rezeptorkon-
strukt mit signifikant geringeren ICs;,-Werten. Gleichzeitig wies das Heterodimer eine zu
mGluRz2 signifikant hohere Oberflichenexpression in transfizierten HEK-293 Zellen auf, die
riickschliissig einen Hinweis auf eine mogliche Chaperonfunktion von TAS1R3 im Dimer mit
mGluR2 in Form eines erleichterten Transports des Rezeptors zur Zellmembran lieferte.

Mit Hilfe von rezeptorspezifischen Antagonisten konnte ferner gezeigt werden, dass das Hete-
rodimer mit fiir eine MSG-induzierte Erleichterung der durch N-Formyl-Methionyl-Leucyl-
Phenylalanin (fMLF) stimulierten IL 8-Sekretion in PMNs verantwortlich ist und folglich an
der Modulation von Immunantworten involviert zu sein scheint.

Im Zusammenhang mit der funktionellen Analyse von mGluR2/TAS1R3 stellte sich hierauf die
Frage nach moglichen potentiellen Agonisten. Wahrend ein erstes Aminosaure-Screening aller
L- und D-Aminosiuren mit Ausnahme von L-Glutamat keine heterodimer-spezifische Rezep-
torantwort hervorbrachte, lieferte in einem Screen bestehend aus 14 bakteriellen Uberstinden
unterschiedlicher Spezies der Uberstand von Pseudomonas aeruginosa ein im Vergleich zu
mGluR2 signifikant stiarkeres Rezeptorsignal. Nachfolgende Analysen charakterisierten die
unbekannte(n) Substanz(en) als sehr polare Verbindung(en) mit einer GréBe von unter einem
kDa. Fraktionierungen des bakteriellen Uberstandes in 22 Subfraktionen mittels HPLC fiihr-
ten anschlieBend zur Identifizierung von einer fiir die Rezeptorantwort verantwortlichen Sub-
fraktion, deren Charakterisierung in nachfolgenden Studien anhand von HPLC-, NMR- und
cAMP Lumineszenz-Analysen zur Identifizierung des/der entsprechende(n) Agonist(en) erfol-

gen muss.
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Daneben lieferte ein durchgefiihrtes Screening bekannter, im Uberstand von P. aeruginosa
bereits beschriebener Virulenzmolekiile mit PQS und der cis-2-Dezensaure zwei potentielle A-
gonisten fiir den TAS1R3 Rezeptor, deren mogliche Interaktionspartner, in erster Linie
TAS1R1 bzw. TAS1R2, sowie deren immunologische Funktionen in weiterfithrenden Analysen

ebenfalls aufgeklart werden miissen.

Jedoch scheinen unter den chemosensorischen GPCRs nicht nur Geschmacksrezeptoren mit
bakteriellen Molekiilen bzw. Metaboliten interagieren und dadurch einen Einfluss auf die
menschliche Physiologie nehmen zu konnen. Mehrere Studien aus den vergangenen Jahren
berichten von einer Interaktion verschiedener Geruchsrezeptoren mit bakteriellen Metaboli-
ten und einer damit einhergehenden Induktion von Mikroglia-Aktivierungen, der Renin-Sek-
retion und Blutdruckregulation sowie einer erhohten Sekretion des anorektischen Darmhor-
monpeptids YY. Ein wesentliches Problem bei der Identifizierung moglicher Rezeptor-Ligan-
den-Wechselwirkungen stellt in diesem Zusammenhang jedoch die Zuordnung von Geruchs-
rezeptoren zu ihren entsprechenden Agonisten dar, die einen immensen Beitrag zur Aufkla-
rung physiologischer Prozesse liefern wiirden. Bis heute konnten lediglich fiir etwa 15 % der
funktionalen humanen Geruchsrezeptoren rezeptorspezifische Liganden identifiziert werden.
Mit Hilfe eines bidirektionalen Screening-Ansatzes gelang es in der vorliegenden Arbeit, den
aus Bodenbakterien stammenden Metaboliten Geosmin als spezifischen Agonist fiir den Ge-
ruchsrezeptor OR11A1 zu identifizieren. Vergleiche der Rezeptorantworten gegeniiber Geos-
min zwischen sechs verschiedenen Spezies wiesen seine evolutionar konservierte Rezeptor-
funktion nach. Dabei zeigte der Rezeptor der Wiisten-Kangururatte (dloOR11A1) im Vergleich
zum menschlichen Ortholog eine mehr als 100-fach hohere Sensitivitit. Extrakte aus geosmin-
produzierenden Stammen von Streptomyces albus und Streptomyces albidoflavus, deren
Geosminkonzentrationen mittels GC-GC-HRMS exakt quantifiziert wurden, lieferten eine ein-
deutige Rezeptorantwort von doOR11A1, die es der Kinguru-Ratte ermoglicht, Geosmin im

niedrigen nanomolaren Konzentrationsbereich wahrzunehmen.

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit {iber den Nachweis eines funktionellen Heterodi-
mers mGluR2/TAS1R3 in humanen Blutleukozyten sowie der Identifizierung von (bisher un-
bekannten) bakteriellen Metaboliten als mogliche Agonisten fiir chemosensorische Rezepto-
ren liefern einen Beitrag zur Aufklarung und zu einem besseren Verstandnis iiber deren auBer-
ordentlichen, funktionellen Beitrag dieser Proteine im gesamten menschlichen Korper. Dies
birgt enormes Potential fiir diverse Anwendungsbereiche der Medizin, Ernahrungsforschung
sowie fiir biotechnologischer Verfahren und konnte langfristig neue Méglichkeiten in Hinblick

auf gezielte Interventionsmoglichkeiten eréffnen.



ABSTRACT

The human immune system is a complex and highly developed sensory system consisting of
interacting cells and numerous messenger substances, with the ability to discriminate ‘non-
self’ from ‘self’. It continuously receives, processes and evaluates information from receptors
after stimulation by potentially dangerous chemicals and pathogens from the organism's in-
ternal and external environment. Recent studies have shown that G protein-coupled receptors
(GPCRs) on blood leukocytes, such as free fatty acid receptors (FFAR), chemokine receptors,
complement receptors or formyl peptide receptors, play a fundamental role in the innate and
adaptive immune system by recognising pathogens, directing cells to the site of injury or infec-
tion and thus coordinating the immune response. Chemosensory GPCRs such as the taste re-
ceptors TAS1Rs and TAS2Rs as well as olfactory receptors also appear to be part of the molec-
ular equipment that enables immune cells to orientate themselves within chemical gradients.
Gene expression studies demonstrated the presence of odorant receptors, all 25 TAS2Rs and
the 3 TAS1Rs on 5 different types of human blood leukocytes, where the taste receptors in par-
ticular are involved in the chemotaxis of human neutrophils and the protection of T cells from
activation-induced cell death. In addition, chemosensory GPCRs in various microbiome-ex-
posed border epithelia, e.g. in the gastrointestinal tract or respiratory tract, appear to fulfil a

sensory function of the innate immune system.

Together with the TAS1Rs and some other receptors, the metabotropic glutamate receptors
(GluRs) form class C of GPCRs, which have the ability to form heterodimers within their fam-
ilies. Thus, heterodimerisation between TAS1Rs leads to the sweet taste receptor
(TA1R2/TAS1R3) or umami taste receptor (TAS1R1/TAS1R3) with effectively different ligand
spectra. In addition, recent studies using heterologous expression analyses demonstrated a
physical interaction of different mGluRs as well as a functionality of individual heterodimers,
the cellular significance of which, however, is still largely unknown.

In the present study, molecular and cell biological methods were used to investigate whether
receptors across class C GPCR families have the ability to form heterodimers on human blood
leukocytes. In a first step, gene expression analyses provided evidence for the presence of all
eight metabotropic glutamate receptors and the three TAS1Rs in PMNs (polymorphonuclear
leukocytes) and T cells, which formed the basis for possible physical receptor interactions.
GRM2 and TAS1R3 were found to be the genes with the highest transcript levels within their
receptor families, and their expression levels increased up to 2.4-fold after 24 h incubation

with monosodium glutamate (MSG), an agonist for both mGluRs and the umami receptor
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TAS1R1/TAS1R3. Protein analyses of mGluR2 and TAS1R3 provided initial evidence of co-ex-
pression of both receptors in PMNs using immunocytochemistry and overlapping protein sig-
nalling, and evidence of their physical interaction in heterologous HEK-293 cells using a BRET
assay. Finally, co-immunoprecipitations and Western blots of proteins from isolated human
PMNs and T-cells confirmed the presence of both receptor proteins and provided strong evi-
dence for protein-protein interactions between mGluR2 and TAS1R3 in both blood cell types.

For the subsequent functional analysis of the heterodimer, a cAMP luminescence assay already
used for the identification of olfactory receptors and their agonists could be modified in HEK-
293 cells within the scope of the present work in such a way that its applicability for the func-
tional characterisation of mGluR2/TAS1R3 was reproducible. Concentration-response rela-
tionships of the heterodimer with MSG revealed a more potent receptor construct with signif-
icantly lower ICs, values compared to the homodimer mGluR2 in the cAMP luminescence as-
say. At the same time, the heterodimer showed a significantly higher surface expression com-
pared to mGluR2 in transfected HEK-293 cells, which provided conclusive evidence for a pos-
sible chaperone function of TAS1R3 in the dimer with mGluR2 in the form of facilitated
transport of the receptor to the cell membrane.

Using receptor-specific antagonists, it was further shown that the heterodimer is involved in
MSG-induced facilitation of N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLF)-stimulated IL-
8 secretion in PMNs and consequently appears to be implicated in the modulation of immune
responses.

In the context of the functional analysis of mGluR2/TAS1R3, this raised the question of possi-
ble potential agonists. While an initial amino acid screen of all L- and D-amino acids, with the
exception of L-glutamate, did not produce a heterodimer-specific receptor response, in a
screen consisting of 14 bacterial supernatants of different species, the supernatant from Pseu-
domonas aeruginosa produced a significantly stronger receptor signal compared to mGluR2.
Subsequent analyses characterised the unknown substance(s) as polar compound(s) with a size
of less than one kDa. Fractionation of the bacterial supernatant into 22 subfractions by HPLC
subsequently led to the identification of a subfraction responsible for the receptor response,
which will be characterised in subsequent studies using HPLC, NMR and cAMP luminescence
analyses to finally identify the corresponding agonist(s).

In addition, a screening of known virulence molecules already described in the supernatant of
P. aeruginosa yielded two potential agonists for the TAS1R3 receptor in the form of PQS and
cis-2-decenoic acid, whose possible interaction partners, primarily TAS1R1 and TAS1R2, as

well as their immunological functions, must also be elucidated in further analyses.
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However, among the chemosensory GPCRs, not only taste receptors appear to interact with
bacterial molecules or metabolites and thereby exert an influence on human physiology. Sev-
eral studies from recent years have reported an interaction of various odorant receptors with
bacterial metabolites and an associated induction of microglia activation, renin secretion and
blood pressure regulation as well as an increased secretion of the anorectic intestinal hormone
peptide YY. A major problem in the identification of possible receptor-ligand interactions in
this context, however, is the assignment of odorant receptors to their corresponding agonists,
which would make an immense contribution to the elucidation of physiological processes. To
date, receptor-specific ligands have only been identified for about 15 % of functional human
odorant receptors. Using a bidirectional screening approach, the present study was able to
identify the soil bacteria-derived metabolite geosmin as a specific agonist for the odorant re-
ceptor OR11A1. Comparisons of the receptor responses to geosmin between six different spe-
cies demonstrated its evolutionarily conserved receptor function. The receptor of the desert
kangaroo rat (doOR11A1) showed a more than 100-fold higher sensitivity compared to the hu-
man orthologue. Extracts from geosmin-producing strains of Streptomyces albus and Strep-
tomyces albidoflavus, whose geosmin concentrations were quantified exactly by GC-GC-
HRMS, showed a unique receptor response of doOR11A1, which enables the kangaroo rat to

perceive geosmin in the low nanomolar concentration range.

The results of the present work on the detection of a functional heterodimer mGluR2/TAS1R3
in human blood leukocytes as well as the identification of (previously unknown) bacterial me-
tabolites as possible agonists for chemosensory receptors provide an contribution to the eluci-
dation and better understanding of the incredible functional contribution of these proteins in
the entire human body. This offers enormous potential for various areas of application in med-
icine, nutritional research and biotechnological processes and could open up new possibilities

in the future with regard to targeted interventions.



1 EINLEITUNG I

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (engl. G Protein-Coupled Receptors (GPCRs)) bilden die
grofBte Familie aller im menschlichen Genom codierten Transmembranproteine. Als substan-
zielle Bestandteile bei der Vermittlung zelluldrer Antworten auf extrazellulire Signale wie Hor-
mone, Neurotransmitter, Wachstumsfaktoren, Immunmodulatoren, Geriiche und Ge-
schmacksmolekiile passen die ~800 bekannten Rezeptoren die Physiologie von Zellen und Ge-
weben iiber Signalwege via G-Proteinen an und regulieren auf diese Weise grundlegende, zel-
lulare Funktionen wie Stoffwechselprozesse, Migration, Wachstum und neuronale Aktivitaten
[1-4]. Aufgrund ihrer hohen Affinitit fiir eine Vielzahl modulatorischer Stimuli in diversen
Prozessen des menschlichen Korpers bilden GPCRs zudem wichtige Ziele fiir die Entwicklung

von Arzneimitteln [5].

1.1.1 Klassifizierung und Struktur

Basierend auf phylogenetischen Sequenz- und Strukturanalysen erfolgt die Einteilung der
GPCR-Familie in 6 Hauptgruppen: Rhodopsin (Klasse A), Sekretin (Klasse B1), Adhasion
(Klasse B2), Glutamat (Klasse C), Rezeptoren fiir Ste2-dhnliche Pilzpheromone (Klasse D1),
und Frizzled (Klasse F) und TAS2Rs (Klasse T), wobei fiir Klasse D1 kein humanes Ortholog
existiert [1] (Abb. 1.1 A). Thnen allen gemein ist deren struktureller Aufbau, bestehend aus ei-
nem Biindel sieben transmembraner a-Helices, die {iber jeweils drei extra- und intrazellulare
Schleifen (extra- und intracellular loops, ECL und ICL) variabler Linge miteinander verbun-
den sind, wobei sich der N-Terminus der Rezeptoren auf der extrazelluldren Seite der Zell-
membran befindet, der C-Terminus dagegen intrazellular lokalisiert ist [6] (Abb. 1.1 B). Die
Bindung eines Agonisten an extrazelluldre Regionen, oder im Falle der Klasse A GPCRs inner-
halb der Transmembranhelices, resultiert in Konformationsianderungen, infolgedessen es int-
razellular zu einer Wechselbeziehung mit zytosolischen Signalproteinen kommt [6].

Verglichen mit den anderen GPCR-Klassen besitzen Rezeptoren der Rhodopsin-Familie
(Klasse A), welche die groBte Anzahl an Mitgliedern aufweist und zu denen auch die Geruchs-
rezeptoren gezdhlt werden, mit einem kurzen N-terminalen Ende einen relativ einfachen
strukturellen Auftbau. Im Gegensatz dazu zeichnen sich die Klassen B und F durch liangere ext-
razellulare (EZD) bzw. cysteinreiche Domanen (CRD) aus, die als Teil der Bindungsstelle zur
Erkennung von Liganden fungieren. Ein charakteristisches Unterscheidungsmerkmal der

Klasse C GPCRs ist die Ausbildung konstitutiver Homo-und Heterodimere, die durch ihre lan-
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gen, die,Venus Flytrap‘(VFTD)- und cysteinreiche Doméne enthaltenden, N-Termini vermit-
telt werden (Abb. 1.1 B). Dieser Klasse gehoren hauptsichlich die metabotropen Glutamatre-

zeptoren (mGluRs) und Geschmacksrezeptoren (TAS1Rs) an [3, 7-11].

A

Adhasion

N

I IV 3/\’5 g‘/\wﬂ i

i

Abbildung 1.1:  Klassifizierung und Struktur G-Protein-gekoppelter Rezeptoren. A: Phylogenetische Beziehung
zwischen GPCRs im menschlichen Genom. Unterschiedliche Farben geben die verschiedenen
Hauptgruppen an. Abbildung verdndert nach Wu et al. (2017) [12]. B: Strukturelle Eigenschaften
von GPCRs unterschiedlicher Klassen. Abkiirzungen: EZD = Extrazellulire Domdne; VFTD =
Venus flytrap Domdne; CRD = Cysteinreiche Domdne. Abbildung modifiziert nach Qu et al.
(2020) [9] und Wu et al. (2014) [11].

Klasse F

= Plasmamembran

1.1.2 Geruchsrezeptoren — GPCRs der Klasse A

Gemeinsam mit dem Geschmackssinn bildet der Geruchssinn die chemischen Sinne [13]. Seine
Hauptfunktion umfasst die Detektion und Unterscheidung tausender fliichtiger Verbindun-
gen, den Aromastoffen. Diese Eigenschaft ist mitunter fiir die Auswahl und Evaluation tiglich
konsumierter Lebensmitteln von wesentlicher Bedeutung und verhindert zudem den Verzehr

verdorbener Nahrung [14]. Die Wahrnehmung von Aromastoffen erfolgt sowohl orthonasal
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durch die Nase, als auch retronasal iiber den Rachenraum nach deren durch Kauen vermittel-
ten Freisetzung [15]. Dabei konnen thermisch verarbeitete bzw. fermentierte Lebensmittel wie
Bier, Brot oder Wein weit mehr als 800 fliichtige Verbindungen enthalten. Aber auch pflanzli-
che Lebensmittel wie Gemiise und Obst beinhalten eine Vielzahl unterschiedlicher Aro-
mastoffe [15]. Bis heute wurden insgesamt 10 000 fliichtige Verbindungen in Lebensmitteln
identifiziert, wovon etwa 230 zu den sogenannten Schliisselgeruchsstoffen (KFOs — engl. Key
Food Odorants) gezahlt werden. Eine Kombination aus lediglich 3-40 KFOs bildet den typi-

schen Geruch eines Lebensmittels [16, 17].

PFLANZENMETABOLITE ALS GERUCHSSTOFFE AM BEISPIEL VON TDN Die Grundlagen der
globalen Lebensmittelproduktion stammen aus natiirlichen Ressourcen pflanzlicher und tieri-
scher Herkunft. Pflanzen als sessile Organismen beherbergen ein enormes Spektrum von tau-
senden fliichtigen Signalstoffen, die ihnen die Fahigkeit zu Interaktion mit anderen Pflanzen
verleiht sowie als Lockstoff fiir samenverbreitende Tiere und bestidubende Insekten dienen
[18]. In der Tat handelt es sich bei diesen chemischen Verbindungen um die evolutionar dlteste
Form der Kommunikation, die der Mensch im Laufe der Entwicklung fiir sich und seine Be-
diirfnisse immer weiter zu verstehen gelernt hat — in Form von Priferenzen fiir spezifische
Aromen reifer Friichte und dem Anbau bestimmter Nutzpflanzen [18, 19]. Ein Beispiel stellt in
diesem Zusammenhang die Weinrebe (Vitis vinifera), eine der wirtschaftlich wichtigsten Obst-
pflanzen, die in zahlreichen Rebsorten wie dem Riesling vorkommt, dar [20]. Abhéngig von
Riesling-Sorte und Weinbaugebiet besitzt die Nutzpflanze ein Riesling-typisches Geruchsbild
mit fruchtigen, blumigen, honigartigen aber auch petrolartigen Duftaromen, die von aromare-
levanten fliichtigen Verbindungen und deren Vorstufen, z.B. Carotinoiden, gepragt sind [21-
23]. Die kerosin- bzw. petroleumartige Note des Rieslings wird durch 1,1,6-Trimethyl-1,2-
dihydronaphthalin (TDN) verursacht [24], das in maBigen Konzentrationen Bestandteil des
Aromas eines gereiften Rieslingweins ist [24-26] sowie in weiteren Friichten wie der Passions-
frucht (Passiflora edulis Sims) [27], dem Pfirsich (Prunus persica) [28] und der Erdbeere
(Fragaria x ananassa) [29] zu finden ist. In einer kiirzlich veroffentlichten Studie konnte TDN

als potenter Agonist des Geruchsrezeptors OR8H1 identifiziert werden [30].

BAKTERIELLE METABOLITE ALS GERUCHSSTOFFE AM BEISPIEL VON GEOSMIN Der Ge-
brauch des Begriffs ,,Geruchstoff” erfolgt wie die Verwendung der Bezeichnung ,Geschmacks-
stoff” wertfrei. So kann dieselbe Verbindung mit an der Entfaltung einer typischen Geruchs-
note beteiligt sein und in einem anderen Kontext einen Fehlgeruch (off-flavour) hervorrufen,
der zu einer Ablehnung des Lebensmittels und in Folge dessen zu massiven kommerziellen

EinbuBlen fiihren kann [15]. Ein typisches Beispiel stellt in diesem Zusammenhang das bizyk-
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lische und fliichtige Sesquiterpenoid Geosmin ((4S,4aS,8aR)-4,8a-dimethyloctahydronaph-
thalen-4a(2H)-ol) dar [31]. 1965 erstmals isoliert [32], verleiht der erdige Geruch des Geos-
mins Duftstoffen und Parfiimen eine frische Note [33, 34] wiahrend es in der Lebensmittelin-
dustrie aufgrund seines ,erdig-muffigen“ Beigeschmacks maBgeblich fiir QualitatseinbuBen
von Nahrungsmitteln und Getranken wie Bohnen [35], Kakao [36], Fisch [37-39], Trinkwasser
[40-44], Wein [45, 46] und Traubensaft [47, 48] verantwortlich ist.

Geosmin wird in erster Linie von Mikroorganismen produziert, die hauptsachlich in terrestri-
schen Umgebungen vorkommen. Dazu zdhlen unter anderem im Boden lebende Actinomyce-
ten wie beispielsweise Streptomyces albidoflavus, Streptomyces albus oder Norcardia flume-
nia [44, 49-52]. Aber auch bestimmte Arten von Pilzen [47, 53, 54], Myxo- und Cyanobakterien
[55-59] sind als Produzenten von Geosmin bekannt, ebenso wie GefaBpflanzen wie Rote Beete
[60] und Kaktusbliiten [61].

Die molekulare Grundlage der mikrobiellen Geosminsynthese beruht auf der Umwandlung
von Farnesyldiphosphat in Germacradienol und weiter in Geosmin [62] mit Hilfe einer Sesqui-
terpen-Synthase, codiert von einem Geosmin-Synthase-Gen (geoA), welches in einer Vielzahl
von Cyanobakterien und Bakterien aus der terrestrischen sowie aquatischen Umwelt expri-

miert wird [49, 63-66] und phylogenetisch konserviert ist [67] (Abb. 1.2).
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Abbildung 1.2:  Molekulare Grundlage der mikrobiellen Geosminsynthese

Trotz der weiten Verbreitung von Geosmin ist seine biologische Funktion bis heute nur teil-
weise geklart. Bekannt ist, dass Geosmin als fliichtiger, chemosensorischer Botenstoff unter-
schiedliche Reaktionen in Form von Anziehungs- und Vermeidungsverhalten in verschiedenen
Spezies auslosen [68]: Wiahrend geosminreiche Umgebungen einen bevorzugten Eiablageplatz
fiir die Stechmiicke Aedes aegypti darstellen [69] und Elefanten [70] und Kamele [71] den
Geruch von Geosmin iiber groBe Entfernungen mit Wasserquellen in Verbindung bringen, er-
zeugt der Geruchsstoff bei der Fruchtfliege Drosophila melanogaster ein Abwehrverhalten ge-
geniiber verfallener Friichte und somit gegeniiber dem Konsum toxischer Verbindungen [72].
Ein dhnlich abschreckendes Signal wurde fiir den bakterienfressenden Wurm Caenorhabditis
elegans berichtet, der in Anwesenheit von mikrobiellem Geosmin eine reduziertes Jagdverhal-

ten zeigte [73].
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DIE GERUCHSWAHRNEHMUNG AUF ZELLULARER EBENE  Der Geruchssinn beginnt im Rie-
chepithel, der Regio olfactoria, die sich in der obersten Conche der Nasenhohle befindet, eine
Flache von etwa 5 cm? einnimmt und von einer Mukus-Schicht bedeckt ist [74] (Abb. 1.3 A).
Sie besteht aus insgesamt drei verschiedenen Zelltypen, den Stiitzzellen, Basalzellen und den
eigentlichen Riechzellen, bei denen es sich um Geruchsneurone (engl. olfactory sensory neu-
rons (OSN)) handelt, von denen der Mensch ~ 30 Millionen besitzt [75]. Aufgrund ihrer durch-
schnittlichen Lebensdauer von etwa einem Monat unterliegen die OSNs einem permanenten
Erneuerungsprozess, gewahrleistet durch Ausdifferenzierung von Basalzellen (Stammzellen)
[75]. An der apikalen Seite des Riechepithels werden die OSNs zudem von Stiitzzellen ge-
schiitzt, indem sie tote Neurone phagozytieren bzw. schiadliche Substanzen aus der Luft ent-
giften [76]. Eine Basalmembran trennt das Riechepithel von der Lamina propria, in der die
Bowman-Driisen enthalten sind, welche wesentlich an der Bildung des Riechschleims beteiligt
sind [77].

Die bipolaren olfaktorischen Geruchsneuronen sind an ihrem apikalen Ende mit einer Vielzahl
an in den Mukus ragenden Zilien ausgestattet, in deren Plasmamembran Geruchsrezeptoren
exprimiert werden, wo sie in direkten Kontakt mit Geruchsstoffen aus der Atemluft in der Na-
senhohle treten konnen [78]. Die Axone auf der basalen Seite verlaufen in Biindeln zu tausen-
den durch die Siebbeinplatte (Lamina cibrosa) und kommen als gemeinsamer Geruchsnerv
(Nervus olfactorius) im Riechkolben (Bulbus olfactorius) an, der als vorgelagerter Hirnteil be-
trachtet wird. In diesem Bereich endigen die Axone in Glomeruli, welche zusammen mit Dend-
riten der Mitralzellen Synapsen bilden [75]. Uber Axone der Mitralzellen, die zusammen den
Geruchstrakt (Tractus olfactorius) darstellen, erfolgt die Geruchsweiterleitung in tiefere Ge-

hirnregionen wie dem Thalamus und der Amygdala [77].
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des menschlichen Riechepithels sowie der Geruchsrezeptor-vermittel-
ten Signaltransduktion in Geruchsneuronen. A: Aufbau des menschlichen Riechepithels. Abbil-
dung modifiziert nach Moon et al. (2014) [78] und Xydakis et al. (2021) [79]. B: Signaltransduk-
tion von ORs im OSN. Die Bindung eines Geruchsstoffes an einen Geruchsrezeptor resultiert in
einer Gaolf-aktivierten Stimulation der Adenylatzyklase Typ III, welche die Umwandlung von
ATP zu cAMP katalysiert. Via cAMP wird der CNGC-Ionenkanal aktiviert, der einen Influx
mono- und divalenter Kationen (Natrium- und Kalzium) erméglicht und eine Depolarisation der
Zelle erreichen. Kalzium-Ionen éffnen Ca2+-abhdngige Chlorid-Kandle (CaCCs), aus denen Chlo-
rid-Ionen ausstromen und eine Verstdrkung der Zelldepolarisation induzieren. Abbildung modi-
fiziert nach Kaupp (2010) [80].

ATP

In den geruchswahrnehmenden Organen von Siugetieren wurden fiinf Typen unterschiedli-
cher chemosensorischer GPCRs identifiziert [80]: Die TAARs (engl. Trace Amine-associated
Receptors), die erstmalig 2001 beschrieben wurden [81], erkennen vorwiegend fliichtige sowie
biogene Amine [82]. Vomeronasal-Rezeptoren lassen sich in zwei Familien unterteilen — ViRs,
die in den apikalen Zellen des Neuroepitheliums zu finden sind und dort Pheromone detektie-
ren [83, 84], und V2Rs, die in den basalen Zellen exprimiert werden, MHC-Komplexe erken-
nen und beim Menschen pseudogenisiert sind [85-89]. FPRs (engl. Formyl Peptide Receptors)
wurden in den Riechepithelzellen identifiziert, wo sie mit krankheits- bzw. entziindungsbezo-
genen Liganden assoziiert sind und Einfluss auf die Immunantwort nehmen [90, 91]. Mit ~400

funktionellen Rezeptorgenen stellt die Gruppe der eigentlichen Geruchsrezeptoren (OR — engl.
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Odorant Receptor) die groBte unter den chemosensorischen Rezeptoren dar [92-95]. Vorwie-
gend im Riechepithel der Nase exprimiert, sind sie in der Lage 10 000 fliichtige, lebensmittel-
relevante Molekiile und Verbindungen zu binden, zu unterscheiden und als komplexe Geriiche
wahrzunehmen [16, 80, 96]. Dabei konnten Malnic et al. [97] zeigen, dass mehrere Geruchs-
stoffe von einem Rezeptor erkannt werden konnen, unterschiedliche ORs einen Geruchsstoff
detektieren sowie die Erkennung verschiedener Geruchsstoffe durch unterschiedliche Kombi-
nationen an Geruchsrezeptoren erfolgen kann. Basierend auf phylogenetischen Analysen und
ihrer Nukleotidsequenz werden ORs in zwei Gruppen eingeteilt. Wahrend Mitglieder der klei-
neren Klasse I der Geruchsrezeptoren hauptsichlich fiir die Detektion wasserloslicher Ge-
ruchsstoffe verantwortlich sind [98], konnen Rezeptoren der Klasse II hydrophobe sowie vola-

tile Substanzen aus der Luft wahrnehmen [16, 99].

SIGNALTRANSDUKTION VON GERUCHSREZEPTOREN Anders als bei der Klasse C von
GPCRs, erfolgt die Bindung von Geruchsstoffen bei ORs (GPCRs der Klasse A) nicht {iber den
N-Terminus, sondern direkt iiber die Transmembrandomaine, die eine hydrophobe intra-
membrane Pore formt, in der eine Interaktion von Agonist und Rezeptor stattfindet. Hierbei
induziert die Bindung von Geruchsmolekiilen eine Aktivierung eines trimeren G-Proteins, das
sich aus den Untereinheiten Ggol, p und y zusammensetzt [100, 101] (Abb 1.3 B). Die daraus
resultierende Konformationsdnderung ermoglicht den Austausch des an die Gq-Untereinheit
gebundenem GDP zu GTP und im Folgenden die Abspaltung des fy-Komplexes [100, 102].
Guorr aktiviert in seinem ungebundenen Zustand die membranstindige Adenylatzyklase Typ
ITI, welche die enzymatische Umwandlung von ATP zu cAMP katalysiert und so einen Anstieg
der intrazelluliren cAMP-Konzentration bewirkt [80, 103, 104]. cAMP bindet daraufhin an
CNG-Ionenkanile (engl. Cyclic Nucleotide-gated Channels) [105], die zu einem Einstrom von
Kalzium- und Natrium-Ionen aus dem Mukus in die Zilien und folglich zu einer Depolarisation
der chemosensorischen Zellen fithren [106-108]. Intrazellulare Kalzium-Ionen aktivierten Kal-
zium-abhingige Chloridkanile (CaCC; engl. Calcium-activated Chloride Channels), die in ei-
nem Ausstrom von Chlorid-Ionen aus der Zelle und somit in einer verstarkten Depolarisation
der Zilienmembran resultieren [109-111]. Das daraus entstehende neuronale Aktionspotential
wird schlieBlich tiber die Axone der olfaktorischen Neurone in den olfaktorischen Bulbus und

weiter in den olfaktorischen Cortex geleitet [112, 113].
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1.1.3 Metabotrope Glutamatrezeptoren (mGIuRs) und Geschmacksrezeptoren (TAS1Rs) —
GPCRs der Klasse C

Die Klasse C der GPCRs umfasst fiinf Subfamilien, gebildet aus zwei GABAg-Rezeptoren (engl.
gamma-aminobutyric acid) (GABAs: und GABAs.), dem kalziumsensitiven Rezeptor (CaSR),
drei Geschmacksrezeptoren (TAS1R1-TAS1R3), acht metabotropen Glutamatrezeptoren
(mGluR1-8) sowie Orphan-Rezeptoren, die bei zahlreichen physiologischen Prozessen wie
dem Geschmacksempfinden, der Calcium-Homdoostase und der synaptischen Ubertragung
bzw. Weiterleitung eine entscheidende Rolle spielen [3, 114, 115]. Sie zeichnet sich durch ihre
groBe N-terminale extrazellulire VFT-Domane aus, die die Bindungsstelle fiir Agonisten ent-
halt. Kristallstrukturen von mGluRs offenbarten einen zweigliedrigen Aufbau, der es der VFT-
Domane erlaubt, eine offene und geschlossene Konformation anzunehmen, wobei die Bindung
des Agonisten Glutamat die geschlossene Konformation und somit die aktive Form des Rezep-
tors stabilisiert [116, 117]. Eine zweite, cysteinreiche Doméane (CRD), die neun konservierte
Cysteine enthalt [117, 118] und in GABAg-Rezeptoren nicht vorhanden ist [119], verbindet die
VFT-Domaine mit den sieben Transmembranhelices [120, 121]. Diese charakteristischen Merk-
male erlauben es den Klasse C GPCRs, sich zu konstitutiven dimeren Komplexen zusammen-
zuschlieBen, die fiir die Aktivierung von G-Proteinen und der daraus resultierenden Signal-

iibertragung erforderlich sind, um ihre vielfaltigen zelluliren Funktionen zu erfiillen [120, 122-

124].

1.1.3.1  Die Familie der metabotropen Glutamatrezeptoren (mGluRs)

Die metabotropen Glutamatrezeptoren waren innerhalb der Klasse C GPCRs die ersten, welche
von zwei unabhingigen Arbeitsgruppen kloniert werden konnten [125, 126]. Aktiviert durch
Glutamat, dem wesentlichen exzitatorischen Neurotransmitter im zentralen Nervensystem
(ZNS) [127] und gleichzeitig der am haufigsten vorkommenden intrazelluliren Aminosiure
[128], sind mGluRs in erster Linie an der Regulation der synaptischen Ubertragung und neu-
ronalen Anregung bzw. Weiterleitung beteiligt [114, 129]. Im ZNS werden sie von Neuronen
und Gliazellen exprimiert und modulieren in der Nahe des synaptischen Spalts die Wirkung
und Freisetzung von Glutamat und weiteren Neurotransmittern [130] (Abb. 1.4 A). Basierend
aufihrer Sequenzhomologie, unterschiedlicher G-Protein-vermittelter Signalwege sowie Phar-
makologie, setzen sich die bekannten acht Rezeptoren (mGluR1-8) aus drei Untergruppen zu-
sammen [120, 131]. Dabei zeigen mGluRs derselben Gruppe eine Sequenzidentitiat von 70 %,

wiahrend zwischen den Gruppen eine Identitat von etwa 45 % erreicht wird [132].

SIGNALTRANSDUKTION VON MGLU-REZEPTOREN Gruppe I umfasst die Rezeptoren
mGluR1 und mGluRs5, die sich hauptsichlich an Post-Synapsen befinden und dort fiir die neu-

ronale Erregbarkeit durch Depolarisation der Zellen verantwortlich sind [114, 120] (Abb. 1.4
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A). In Folge der Rezeptorbindung von Glutamat kommt es durch Umwandlung von GDP (Gu-
anosindiphosphat) zu GTP (Guanosintriphosphat) zu einer Aktivierung des Gag/au-Proteins
und daraus resultierend zu einer Abspaltung des Gg,-Dimers. Die Gq-Untereinheit aktiviert in
ihrer GTP-gebundenen Form die Phospholipase C (PLC), welche die Hydrolyse von Phos-
phatidylinositol-4,5-Diphosphat (PIP.) in Diacyl-Glycerol (DAG), gebunden an die Plasma-
membran, und Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP3) katalysiert (Abb. 1.4 B). IP3 gelangt ins Zyto-
plasma, wo es mit den, am endoplasmatischen Retikulum befindlichen IP3 Rezeptoren (IP3R)
interagiert. Die daraus resultierende Freisetzung von Kalzium (Ca2+) aktiviert eine Protein-
kinase C (PKC), welche schlieBlich zur Aktivierung weiterer downstream Pathways fiihrt [114,
133, 134]. Uber Gus-Kopplung kénnen mGluR1 und mGluRj5 dariiber hinaus zusitzlich die
membrangebundene Adenylatzyklase aktivieren und so zu einer erhohten Konzentration von
zyklischem AMP (Adenosinmonophosphat) (cAMP) beitragen [134] (Abb. 1.4 B).

Anders als mGluR1 und mGluR5 sind die Gruppen II (mGluR2 und mGluR3) und III (mGluR4,
mGluR6, mGluR7, mGluR8) der metabotropen Glutamatrezeptoren an eine Gi/o-Untereinheit
gekoppelt. Im zentralen Nervensystem sind diese GPCRs, mit Ausnahme des retinaspezifi-
schen mGluR6 [135, 136], sowohl an den Pra- als auch Postsynapsen lokalisiert, wo sie vorwie-
gend die neuronale Erregbarkeit durch Hemmung von Neurotransmitterfreisetzungen herun-
terregulieren. Dabei leiten sie nach Aktivierung ihr Signal iiber die Inhibition der Adenylatzyk-
lase und der daraus resultierenden cAMP-Bildung weiter (Abb. 1.4 B) [114, 120, 133]. Zudem
moduliert die bei Aktivierung freigesetzte, heterodimere Gg,-Untereinheit Ionenkanile, indem
sie beispielsweise spannungsabhéngige Kalziumkanile (VDCC (voltage-dependent Calcium-
channels)) hemmt und gleichzeitig durch Bindung an G-Protein aktivierte einwarts gleichrich-
tende K+-Kanile (GIRK) einen Kalium-Ausstrom und somit eine Hyperpolarisation der

Membran hervorruft [133, 137-139].
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Schematische Darstellung der verschiedenen Gruppen metabotroper Glutamatrezeptoren auf
Prd- und Postsynapsen und derer Signaltransduktionswege nach Aktivierung mit threm Ligan-
den Glutamat. A: Schematische Verteilung von mGluRs an einer Synapse. Gruppe I der mGIluRs
(mGluR1/5) (orange) ist hauptsdchlich auf postsynaptischen Neuronen zu finden, mit geringer
Expression auf Prdasynapsen. Die mGluRs der Gruppen IT und III (mGluR 2/3 (griin) bzw. mGIluR
4/7/8 (blau)) sind im Allgemeinen prdsynaptisch lokalisiert, wo sie die Freisetzung von Gluta-
mat inhibieren (graue Kreise). Wenn vorhanden, aktivieren Rezeptoren der Gruppe I hier die
Freisetzung des Neurotransmitters. Postsynaptisch reagieren die AMPA- (a-Amino-3-hydroxy-
5-methyl-4-isoxazol-propionsdure) und NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat) Rezeptoren auf Gluta-
mat mit erhohter intrazelluldrer Kalzium- bzw. Natriumfreisetzung, die die Erregbarkeit der
Zellen fordern, wihrend mGluR2/3 durch Reduktion der cAMP-Produktion diese inhibiert. Auf
Gliazellen werden mGluR3 und mGluR5 exprimiert, deren Signalling und Funktion jedoch noch
nicht vollstdndig verstanden sind [140]. Abbildung modifiziert nach Srivastava et al. (2020)
[141]. B: Gezeigt sind die Pathways iiber die Phospholipase C (PLC) und die Adenylatzyklase.
Nach Bindung von Glutamat an die Gruppe I der metabotropen Glutamatrezeptoren kommt es
durch Umwandlung von GDP zu GTP zur Aktivierung und Dissoziation der Gaq/1:-Untereinheit
vom PBy-Komplex und zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC), welche die Hydrolyse von
Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat (PIP-) in Diacyl-Glycerol (DAG), gebunden an die Plasma-
membran, und Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP3) katalysiert. IP3 bindet an seinen IP3-Rezeptor
am endoplasmatischen Retikulum, wodurch es zur Freisetzung von Kalzium ins Zytosol und zur
Stimulation der Proteinkinase C (PKC) kommt, die zur Aktivierung weitere Downstream Pa-
thways fiihrt.

Die Gruppen II und III der mGluRs sind iiber eine Gai/o Untereinheit gekoppelt, die nach Aktivie-
rung die Adenylatzyklase und im Folgenden die cAMP-Bildung inhibiert und dadurch die neuro-
nale Erregbarkeit herunterreguliert. Der freigesetzte fy-Komplex hemmt zudem spannungsab-
hdngige Kalziumkandle (VDCC) und fiihrt durch Bindung an G-Protein aktivierte einwdrts
gleichrichtende K*-Kandle (GIRK) einen Kalium-Ausstrom herbei, der zu einer Hyperpolarisa-
tion der Membran fiihrt. Abbildung modifiziert nach Eddy et al. (2022) [133].
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STANDARDMODELL DES GDP/GTP ZYKLUS ZUR REGULATION DES GPCR SIGNALLING Die
zellulare Signaliibertragung erfolgt iiber ein hoch komplexes Zusammenspiel von einer Viel-
zahl an Proteinen, Peptiden und Ionen, die einen Informationsfluss innerhalb der Zellen bzw.
an benachbarte oder entfernte Zellen ermoglichen. So gewahrleistet beispielsweise die Freiset-
zung von Neurotransmittern am synaptischen Spalt die Signalweiterleitung an Neurone, Mus-
kelzellen und endokrine Zellen und ist dariiber hinaus an autokrinen Riickkopplungssignalen
an das Neuron beteiligt [142]. Dabei regulieren Kinasen, Phosphatasen, Proteasen und nukle-
otidbindende Proteine prizise die Dauer und Intensitit des intrazelluldren Signals, indem sie
zwischen einem aktiven und passiven Zustand hin- und herwechseln und auf diese Weise eine
Uberstimulation der Zellen verhindern [142].

Go- (Guanin-Nukleotid-bindenden) Proteine von GPCRs besitzen eine GTPase Aktivitat, die
einen permanenten aktiv-inaktiv-Zyklus der Rezeptoren steuern und initiieren (Abb. 1.5). Die-
ser beginnt mit der Bindung eines Agonisten an den GPCR, der zu dessen erhohter GEF-Akti-
vitat (engl. guanine-nucleotide exchange factor) und in Folge dessen zur Freisetzung von GDP
und der Bindung von GTP an die G.-Untereinheit fiihrt. Die daraus resultierenden Konforma-
tionsdnderungen in den drei sogenannten ,switch“-Regionen des Gq-Proteins erlauben die
Dissoziation von Gg,. Beide Untereinheiten sind darauthin in der Lage, abhingig vom jeweili-
gen GPCR, ‘downstream‘ Signale durch Interaktion mit nachgeschalteten Effektorproteinen
auszulosen. Die bereits erwiahnte intrinsische GTPase-Aktivitit des Gq-Proteins hydrolysiert
unter Freisetzung eines Phosphats (P;) GTP zu GDP, welche durch GAPs (engl. GTPase-accele-
rating proteins) wie beispielsweise RGS (engl. Regulator of G-protein Signaling) verstarkt

wird, woraufhin der Rezeptor in seinen Ruhezustand zuriickgefiihrt wird [142-145].
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Abbildung 1.5: Standardmodell des GDP/GTP Zyklus zur Regulation des GPCR Signalling. Die Bindung eines
Agonisten an den Rezeptor fiihrt zu dessen erhohter GEF-Aktivitdt und folglich zum Austausch
von GDP zu GTP an der Ga-Untereinheit, deren Konformationsdnderung die Freisetzung des Gpy-
Dimers erlaubt. Abhdngig vom jeweiligen GPCR tragen beide Untereinheiten zu spezifischen
downstream Signalweiterleitungen bei. Die intrinsische GTPase-Aktivitit des Ga-Proteins hyd-
rolysiert durch Interaktion mit RGS GTP in GDP und schaltet dadurch den GPCR vom aktiven in
den inaktiven Zustand. Abbildung modifiziert nach Neubig et al. (2002) [143].
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1.1.3.2 Die Familie der TAS1-Geschmacksrezeptoren (TAS1Rs)

Der Geschmackssinn ermoglicht vor Verzehr von Lebensmitteln die Wahrnehmung einer Viel-
zahl unterschiedlicher chemischer Stoffe und kann basierend auf den Geschmacksqualitiaten
in fiinf grundlegende Empfindungen, siiB, umami, bitter, sauer und salzig unterteilt werden,
die eine qualitative Beurteilung potentieller Nahrungsmittel gewihrleisten [146, 147]. So deu-
tet der appetitanregende Geschmack nach SiiBe bzw. Umami (dem Geschmack nach Glutamat)
auf kohlenhydrat- bzw. proteinreiche Nahrung mit hohem Energiegehalt hin, wihrend eine
salzige Geschmacksqualitit einen Hinweis auf die Anwesenheit von Natrium in der Nahrung
liefert, die zur Regulation des Elektrolythaushalts beitrdgt. Ein bitterer bzw. saurer Geschmack
16st dahingegen in der Regel ein aversives Verhalten aus und deutet auf das Vorhandensein
potentieller Toxine, starker Sduren und verdorbener Lebensmitteln hin [148, 149]. Aktuelle
Studien iiber den Geschmack von Fett weisen dariiber hinaus auf eine mogliche, unabhéngige
sechste Geschmacksqualitat hin [150-154].

Abhéangig von den jeweiligen Geschmacksqualititen findet die Geschmackswahrnehmung und
deren damit verbundene Signaltransduktion iiber verschiedene Ionenkanile bzw. Rezeptoren
statt. Wiahrend der Geschmack von sauer und salzig iiber apikal lokalisierte Ionenkanile er-
folgt, wird das Empfinden nach SiiBem, Bitterem bzw. Umami iiber GPCRs der Klasse C ver-
mittelt [155-160], welche sich in zwei Gruppen einteilen lassen: Die Familie der Geschmacks-
rezeptoren des Typ 1 (TAS1Rs) besteht aus drei Rezeptorproteinen, TAS1R1-TAS1R3, die durch
Formierung von Heterodimeren den SiiB- (TAS1R2/TAS1R3) und Umamirezeptor
(TAS1R1/TAS1R3) bilden [158-164]. Im Gegensatz dazu ist die Familie der TAS2Rs fiir den
Bittergeschmack verantwortlich, die mit Hilfe von 25 verschiedenen GPCRs auf ein breites

Spektrum aversiver bzw. toxischer Substanzen reagieren [162, 165].

DIE GESCHMACKSWAHRNEHMUNG AUF ZELLULARER EBENE Die Wahrnehmung gustato-
rischer Reize erfolgt mit Hilfe von Sinneszellen, den Geschmackspapillen und —knospen, in
deren Membran sich die Geschmacksrezeptoren befinden [75, 166]. Morphologisch gesehen,
lassen sich die Papillen in drei Formen einteilen (Abb. 1.6 A): Pilzpapillen (Papillae fungifor-
mes) bilden zahlenmiBig die groBte Gruppe und sind hauptsichlich an der Zungenspitze zu
finden. Thr Epithel ist an der Oberseite mit Geschmacksknospen ausgekleidet. Die Blitterpa-
pillen (Papillae folliatae) hingegen befinden sich an den Seitenflachen im hinteren Zungen-
korper und bestehen aus Schleimhautfalten, die mittels Furchen voneinander abgetrennt sind.
An deren Boden befinden sich serose Spiildriisen, die sogenannten Ebner-Driisen, deren Sek-
ret die Geschmacksknospen reinigt und somit eine schnelle Reaktion der Geschmacksknospen
auf unterschiedliche Reize gewahrleistet. Die groBten Geschmackspapillen stellen die Wallpa-
pillen (Papillae circumuvallate) an der Zungenwurzel dar, die analog zu den Blatterpapillen mit

mehreren Geschmacksknospen sowie Ebner-Driisen ausgestattet sind [75, 167, 168].
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Die Geschmacksknospen, von denen der Mensch 2000-5000 besitzt, repriasentieren die
Hauptorgane der chemosensorischen Erkennung. Jede einzelne enthilt 50-100 Geschmacks-
zellen und ist mit afferenten Nervenfasern verschaltet (Abb. 1.6 B) [169]. Die Geschmackszel-
len lassen sich in drei verschiedene Typen (I-III) unterteilen [149]. Typ I- oder gliadhnliche
Zellen sind Stiitzzellen, die den Zellen von Typ II und III Halt geben. Zudem sind sie durch
Expression einer ecto-ATPase fiir den Abbau der von Geschmackszellen freigesetzten Trans-
mitter verantwortlich [169, 170]. Bei den Typ II-(Rezeptor)-Zellen handelt es sich um die Zel-
len, die die fiir den Geschmack von siif3, bitter und umami verantwortlichen GPCRs sowie de-
ren Effektorproteine zur Weiterleitung von Geschmacksqualitdten exprimieren [149, 169]
(Abb. 1.6 B, orangene Zellen). Dabei reagiert jede Rezeptorzelle auf eine bestimmte Ge-
schmacksqualitit [171, 172]. An ihren apikalen Enden befinden sich Mikrovilli, iiber die die
Zellen durch eine Geschmackspore Kontakt zur Mundhohle und den im Speichel gelosten Ge-
schmacksstoffen aufnehmen. Diese Zellen besitzen keine synaptischen Verbindungen, sondern
leiten durch Freisetzung von ATP das mittels GPCRs entstandene Rezeptorpotential iiber Pan-
nexin 1-Kanile an sensorisch afferente Fasern und benachbarte prasynaptische Geschmacks-
zellen (Typ III) weiter [169, 173, 174]. Typ III-Zellen, auch prisysnaptische Zellen genannt,
besitzen Synapsen und exprimieren Proteine wie SNAP 25 und spannungsabhingige Kalzium-
Kanile, die mit der synaptischen Ubertragung und Ausschiittung von Neurotransmittern as-
soziiert sind [149, 169]. Durch Zell-Zell-Kommunikationen innerhalb der Geschmacksknospe
kommt es in Folge der Rezeptor-vermittelten ATP-Ausschiittung neben der Erregung afferen-
ter Nervenfasern zur Stimulation der Typ III-Zellen, die unabhingig von den Geschmacksqua-
litdten zusatzlich das empfangene Signal auf Nervenfasern iibertragen, iiber die der Stimulus
in den gustatorischen Cortex des Gehirns weitergeleitet wird und eine Geschmacksempfindung

erfolgt [149, 169].
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung verschiedener Geschmackspapillen auf der Zunge sowie des Aufbaus
einer Geschmacksknospe. Abbildung modifiziert nach Vilgis (2015) [167] und Hatt (2010) [75].
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DIE GESCHMACKSWAHRNEHMUNG AUF MOLEKULARER EBENE  Analog zu den metabotro-
pen Glutamatrezeptoren erfolgt bei den TAS1Rs die Bindung von Zuckern, kiinstlichen Sii-
Bungsmitteln und Aminosauren hauptsachlich mit Hilfe der VFT-Domaéne. Dabei weist das
StiBrezeptordimer ein breites Ligandenspektrum auf, das von Mono- und Disacchariden wie
Saccharose, Fruktose und Glukose, iiber D-Aminosduren, darunter D-Alanin, D-Histidin, D-
Phenylalanin und D-Tryptophan, bis hin zu Proteinen (Monellin, Brazzein) und kiinstlichen
Siistoffen (Sukralose, Saccharin, Acesulfam K, Cyclamat) reicht [158-160, 175] (Abb. 1.7). Ei-
nige SiiBstoffe bzw. Proteine zeigen bei Interaktion mit dem Rezeptor abweichende Bindungs-
verhalten, indem sie, im Falle des Brazzein und Monellin, mit der N-terminalen Linkerregion
[175-177], bzw. der Transmembrandomaine interagieren, wie es auf Lactisol und Cyclamat zu-
trifft [163].
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Abbildung 1.7:  Schematische Darstellung der Geschmacksrezeptoren des Typ 1 (TAS1Rs) und threr Liganden-
bindungsstellen. Dargestellt sind die Rezeptoren des Siiff — (TAS1R2/TAS1R3) und Umamirezep-
tordimers (TAS1R1/TAS1R3) mit ithren jeweiligen Bindestellen fiir unterschiedliche Zucker, Siif3-
stoffe und Aminosduren. Abbildung modifiziert nach Behrens et al. (2011) [178] und Chéron et al.

(2019) [179].

Im Gegensatz zum SiiBrezeptor erfolgt die Bindung der bekannten spezifischen Agonisten des
Umami-Rezeptors ausschlieBlich tiber die VFT-Domaéne des TAS1R1-Rezeptors [158, 160]. Da-
bei wird die Erkennung von L-Aminosiuren, wie bspw. L-Glutamat, und infolgedessen der
Umamigeschmack durch freie Nukleotide wie Inosin-5-Monophosphat (IMP) bzw. Guanosin-
5-Monophosphat (GMP), die ebenfalls in der Nahrung vorkommen, potenziert [160]. IMP bzw.
GMP binden dabei innerhalb der VFT-Domaéne an andere Bindungsstellen wie das Glutamat,
sodass es nach dessen Bindung zu einer Stabilisierung der aktiven Rezeptorkonformation und
daraus resultierend zu einem positiven allosterischen Modulationseffekt kommt [121, 180,
181].

Die Ergebnisse einer Studie von Damak et al. [182], die in TAS1R3-defizienten Mausen ein
geringeres, jedoch nicht vollstandig ausbleibendes Verhalten gegeniiber Zuckern und Gluta-
mat beobachten konnte, fiihrten zur Hypothese von weiteren, am Umamigeschmack beteilig-

ter Rezeptoren [183-185]. So konnten im Zungengewebe zusitzliche Aminosaurerezeptoren,
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wie die metabotropen Glutamatrezeptoren 1 -4 (mGluR1 - mGluR4) [186-189] und der Kalzi-
umrezeptor (CaS) [190, 191] identifiziert werden, deren Rolle bei der Geschmackswahrneh-

mung jedoch noch unbekannt ist.

SIGNALTRANSDUKTION VON TAS1-REZEPTOREN Analog zu den metabotropen Gluta-
matrezeptoren besitzen die GPCRs der TAS1R-Familie ein intrazellular gekoppeltes trimeres
G-Protein, das sich in diesem Fall aus den Untereinheiten a-Gustducin [192, 193], f3 und y13
[194] zusammensetzt (Abb. 1.8). Nach Bindung eines Liganden erfolgt an der a-Untereinheit
der Austausch von GDP zu GTP und infolgedessen eine Aktivierung und Dissoziation vom G-
Dimer. Der By-Komplex aktiviert daraufhin eine Phospholipase Cp2 (PLCB2) [195], welche die
Spaltung von PIP2 in DAG und IP3 induziert, worauthin es durch Bindung von IP3 an IP3-
Rezptoren im endoplasmatischen Retikulum zur Freisetzung von Kalzium ins Zytosol kommt
[147, 196-198]. Daraus resultiert eine Aktivierung des TRPM5 (transient receptor potential,
melastatin family member 5)-Kanals und folglich ein Einstrom monovalenter Ionen, insbe-
sondere von Natrium (Na*) [199-202]. Der Influx positiv geladener Ionen und die erhohte in-
trazelluldre Konzentration positiv geladenem Kalziums fiihren zur Depolarisation des zellula-
ren Membranpotentials, der Aktivierung von VGNC (voltage-gated Na+* channels) [198] und
der Bildung eines Aktionspotentials, das die Freisetzung von ATP durch CALHM1/3 (engl. Cal-
cium Homeostasis Modulator 1/3) bzw. Pannexin-1 Kanéle bewirkt [173, 203-205]. Schlieflich
iibertragt ATP das Signal auf ionotrope purinerge Rezeptoren P2X2 und P2X3 auf afferenten
Nervenfasern, iiber die der Stimulus in den gustatorischen Cortex des Gehirns weitergeleitet
wird und eine Geschmacksempfindung erfolgt [174, 206].

Parallel dazu aktiviert die dissoziierte Untereinheit a-Gustducin eine geschmacksspezifische
Phosphodiesterase (PDE) und initiiert dadurch den Abbau von cAMP in AMP [207, 208]. Die
Aufrechterhaltung niedriger Konzentrationen an cAMP verhindert die cAMP-vermittelte Akti-
vierung der Proteinkinase A (PKA), die durch Phosphorylierung die PLCB2 inhibieren und zu
einem reduzierten intrazelluldren Kalziumgehalt fiihren wiirde. a-Gustducin tragt somit zur
Gewabhrleistung einer optimalen Ca2*-Konzentration und folglich zu einer Regulation der Sig-
nalweiterleitung bei Bindung eines Liganden bei bzw. ermdglicht im Anschluss eine schnelle

Abschaltung der Signaltransduktion [208, 209].
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Abbildung 1.8: Signaltransduktion von TAS1-Rezeptoren im Zungengewebe. Nach Bindung eines Liganden an
das Heterodimer TAS1R1/TAS1R3 bzw. TAS1R2/TAS1R3 kommt es durch Umwandlung von
GDP zu GTP zur Aktivierung und Dissoziation des trimeren G-Proteins. Die fy-Untereinheit ak-
tiviert die Phospolipase Cf2 (PLC[2), die die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat
(PIPy) in Diacyl-Glycerol (DAG) und Inositol 1,4,5-Triphosphat (IP3) katalysiert. IP3 bindet an
den IP3-Rezepotor (IP3R) am endoplasmatischen Retikulum und fiihrt so zur Freisetzung von
Kalzium ins Zytosol, das den TRPMj5 (transient receptor potential, melastatin family member
5)-Kanal aktiviert, Natrium in die Zelle einstromt und eine Depolarisation der Zelle entsteht.
Voltage-gateed Na+* channels (VGNC) 6ffnen sich, weiteres Natrium gelangt ins Zellinnere. Unter
Bildung eines Aktionspotentials wird iiber CALHM1/3 bzw. Pannexin-1 Kandle ATP freigesetzt,
das an ionotrope purinerge Rezeptoren P2X2 und P2X3 auf afferenten Nervenfasern bindet,
tiber die der Stimulus in den gustatorischen Cortex des Gehirns weitergeleitet und eine Ge-
schmacksempfindung erfolgt. a-Gustducin bewirkt durch Aktivierung der Phosphodiesterase
(PDE) die Regulation der Signalweiterleitung, indem sie die intrazelluldren cAMP-Level auf-
rechterhdlt und so eine fiir die Signaltransduktion optimalen Ca?*-Konzentrationen gewdhrleis-
tet. Abbildung modifiziert nach Kinnamon et al. 2009 [209] und Luddi et al. 2019 [210].
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1.2 Chemosensorische GPCRs im Immunsystem und dariiber hinaus

Innerhalb der letzten 25-30 Jahre fand auf dem Gebiet der chemosensorischen Rezeptorfor-
schung ein Paradigmenwechsel statt. Wahrend sich bis dato die Annahme einer uneinge-
schrankten Expression von Geruchs-und Geschmacksrezeptoren in der Nasenhohle bzw. im
Mundraum hielt, konnte durch zahlreiche veréffentliche Studien, zunachst auf RNA- und spa-
ter auf Protein- und funktioneller Ebene, belegt werden, dass diese GPCRs und ihre Signalpro-
teine in zahlreichen Zellen und Organen des Korpers vorzufinden sind, wo sie zusétzliche, fun-
damentale Funktionen iibernehmen, die weit iiber die Wahrnehmung von Geriichen und Ge-
schmacksstoffen hinausgehen. Dabei wurde diese Art der Expression zunachst als Fehlregula-
tion betrachtet und daher als ,ektopische” Expression bezeichnet, was per Definition ,eine
anormale Lage oder Position innerhalb des Korpers“ bedeutet [211, 212].

Mit weit liber 100 verschiedenen GPCRs an ihrer Oberfliache, darunter Chemokin- [213, 214],
Formyl-Peptid- [215-217], Komplement- [218, 219], freie Fettsdure-[220, 221], aber auch Ge-
ruchs- [222-225], Geschmacks- [222, 224, 226-228] und metabotrope Glutamatrezeptoren
[229-233], scheinen die Blutleukozyten, auch weiBe Blutzellen genannt, eine bedeutsame zel-
luldre Lokalisation dieser Rezeptoren darzustellen, mit Hilfe derer es den Immunzellen gelingt,
Krankheitserreger aufzuspiiren, zum Ort der Verletzung bzw. Infektion zu gelangen und Im-
munreaktionen zu koordinieren [212]. In Abhingigkeit ihres Zelltyps, Aktivierungsstatus, Lo-
kalitat im menschlichen Korper sowie Infektions- bzw. Entziindungsstadiums nehmen Leuko-
zyten iiber ihre GPCRs eine Vielzahl an unterschiedlichsten Molekiilen und Verbindungen, da-
runter Peptide, Nukleotide und Proteine wahr, die als chemische Lockstoffe (engl.
chemoattractants) deren Zell-Zell-Interaktion, Motilitat, Migration und Chemotaxis regulie-
ren und nach Interaktion mit dem entsprechenden Rezeptor intrazelluldare, promigratorische
Prozesse induzieren, um ihre spezifischen Effektorfunktionen im Korper zu erfiillen [234-236].
Dabei beschriankt sich die Funktionalitdt und der Beitrag von GPCRs an immunologischen Pro-
zessen nicht ausschlieBlich auf einen bestimmten Zelltyp innerhalb der Blutleukozyten. Viel-
mehr lasst sich deren Expression auf einer Vielzahl unterschiedlichster Leukozyten, wie den
Monozyten [237, 238], dendritischen Zellen [239, 240], natiirlichen Killerzellen [241, 242],
polymorphkernigen Leukozyten (Neutrophile, PMNSs) [234, 243], B- [244, 245] und T-Zellen
[234, 246] vorfinden, die sowohl das innate als auch das adaptive Immunsystem umfassen.
Die vorliegende Arbeit befasst sich in erster Linie mit zwei verschiedenen zellularen Unter-
gruppen der Blutleukozyten, den PMNs und T-Zellen, auf die im Folgenden naher eingegangen

wird.
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1.2.1 Polymorphkernige Leukozyten (Neutrophile) — Zellen des innaten Immunsystems

Die Zellen des humanen Immunsystems entstammen alle einer gemeinsamen Vorlauferzelle,
den hamatopoetischen Stammzellen, aus der sich durch Differenzierung zwei, die myeloide
und lymphoide umfassende, Zelllinien mit spezialisierten Zelltypen fiir unspezifische bzw. spe-
zifische Immunantworten entwickeln [247, 248]. Die myleoide Linie beinhaltet mit Makropha-
gen, dendritischen Zellen und Neutrophilen Zellen des innaten, angeborenem Immunsystems,
wihrend die lymphoiden Zellen mit B-, T- und natiirlichen Killerzellen weitestgehend das
adaptive, erworbene Immunsystem abbilden und fiir die Unterscheidung zwischen fremden
und nicht-fremden Antigenen sowie der Ausbildung eines immunologischen Gedachtnisses
verantwortlich sind [249].

Bei Neutrophilen handelt es sich um kurzlebige, endstandig differenzierte weifle Blutzellen, die
mit 50-70 % den groBten Anteil der peripheren humanen Leukozyten einnehmen [250]. Als
essentielle, phagozytire Effektorzellen des innaten Immunsystems bilden sie die erste Vertei-
digungslinie gegen die Besiedlung von Pathogenen, insbesondere von Bakterien und Pilzen
[234] und sind zudem an der Eindaimmung bzw. Auflésung von Entziindungsprozessen, der
Wundheilung sowie Aufrechterhaltung der Gewebehomdostase beteiligt [243, 251]. Ausgestat-
tet mit einer Vielzahl an Granula und sekretorischen Vesikeln [252, 253] erfolgt die Beseiti-
gung von Mikroorganismen iiber mehrere Schritte — der Fusion (Phagozytose) mit dem Erre-
ger, der Freisetzung von zytotoxischen, mikrobiziden Proteinen, Peptiden und Enzymen ent-
haltenden Granula [254] und der Aktivierung einer membrangebundenen NADPH-Oxidase,
die zur Produktion von Wasserstoffperoxid (H.O.) und radikalen Sauerstoffspezies (ROS)
fihrt [250].

Die Bildung von Neutrophilen beginnt im Knochenmark mit kontinuierlicher Freisetzung in
den Blutkreislauf, wo sie im Ruhezustand intravaskuldre Kompartimente iiberwachen und die
Homoostase aufrechterhalten [234, 243]. Nach Konfrontation mit Entziindungsmediatoren
wie Zytokinen, Chemokinen, pathogen-stimmigen Molekiilen sowie mechanischem Stress
[255] entwickeln die Zellen einen aktiven, geprimten Phianotyp, der zu einer erhéhten Degra-
nulation, Phagozytose, ROS-Produktion und der Bildung von NETSs (engl. Neutrophil extracel-
lular traps), extrazellularen, netzartigen Strukturen, bestehend aus DNA und granulidren Pro-
teinen [256, 257], fiihrt [243]. Je nach Stimulus behalten die Zellen ihren aktiven Phanotyp
bei oder wandeln sich vollstandig in ihren Ruhezustand zuriick, was die hohe Plastizitat von
Leukozyten verdeutlicht [243]. Einhergehend mit deren Aktivierung in Antwort auf Infektio-
nen und Entziindungen kommt es innerhalb von Minuten zu einer erhohten Freisetzung von
Neutrophilen aus dem Knochenmark und einer effizienten, prazisen Infiltration in entziinde-

tes Gewebe [234, 258]. Dabei durchlaufen Neutrophile aufeinanderfolgende, hoch-koordi-
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nierte Prozesse der Chemotaxis, die von der Erkennung eines Gradienten, iiber die Zellpolari-
sierung, der Zytoskelett-Formierung bis hin zur Zellmotilitat und Zellcluster-Bildung, die All-
gemein auch als ,Swarming“ (englische Bezeichnung fiir Schwiarmen) bezeichnet wird [259,
260], reichen [234, 258].

Sowohl die Aktivierung als auch die Migration neutrophiler Leukozyten umfasst ein komplexes
Zusammenspiel von Adhisionsmolekiilen, Zytokinen, Proteasen und ihrer Rezeptoren, unter
denen die GPCRs eine zentrale Rolle einzunehmen scheinen [243]. Mit iiber 30 unterschiedli-
chen, an der Zelloberfliche exprimierten GPCRs, die alle chemotaktische Molekiile binden
konnen, sind diese Rezeptoren dazu befahigt, auf ein breites Spektrum diverser inflammatori-
scher Stimuli zu reagieren [234, 261, 262]. Jedoch ist nach wie vor weitestgehend unbekannt,
in wieweit die jeweiligen GPCRs unterschiedlicher Klassen bzw. Familien miteinander intera-
gieren bzw. kompetitiv die zelluldre Migration sowie Funktionalitiat von Neutrophilen regulie-
ren [243]. Klar ist, dass diese Rezeptoren diverse Mechanismen aufweisen, um auf die Fiille an
gleichzeitig oder nacheinander vorhandenen Stimuli zu reagieren, indem sie mittels kompeti-
tivem Antagonismus, partiellem Agonismus, Rezeptormultimerisierung bzw. unterschiedli-
chen Reaktionen auf Agonisten aufgrund verschiedener nachgeschalteter intrazellularer Pa-
thways das Verhalten der Inmunzellen kontrollieren [234]. Es bedarf jedoch weiterer Studien,
um das gesamte funktionale Spektrum der Neutrophilen im Immunsystem sowie deren Rezep-

toren vollstandig aufklaren und verstehen zu konnen.

1.2.2 T-Zellen — Zellen des adaptiven Immunsystems

Gemeinsam mit B-Zellen kennzeichnen die T-Zellen auf zellularer Ebene das adaptive, erwor-
bene Immunsystem. Dabei handelt es sich im Gegensatz zu Neutrophilen um langlebige Zellen,
die wahrend ihres gesamten Lebenszyklus sowohl vor, wahrend und nach ihrer Aktivierung,
als auch in ihrer Effektor- und Gedachtnisphase, welche eine schnelle Immunantwort nach
Reinfektion gewdhrleistet, von GPCRs gesteuert, reguliert und funktionell beeinflusst werden
[234, 246]. Als lymphatische Vorlauferzellen aus dem Knochenmark freigesetzt, wandern die
T-Zell-Vorlaufer in den namensgebenden Thymus (thymusabhangige (T-)Lymphozyten), wo
sie einen stark regulierten, durch GPCRs vermittelten Entwicklungsprozess durchlaufen [234,
263], der mitunter die Ausbildung von T-Zell-Rezeptoren fiir die Erkennung eines spezifischen
Antigens umfasst [264]. Ausgereifte T-Zellen verlassen den Thymus, gelangen in den Blut-
kreislauf und zirkulieren fortan zwischen Blut, Lymphgewebe und sekundaren lymphatischen
Organen (Lymphknoten, Milz, und Mukosa-assoziierten lymphatischen Geweben) als naive T-
Zellen [263]. Treffen sie dabei auf spezifische Antigene, die in Form eines Peptid-MHC-Kom-
plexes auf der Oberflache von Antigen-prasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen, loka-
lisiert sind, kommt es zu einer Aktivierung und Differenzierung in T-Effektor-Zellen, einem

Prozess, der auch als ,,Priming“ bezeichnet wird [263]. Eine erfolgreiche T-Zell-Aktivierung ist
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dabei durch die Anwesenheit dreier, mitunter GPCRs-vermittelter Signale gegeben: a) der In-
teraktion des spezifischen T-Zell-Rezeptors mit dem entsprechenden Peptid auf der Antigen-
prasentierenden Zelle, b) dem Signalling durch co-stimulierende Molekiile und c) der Beteili-
gung von Zytokinen, die die klonale Expansion einleiten [264]. In Folge der Aktivierung un-
terziehen sich die T-Zellen umfangreicher transkriptioneller Veranderungen, Proliferationen
und Differenzierungen in Zellen, die von kurzlebigen Effektorzellen bis hin zu langlebigen Ge-
dichtniszellen reichen [234, 246]. Dabei dndern sie ihr GPCR-Expressionsmuster und Bewe-
gungsverhalten, um infizierte entziindete Gewebe zu erreichen, dort ihre spezifischen Effektor-
funktionen ausfiihren und die mikrobielle Invasion kontrollieren zu konnen, bzw. um B-Zellen
bei der Bildung pathogen-spezifischer Antikorper zu unterstiitzen [234, 263]. So konnten so-
gar differentielle Expressionsmuster der G.-Untereinheiten in Gedachtnis- und naiven T-Zel-
len beobachtet werden [265].

Die Migration von T-Zellen erfolgt {iber einen hochkomplexen Prozess, den zahlreiche Fakto-
ren, Stimuli, Immunzellen, GPCRs und andere Rezeptoren regulatorisch beeinflussen und ko-
ordinieren, darunter intrinsische T-Zell-Molekiile, die die Polarisierung, Ausstiilpung und Be-
wegungsverhalten der Zellen regulieren, physikalische, durch Stromaelemente und der extra-
zelluldren Umgebung gebildete Leitstrukturen, intrazelluldre Adhésionskrifte und chemoki-
netische Signale [234, 266]. Jedoch gibt es bis heute nur wenige Studien, die die vielschichtige
und multidimensionale GPCR-Interaktion in T-Zellen untersuchen bzw. weitgehend aufklaren
konnten. Bekannt ist, dass Prozesse wie Chemokinese und Chemotaxis sowie homologe und
heterologe Desensibilisierungen bei GPCR-vermittelten T-Zell-Funktionen eine wesentliche
Rolle zu spielen scheinen. Jedoch sind die denen zugrundeliegenden Mechanismen, Zusam-
menhinge und gegenseitige Beeinflussung bzw. Wechselbeziehungen verschiedener Rezepto-

ren in diesen Zellen noch nahezu gianzlich unbekannt [234].

Trotz intensiver Forschung in den vergangenen Jahren, hauptsichlich in GPCR-defizienten
Mausen, bleibt die Komplexitit, sowohl hinsichtlich der Interaktion verschiedener GPCRs als
auch in Bezug auf die Signalverarbeitung von Immunzellen, des innaten als auch adaptiven
Immunsystems weitgehend ungeklart. So sind in der Regel mehrere GPCRs gleichzeitig oder
nacheinander an Migrations- bzw. Interaktionsprozessen beteiligt, welche einerseits synergis-
tisch auf bestimmte Signale reagieren, haufig jedoch gegenteilige Reaktionen als Antwort auf
ein bestimmtes Chemokin oder Zytokin auslosen konnen [234, 267]. Wie schaffen es Blutleu-
kozyten trotz der Unmengen an unterschiedlichsten GPCR-Signalen und -stimuli aus ver-
schiedensten Quellen effizient und zielgerichtet an den Ort der Entziindung bzw. Infektion zu
navigieren, ohne blockiert, beeinflusst bzw. umgelenkt zu werden? Welche Rolle spielen syner-

gistische bzw. antagonistische GPCR-Interaktionen? Funktioniert die GPCR-vermittelte Regu-
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lation und Interaktion in allen Geweben und Organen des Korpers auf die gleiche Weise? In-
wieweit sind GPCRs mit Krankheiten assoziiert? Welche Aufgaben besitzen GPCRs im Immun-
system, die normalerweise chemosensorische Funktionen im Korper iibernehmen [234]? In
den nachfolgenden Unterkapiteln werden bisher bekannte Funktionen ,.ektopisch® exprimier-
ter chemosensorischer GPCRs im Korper beleuchtet, wobei der Schwerpunkt auf deren poten-

tiellen Aufgaben im Immunsystem gerichtet wird.

1.2.3 Extranasale Expression olfaktorischer Rezeptoren

Die altesten Berichte iiber die ,,ektopische” Expression von ORs stammen aus dem Jahre 1992
von Parmentier et al. [268], die das Vorhandensein von Geruchsrezeptoren in Spermazellen
nachwiesen. In kurzem Abstand folgten weitere Studien. Sie bestétigen die Anwesenheit dieser
Rezeptoren in Hoden und Keimzellen [269-271]. Thnen wird hier eine Beteiligung an der Mo-
tilitait und Chemotaxis von Spermien [271-273] sowie der Genexpressionsregulation in frithen
Phasen der Befruchtung [274] zugeschrieben. Zusétzlich konnten mit der Niere und der Pros-
tata weitere OR-enthaltende Organe des Genital- und Urinaltrakts identifiziert werden [275-
279]. Neben den Geruchsrezeptoren wiesen Pluznik et al. [280] und Kalbe et al. [275] dariiber
hinaus die Anwesenheit von Proteinen der olfaktorischen Signalkaskade, Gor und ACIII, in der
Niere nach.

Im Herz-Kreislaufsystem und der Lunge werden Geruchsrezeptoren mit der Beteiligung an ei-
ner Vielzahl an Funktionen, wie der Angiogenese und Migration von Arterien und Endothel-
zellen [281], chronotropen Effekten auf das Herz [282] sowie der Kontraktilitdt von Muskel-
zellen der Lunge [283] in Verbindung gebracht. Zudem konnten sich durch zahlreiche Studien
der Gastrointestinaltrakt und die dazugehorigen Organe wie Leber und Bauchspeicheldriise
als bedeutsame Schnittstelle zwischen hiesig angesiedelten Geruchsrezeptoren und Kompo-
nenten aus der Nahrung bzw. des Mikrobioms manifestieren [284-287]. So scheinen ORs im
Darm eine Rolle bei der Serotonin-Sekretion [284] sowie der Glukosehomdoostase wahrend der
Verdauung [285] zu spielen und dariiber hinaus an der Glukagon- und Insulin-Sekretion im
Pankreas [288, 289] bzw. metabolischen Prozessen, der Lipogenese und Gluconeogenese, in
der Leber beteiligt zu sein [290-292]. In der Haut stehen Geruchsrezeptoren in Zusammen-
hang mit an der Wundheilung beteiligten Proliferation, Migration und Regeneration von Ke-
ratinozyten, [293, 294], der Homoostase von Melanozyten [295] sowie der Regulation von
Haarwachstum [296] und werden zudem in Muskelzellen exprimiert [283, 297, 298].
Bezugnehmend auf das Immunsystem konnten OR-Transkripte und deren Signalproteine in
zahlreichen humanen Blutzellen wie periphdren mononuklearen Blutzellen (PBMCs), Eryth-
rozyten, natiirlichen Killerzellen, Neutrophilen sowie B- und T-Zellen nachgewiesen werden
[212, 222-225]. Deren funktionales Spektrum ist jedoch bei weitem noch nicht aufgeklart. So

konnten Li et al. [299] nach Stimulation von murinen Lungenmakrophagen mit Interferon y
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und bakteriellem Lipopolysaccharin eine Hochregulation von insgesamt 8 OR-Transkripten
nachweisen. Die gemeinsame Stimulation zusammen mit Oktanal, einem Modellagonisten, er-
hohte zudem die Produktion von MCP-1 (engl. monocyte chemotactic protein) und die Motili-
tat von Makrophagen, sodass davon ausgegangen wird, dass Geruchsrezeptoren durch Regu-
lation der MCP-1-Produktion die Funktion von Makrophagen und deren Motilitat regulieren
[299]. Zudem konnten Geithe et al. [300] zeigen, dass Aromastoffe aus Butter, die in vivo spe-
zifische ORs aktivieren, ein chemotaktisches, konzentrationsabhingiges Verhalten menschli-
cher Neutrophile induzieren, was auf eine GPCR-vermittelte Aktivierung von Blutleukozyten

hindeuten konnte.

Neben den natiirlichen Prozessen und Aufgaben im Korper werden differentiell exprimierte
Geruchsrezeptoren jedoch auch mit pathologischen Veranderungen wie Krebs und neuropa-
thologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht [301]. Studien konnten zeigen, dass eine
Herunterregulation bestimmter ORs im frontalen bzw. prafrontalen Cortex mit Parkinson
[302] und chronischer Schizophrenie [303] in Zusammenhang stehen und eine Dysregulation
dieser Rezeptoren eine Anfilligkeit fiir Alzheimer und der Kreuzfeld-Jakob-Krankheit begiins-
tigen kann [304]. Zudem konnten einige Geruchsrezeptoren als potentielle Marker fiir be-
stimmte Krebsarten wie Prostata [277, 279, 305, 306], Darm [307, 308], Magen [309, 310],
Brust [311] und Lunge [312, 313] identifiziert werden.

Aktuelle Studien iiber das SARS-CoV-2-Virus (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus Type 2) weisen auf eine Co-Expression von ORs und Schliisselmediatoren der
SARS-CoV-2 Infektion in verschiedenen Geweben wie der Lunge oder der Prostata hin [314]
und ziehen zudem eine mogliche Herunterregulation bestimmter olfaktorischer Rezeptorpro-
teine in Betracht [315]. Jedoch sind zum jetzigen Zeitpunkt die biologische Funktion und funk-
tionelle Relevanz extranasal exprimierter ORs sowohl im Zusammenhang mit dem SARS-CoV-
2-Virus und pathologische Verdnderungen als auch in Bezug auf die natiirlich vorkommende

Expression im menschlichen Kérper noch unzureichend erforscht.

1.2.4 Ektopische Expression gustatorischer Rezeptoren (TAS1Rs und mGIuRs)

EXTRAORALE EXPRESSION VON TAS1-REZEPTOREN Ahnlich den Geruchsrezeptoren wer-
den Geschmacksrezeptoren der Familien 1 (TAS1Rs) und 2 (TAS2Rs) in einer Vielzahl unter-
schiedlicher Zellen und Organe im menschlichen Korper exprimiert, in denen ihnen eine Reihe
von bedeutsamen Aufgaben und Funktionen zugeschrieben werden [316]. Bezugnehmend auf
die TAS1-Rezeptoren wird insbesondere TAS1R3 mit der Beteiligung an einem breiten Spekt-
rum zellularer Prozesse in Verbindung gebracht, der, abhiangig von der jeweiligen Lokalisie-
rung, sowohl als Umami- bzw. Siifirezeptor als auch als Homodimer fungieren zu konnen

scheint. Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wie der Immunhistochemie, RT-qPCR,
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Western Blot und Kalzium-Imaging konnte der Gastrointestinaltrakt als einer der wesentli-
chen Expressionsorte der TAS1-Rezeptoren identifiziert werden. Mit der Beteiligung an Pep-
tidsekretionen, welche durch endo- und exogene Nahrstoffe stimuliert werden, scheint der
Siifrezeptor in diesem Organsystem fiir die Kontrolle wichtiger Funktionen wie dem Stoff-
wechsel, der Verdauung und der Ernahrung eine bedeutende Rolle zu spielen [317-328]. So
wirkt er im Pankreas an der Glukose-induzierten Sekretion von Insulin in Antwort auf Nahr-
stoffe mit, dessen Signalpathway iiber PLC und den TRPM5-Kanal erfolgt [317-319]. Im Ma-
gen-Darm-Trakt wird TAS1R2/TAS1R3 fiir eine erhohte Expression des Natrium/Glukose-
Cotransporters (SGLT1) und Glukosetransporter 2 (GLUT2) benoétigt und gewéhrleistet auf
diese Weise eine vereinfachte Glukoseabsorption [320, 321, 329]. Zudem scheint das Hetero-
dimer an der, durch Glukose stimulierten, Freisetzung der Sattigungspeptide GLP-1 (engl.
Glucagon-like peptide-1) und PYY (Peptid YY) beteiligt zu sein [324-327]. Studien an Mausen
lieferten dariiber hinaus Hinweise auf eine Assoziation der TAS1R3-Untereinheit mit der Sek-
retion des Appetit-induzierten Hormons Ghrelin [322].

Im Gegensatz zum SiiBrezeptor-Aquivalent ist fiir den Umamirezeptor hinsichtlich dessen ext-
raoraler Expression und Funktion vergleichsweise wenig bekannt, obwohl dessen Transkripte
in einigen Organen bereits beschrieben wurden [224]. So scheint der Umamirezeptor dhnlich
dem TAS1R2/TAS1R3 im Gastrointestinaltrakt wichtige Aufgaben bei der Verdauung und dem
Stoffwechsel zu besitzen, indem er durch Aktivierung von Glutamat oder L-Cystein zur Stimu-
lation der Darm-Peristaltik beitragt [330] und in enteroendokrinen Zellen als luminaler Sen-
sor sowohl an der Freisetzung des Appetit-induzierten Hormons Ghrelin, als auch der Sekre-
tion des Sattigungspeptids CCK (Cholecystokinin) beteiligt ist [331, 332].

Die extraorale Expression der Familie 1 Geschmacksrezeptoren beschriankt sich dabei jedoch
nicht ausschlieBlich auf den Gastrointestinaltrakt [224]. So scheint der neuronal exprimierte
Siirezeptor in seiner Funktion als Glukosesensor im Hypothalamus zur Energie-Homdoostase
des Gehirns beizutragen [333-335] und konnte zudem mit fiir die Detektion von Liganden in
der Zerebrospinalfliissigkeit (CSF) und der Kommunikation zwischen CSF und dem Blut ver-
antwortlich sein [316, 336]. In der Blase scheint die Aktivierung des Heterodimers durch
kiinstliche SiiBstoffe zu einer verstiarkten Blasenkontraktion fithren [337]. Hinsichtlich des
Umami-Rezeptors TAS1R1/TAS1R3 wird angenommen, dass er tiber den GI-Trakt hinaus an
einer Vielzahl an Zellen zur Detektion von Nahrstoffen und Aminosauren beteiligt ist und auf
diesem Wege die Verfiigbarkeit von Aminosauren intra- und interzellular kommuniziert [212,
338, 339]. So konnte das Heterodimer zusammen mit Bitterrezeptoren im Herzgewebe als
Nihrstoffsensoren fungieren [340] und in Spermien durch Regulation der basalen Calcium-
und cAMP-Konzentrationen einen wichtigen Beitrag beim Befruchtungsprozess leisten [341].
Bezugnehmend auf das Immunsystem konnten Malki et al. [222] Gentranskripte fiir alle drei

TAS1-Rezeptoren in 5 verschiedenen Zelltypen (Monozyten, natiirliche Killerzellen, PMNs, B-
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und T-Zellen) von Blutleukozyten identifizieren und zudem mittels siRNA eine Saccharin-in-
duzierte, konzentrationsabhingige, SiiBrezeptor-vermittelte Chemotaxis von PMNs beobach-
ten. Zusitzlich zeigten sie durch Einsatz des Siiirezeptorinhibitors Lactisol eine TAS1R2-un-
abhingige, TAS1R3-abhéngige neutrophile Migration, die auf eine alleinige Funktion eines
TAS1R3-Homodimers hinweisen kénnte [222]. Ahnliche Ergebnisse lieferte eine erst kiirzlich
publizierte Studie von Skurk et al. [228], die in humanen Neutrophilen eine Hochregulation
der Transkripte von TAS1R2 und TAS1R3 in Folge der Stimulation mit dem kiinstlichen SiiB-
stoff Saccharin belegen. Analog zur Studie von Malki et al. [222] zeigt sie eine Reaktion und
Regulation chemosensorischer Rezeptoren auf Blutzellen in Antwort auf Bestandteile der Nah-
rung auf. Eine erhohte chemotaktische Migration in Zusammenhang mit einer Reduktion von
LPS-induzierten proinflammtorischen Zytokinen konnte zuséatzlich in murinen Neutrophilen
durch die Aminosauren L-Alanin und L-Serin beobachtet werden. Sie ist vermutlich auf die
Aktivierung des Umami-Rezeptors TAS1R1/TAS1R3 zuriickzufiihren, sodass diesem Heterodi-
mer im Immunsystem eine funktionale Rolle bei der Regulation von Entziindungsreaktionen
und Infektionen zugeschrieben werden konnte [342].

Untersuchungen sowohl bei Menschen als auch Mausen lieferten Hinweise auf eine Beteili-
gung von TAS1R3 bzw. TAS1R2/TAS1R3 an der Immunantwort auf mikrobielle Komponenten
bzw. Metaboliten. So konnten Taya et al. [343] in murinen Makrophagen eine durch das
Disaccharid Trehalose vermittelte Reduktion der LPS-induzierten Expression inflammatori-
scher Zytokine (IL-13 und TNF-a) in Folge einer Besiedlung des Parodontitis auslosenden Bak-
teriums Porphyromonas gingivalis beobachten, welche moglicherweise mit dem Homomer
TAS1R3 assoziiert ist. Studien mit TAS1R3-defizienten Mausen deuten zudem auf eine Betei-
ligung des Rezeptors an der Regulation der Homdoostase von chemosensorischen Biischelzellen
des Diinndarms und weiterhin der Darmimmunitit in Bezug auf mikrobielle Stimuli hin [328].
Im humanen Immunsystem der oberen Atemwege wiesen Lee et al. [344, 345] dem Siirezep-
tor eine gegeniiber den TAS2Rs antagonistische Funktion zu, indem er die durch Bitterrezep-
toren vermittelte antimikrobielle Aktivitat inhibiert. Dabei wird davon ausgegangen, dass
TAS1R2/TAS1R3, wie in anderen Bereichen des Korpers, als Glukosesensor dient, jener Zu-
cker, der von Mikroorganismen zur Deckung ihres Energiebedarfs benotigt wird. Eine redu-
zierte Glukosekonzentration deutet daher auf eine Infektion der Atemwege hin, worauthin die
SiiBrezeptor-vermittelte Blockade von TAS2Rs aufgehoben und eine Bittergeschmacks-indu-
zierte Immunitat aktiviert werden konnte. SchlieBlich nehmen Qin et al. [346] an, dass
TAS1R3-exprimierende Typ II-(Rezeptor)-Zellen auf der Zunge an der geschmackszellvermit-
telten Immuniiberwachung beteiligt sind, da diese Zellen M- (engl. Microfold) Zell-ahnliche
Eigenschaften aus schleimhautassoziiertem lymphatischen Gewebe besitzen und auf diese

Weise auf mikrobielle Besiedlungen reagieren konnten.
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Neben den Geschmacksrezeptorproteinen konnten zahlreiche Studien die Anwesenheit der ka-
nonischen Signaltransduktionsmolekiile Gagustducin (GNAT3), PLCB2 und TRPM5 in einer Viel-
zahl an Organen und Zellen, unter anderen den Biischelzellen [347, 348], dem Magendarm-
trakt [349, 350], der Luftrohre [350, 351], der Lunge [350], dem Gehirn [350] und den PMNs
[222] nachweisen. Sie unterstreichen die Anwesenheit chemorezeptiver Systeme in nahezu
dem gesamten menschlichen Korper und verdeutlichen, dass deren Funktion nicht alleine auf
der Geschmacksempfindung beruht, sondern abhingig vom jeweiligen Zelltyp oder Organ eine
unterschiedliche Relevanz bzw. Eigenschaft besitzt [352]. Dieser Sachverhalt zeigt sich zusitz-
lich in der Assoziation von Geschmacksrezeptoren mit pathologischen Veranderungen und Er-
krankungen. So wird eine Dysregulation der SiiBrezeptorexpression bzw. dessen Signalprotei-
nen mit Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes Typ II [353, 354] bzw. Adipositas [350, 354,
355] in Verbindung gebracht. Zudem scheint der Rezeptor, insbesondere TAS1R3, im Hippo-
campus wichtig fiir die Neurotransmission und neuronale Architektur zu sein, dessen Verlust
mit Gedachtnisstorungen sowie veranderten Lern- und Sozialisierungsverhalten in Zusam-
menhang stehen konnte [356]. Genexpressionsstudien von Rezeptoren der TAS1-Familie in
verschiedenen Tumoren weisen dariiber hinaus auf eine potentielle Beteiligung dieser Proteine
an Krebserkrankungen hin [357]. Nicht zuletzt gibt eine aktuelle Studie iiber das SARS-CoV-
2-Virus Hinweise auf eine mogliche Herunterregulation der SiiBrezeptorgene TAS1R2 und
TAS1R3 in Epithelzellen des Nasen-Rachenraums von COVID-19 Patient*innen, die mit der
Delta-Variante infiziert sind [358]. Es bedarf jedoch sowohl in Bezug auf pathologische Veran-
derungen als auch hinsichtlich deren natiirlich vorkommender extraoraler Expression im Kor-
per weitreichendere Studien und Untersuchungen, um die Funktionalitit von Geschmacksre-
zeptoren, auch unter dem Gesichtspunkt der Medikamentenentwicklung, im Gesamtkontext

aufklaren und verstehen zu konnen.

EXPRESSION VON MGLURS IM NICHT-NEURONALEM GEWEBE Ahnlich den Geruchs-
und Geschmacksrezeptoren bilden die metabotropen Glutamatrezeptoren eine Rezeptorfami-
lie, deren Expression und funktionales Spektrum weit iiber den Ort ihrer eigentlichen Lokali-
sierung, dem zentralen Nervensystem, hinausgeht, haufig jedoch mit unbekannten Funktio-
nen. So berichten Studien iiber die Beteiligung von mGluRs an der Proliferation und Transfor-
mation von Melanozyten und Keratinozyten der Haut [359-361] und von Osteoblasten im Kno-
chen [362-366] sowie dessen Knorpelmineralisierung [367]. Dariiber hinaus wurden mGluRs
im Hoden und Spermien [368, 369] bzw. den Eierstocken und der Gebarmutter [130, 370, 371]
identifiziert, was auf eine mogliche Beteiligung dieser Rezeptoren bei der Produktion von Ste-
roid-Hormonen, dem Eisprung bzw. der Befruchtung hindeuten konnte [369] und von Befun-

den iiber die Interaktion von mGluRs mit Ostrogenrezeptoren [372-374] sowie deren Beteili-
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gung an der Embryonalentwicklung [375-377] gestiitzt wird. Im Pankreas scheinen die Pro-
teindimere in Anwesenheit von Glukose mit der Freisetzung von Insulin assoziiert zu sein und
die Sekretion von Glukagon zu modulieren [378-380]. In der Niere werden sie mit der Regu-
lation der Elektrolyt- und Wasserhomoostase und Kontrolle der Renin-Ausschiittung [369]
und im Herzen mit der Modulation kardialer Funktionen (Kontraktion, Rhythmus) [381, 382]
in Zusammenhang gebracht. Untersuchungen im Gastrointestinaltrakt berichten von einer As-
soziation der metabotropen Glutamatrezeptoren mit der Freisetzung des Peptids Pepsinogen,
der Vorstufe des Verdauungsenzyms Pepsin [383], sowie der Regulation der Magensaure- und
Gastrin-Sekretion [369]. Zudem sollen sie hier eine Rolle bei der Darmmotilitat und dem
Elektrolyttransport spielen [130, 384].

Mehrere Studien berichten dariiber hinaus iiber eine moglicherweise regulatorische Funktion
von Glutamat im Immunsystem, basierend auf Befunden iiber erhohte Plasma-Konzentratio-
nen bei Patienten mit fortgeschrittenem Krebs bzw. mit Immunschwiche (HIV) [385-388].
Diese Annahme wird von weiteren Erkenntnissen aus der onkologischen Forschung untermau-
ert, die auf einer differentiellen Expression verschiedener metabotroper Glutamatrezeptoren
in einer Vielzahl unterschiedlicher Tumoren, wie beispielsweise Gliomen, Leukdmie, Lungen-
und Brustkarzinomen und deren Zelllinien beruhen [389-391]. Zudem héufen sich Studien,
welche eine Dysregulation von mGluRs bzw. dessen Agonisten Glutamat mit neurodegenera-
tiven und Autoimmunerkrankungen wie Alzheimer [392-394], Parkinson [395-397], Schizo-
phrenie [398, 399], Epilepsie [400, 401], der Huntington-Krankheit [402, 403], Amyotropher
Lateralsklerose [404] und Multipler Sklerose [405-407] in Verbindung bringen.

Die {iberwiegende Mehrheit an Studien iiber die Expression und Wirkung von mGluRs im Im-
munsystem konzentriert sich auf T-Zellen [408], die bereits 1997 von Kostanyan et al. [409]
als Zelltyp mit hoher Affinitat fiir L-Glutamat beschrieben wurden. So konnten Rezeptoren
aller drei mGluR-Familien in murinen und humanen Thymozyten, den Vorlauferzellen der T-
Zellen, und T-Lymphozyten nachgewiesen werden, wo sie mit einer Vielzahl regulatorischer
Funktionen in Abhangigkeit von Glutamat assoziiert sind [229-232, 410-412]. Je nach Kon-
zentration beeinflusst die Aminosaure die T-Zellen dabei auf direkte Weise, indem sie deren
Funktion sowohl aktivieren als auch unterdriicken kann [408]. So scheint L-Glutamat in phy-
siologischen Konzentrationen von 1 x 108 — 1 x 104 M iiber mGluR1 T-Zellen vor dem apopto-
tischem AICD (engl. activation induced cell death), der fiir die Aufrechterhaltung der periphe-
ren Toleranz und Begrenzung laufender Immunreaktionen relevant ist [413], zu schiitzen
[232]. Dieser Vorgang konnte bei der Bekampfung chronischer infektioser Organismen bzw.
Erkrankungen notwendig sein, indem er die T-Zell-Proliferation nach der Antigenbindung for-
dert und die Zellen zwingt, sich mit der stetig wachsenden Menge an Antigenen auseinander-

zusetzen, die iiber lingere Zeitraume im Korper vorhanden sind [408]. Zudem scheinen
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mGluRs in diesen Zellen am Ca2*-Signalling sowie der Modulation von Genexpressionen und
der adaptiven Immunitat beteiligt zu sein [231, 414].

Eine erhohte Konzentration von L-Glutamat im hohen mikromolaren bis millimolaren Be-
reich, wie sie im Blut bzw. zentralen Nervensystem bei einer Vielzahl pathologischer Verande-
rungen und Erkrankungen vorkommen [408], ist assoziiert mit einer inhibierten T-Zell-
Proliferation und einer daraus resultierender Immundefizienz [233, 387]. Pacheco et al. [229]
konnten zeigen, dass die metabotropen Glutamatrezeptoren 1 und 5 hierbei einen wesentlichen
Beitrag leisten. Wahrend mGluR5 auf T-Zellen scheinbar konstitutiv exprimiert wird und iiber
Glutamat die Zellproliferation inhibiert, scheint die Expression von mGluR1 erst nach T-
Zellaktivierung und der Bildung eines T-Zell-CD3-Komplexes induziert zu werden, worauthin
es zu einer Induktion der T-Zellproliferation kommt. Diese Art der Wechselwirkungen konnte
die Ausbreitung aktivierter Zellen kontrollieren und zur Bekdmpfung von Krankheiten beitra-
gen [408] und zeigt weiterhin die Komplexitit des Zusammenspiels mehrerer mGluRs mit un-
terschiedlichen Funktionen bei der Regulation hochstsensibler und sensitiver Prozesse des Im-
munsystems. Dabei scheint sich die Expression metabotroper Glutamatrezeptoren jedoch
nicht allein auf diesen Zelltyp des Immunsystems zu beschrinken. Studien wiesen die Anwe-
senheit der Dimere in natiirlichen Killerzellen [415], B-Zellen [416, 417] und Neutrophilen
[418] nach. Fiir zuletzt genannte konnten Gupta et al. eine Glutamat-induzierte Migration hin
zu Entziindungen beobachten, welche iiber Klasse I mGluRs vermittelt und mit Wundheilung
assoziiert wird [418, 419]. Dieser Befund unterstreicht die Ergebnisse einer Studie von Collard
et al. [420], die die Expression von mGluR1, 4 und 5 in humanen Endothelzellen nachwies,
deren Funktion in der Regulation der vaskuldren Schutzfunktion iiber aktivierte PMNs und
deren ausgeschiittetem Glutamat wihrend einer Infektion liegt. Es bedarf jedoch weiterer Stu-
dien, um den komplexen Funktionsumfang metabotroper Glutamatrezeptoren sowohl auf den
verschiedenen Zellen des Immunsystems als auch in Bezug auf neurologische Erkrankungen

vollstandig aufzukldaren und die Entwicklung potentieller Arzneimittel voranzutreiben.
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1.3 Heterodimerisierung von Klasse C GPCRs

Eine wesentliche und spezifische Eigenschaft, die Klasse C Rezeptoren von anderen GPCRs
unterscheidet, ist deren Ausbildung von Dimeren, welche maBgebend fiir ihre Funktionalitat
und das Signalling sind. Erste Nachweise einer Rezeptordimerisierung gelangen 1996 fiir die
Familie der metabotropen Glutamatrezeptoren, zunéchst fiir mGluR5 und mGluR1, unter Be-
obachtung einer Disulfidbriicke zwischen konservierten Cysteinen der extrazelluldren Ligan-
denbindedominen (LBD) beider Rezeptoruntereinheiten [122, 421]. Nur zwei Jahre spiter
konnte dieses Phanomen in denaturierenden Gelen ebenfalls fiir den CaS-Rezeptor beschrie-
ben werden [422]. Die Verwendung biochemischer und spektroskopischer Methoden besta-
tigte schlieBlich die grundsatzliche, fiir eine funktionale Glutamat-vermittelte G-Proteinakti-
vierung essentielle Dimerisierung metabotroper Glutamatrezeptoren [123, 423, 424].

Anders als der CaSR und mGluRs bendtigen die GABAg- und TAS1-Rezeptoren eine fiir ihre
Funktionalitit erforderliche Co-Expression zweier unterschiedlicher Rezeptor-Subtypen. So
konnte der GABAg-Rezeptor als erstes GPCR-Heterodimer in transfizierten Zellen identifiziert
werden, das zwei strukturell verwandte Untereinheiten (GABAg, und GABAg,) fiir die Bildung
eines funktionellen Rezeptors benotigt [425-427]. Dabei liefert GABAg, die Agonisten-Bin-
dungsstelle wiahrend {iber GABAg. die G-Proteinkopplung und Rezeptoraktivierung erfolgt
[428, 429]. Hinsichtlich der Geschmacksrezeptoren fiihrt die Heterodimerisierung von
TAS1R3 mit den jeweiligen TAS1R-Untereinheiten zur Ausbildung des fiir den Geschmacks-
sinn unerlasslichen Umami- (TAS1R1/TAS1R3) bzw. SiiBrezeptors (TAS1R2/TAS1R3) [158-

164].

Entgegen fritherer Berichte, die die Anwesenheit von heterodimeren metabotropen Gluta-
matrezeptoren grundsitzlich ausschlossen [122], konnten kiirzlich erschienene Studien deren
Befahigung zur Bildung von Heterodimeren bestétigen und zudem fiir einige Rezeptoren spe-
zifische pharmakologische und funktionelle Eigenschaften aufzeigen [123, 430-437]. So
scheint innerhalb der Gruppe II die Heterodimerisierung von mGluR2/mGluR3 definierte und
individuelle Konformationsdynamiken beider Ligandenbindedominen aufzuweisen, die zu
unterschiedlichen Basalaktivitaten fithren [123]. Zudem wurde mGluR2 im Hippocampus als
Heterodimer mit mGluR7, dem Rezeptor mit der geringsten Affinitat fiir Glutamat [438] iden-
tifiziert, wo er dessen hohe EC;,-Werte in einen physiologischen Bereich bringt und in einer
effizienteren Aktivierung bei niedrigeren Agonistenkonzentrationen als das homomere
mGluR2 resultiert [435]. Das Verhalten von Heterodimeren gegeniiber subtypspezifischen A-
gonisten scheint dabei abhangig von den jeweiligen Rezeptoruntereinheiten und der Art des

Agonisten zu sein [439]. So erfolgt beispielsweise im Heterodimer mGluR2/mGluR4 die G-
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Protein-Kopplung iiber mGluR4, was zu einer spezifischen und veranderten Sensitivitit ge-
geniiber allosterischen Modulatoren beider Rezeptoruntereinheiten fiihrt [431, 434, 440, 441].
Zudem konnen mGluR1/mGluR5 Heterodimere ein funktionales Signalling betreiben, auch
wenn nur eine Untereinheit in der Lage ist, den entsprechenden Agonisten zu binden [432,
442]. Gleichzeitig scheinen spezifische negative allosterische Modulatoren der jeweiligen
mGluR1- bzw. mGluR5-Untereinheit zu einer starken Inhibition des Heterodimers zu fiihren,
was dafiir spricht, dass beide Untereinheiten fiir eine vollstandige Rezeptoraktivitiat benotigt
werden [432, 442].

Mit Hilfe einer zeitlich aufgelosten FRET-Methode konnten Doumazane et al. [430] zum ers-
ten Mal 11 aus 21 moglichen mGluR-Kombinationen mit der Moglichkeit zur Bildung von He-
terodimeren identifizieren, wobei der retinale mGluR6 aus der Studie ausgeschlossen wurde.
Dieses Ergebnis wurde kiirzlich von Kukaj et al. [437] bestétigt. Dabei scheint die Befahigung
der Heterodimerisierung zwischen verschiedenen mGluR-Untereinheiten abhéangig von der je-
weiligen Gruppe der Rezeptoren zu sein. So konnten Heterodimere innerhalb aller drei Grup-
pen sowie zwischen den Gruppen I+II bzw. II+III, jedoch nicht zwischen I+III [437, 443],
identifiziert werden. Zudem gibt es Hinweise auf eine mogliche Priferenz einiger mGluRs zur
Heterodimerisierung im Vergleich zu ihrer Homodimerisierung. In LBD-Complementation
Assays zeigte mGluR1 eine bevorzugte Heterodimerisierung mit mGluR5 gegeniiber seiner Ho-
modimerisierung, wahrend dieses Phanomen fiir mGluR5 mit mGluR1 nicht nachgewiesen
werden konnte [443]. Ahnliches scheint fiir mGluR2 zuzutreffen, der eine Heterodimerisie-
rung mit mGluR3 anstelle einer Homodimerisierung bzw. Heterodimerisierung mit mGluR4
vorzieht bzw. die Dimerisierung mit mGluR7 eher abzulehnen scheint [443]. Ebenso scheinen
mGluR4 und mGluR?7 die Heterodimerisierung mit mGluR3 ihrer eigenen Homodimerisie-
rung voranzustellen [443].

GPCRs umfassen Familien mit zahlreichen Rezeptor-Subtypen, die sensitiv gegeniiber dem
gleichen Agonisten sind [444]. So bedarf es einer hohen Spezialisierung der einzelnen Rezep-
toren, um gemeinsam bzw. individuell auf unterschiedliche Agonistenkonzentrationen oder
Lokalisationen unter anderem mittels verschiedener Signalling-Pathways, Effektorproteine o-
der Regulationspartnern spezifisch, schnell und prazise einwirken zu konnen. Sowohl die
Homo- als auch die Heterodimerisierung von Klasse C GPCRs, insbesondere von mGluRs,
weist die enorme molekulare Diversitit dieser Rezeptoren auf, deren AusmaB und physiologi-
sche Relevanz, insbesondere in vivo, bei weitem noch nicht vollstandig verstanden sind. So
sind weder die bevorzugten Neigungen bzw. Tendenzen der jeweiligen Untereinheiten zur Bil-
dung von Homo- oder Heterodimeren aufgeklart, noch kennt man bereits deren, moglicher-
weise spezifischen, Liganden und deren in diesem Zusammenhang individuellen Signalling-
Eigenschaften bzw. pharmakologische Antworten [439, 445]. Hinweise iiber eine mogliche

Oligomerisierung von GABAg-Rezeptoren in Form einer Dimerisierung von Heterodimeren in
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Tetramere oder groere Komplexe [446-449] unterstreichen die enorme Vielfalt, Anpassungs-
fahigkeit und Komplexitat der Klasse C GPCRs. SchlieBlich deuten Studien iiber eine mogliche
Heterodimerisierung von Gruppe I mGluRs mit CaSR in Neuronen [450] sowie gleichartige
Twists der VFT-Domanen von TAS1R3 und mGluRs in Folge von Rezeptoraktivierungen [451]
auf ein weiteres, bisher unterschatztes Potential dieser GPCRs hin. Deren Befdhigung und Pra-
ferenzen zur Heterodimerisierung beschranken sich moglicherweise nicht ausschlieBlich auf
die jeweilige Rezeptorfamilie. Vielmehr miissen heterodimere Rezeptorkonstrukte zusatzlich
zwischen den einzelnen Familien der Klasse C in Betracht gezogen und analysiert werden, um
letztlich deren Komplexitit, Funktionalitdt und physiologische Relevanz im gesamten mensch-
lichen Korper vollstandig verstehen und im Hinblick auf assoziierte Erkrankungen spezifische

und wirksame Medikamente entwickeln zu konnen.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Fahigkeit von GPCRs zur Bildung von Heterodimeren iiber Klasse-C-GPCR-Familien hin-
weg ist eine Rezeptoreigenschaft, die bisweilen noch nahezu unerforscht ist. Neben Berichten
iiber eine mogliche Heterodimerisierung von Gruppe I mGluRs mit CaSR in Neuronen [450]
scheint es bisher keine dokumentierte Studien iiber diese Rezeptorkonstrukte zu geben, ob-
gleich molekulare Modellierungsstudien kiirzlich Ahnlichkeiten der Twists der VFT-Dominen
von mGluRs und TAS1R3 nach deren Aktivierung beschrieben [451].

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand darin, die Rezeptoren mGluR2 und TAS1R3,
deren Dimerisierungpotential bereits in arbeitsgruppeninternen Vorarbeiten identifiziert
wurde, auf ihre Moglichkeit zur Heterodimerisierung auf Blutleukozyten zu untersuchen und
hinsichtlich ihrer Funktionalitiat, moglicher spezifischer Agonisten und letztlich deren physio-
logischer Funktion hin zu charakterisieren.

In einem ersten Schritt sollten dazu auf RNA- und Protein-Ebene mit Hilfe von Genexpressi-
ons- und Western Blot Analysen die beiden Rezeptoren bzw. ihre Gentranskripte in PMNs und
T-Zellen nachgewiesen und im Anschluss anhand molekular- und zellbiologischer Methoden
wie der Immunzytochemie, einem BRET-Assay sowie der Co-Immunprazipitation deren mog-
liche physische Protein-Protein-Interaktion analysiert werden. Ein weiterer Zielbaustein der
vorliegenden Arbeit stellte die Entwicklung eines auf Klasse C GPCRs ausgelegten heterologen
Zellsystems zur Messung von Rezeptor-Agonist-Interaktionen dar, mit Hilfe dessen Konzent-
rations-Wirkungsbeziehungen des potentiellen Heterodimers mGluR2/TAS1R3 bzw. der je-
weiligen Homodimere dargelegt und mogliche heterodimer-spezifische Agonisten oder Rezep-
toreffekte identifiziert werden konnen. Parallel zu den funktionellen Nachweisen in transfizier-
ten HEK-293 Zellen sollten anhand von ELISAs zudem mogliche heterodimer-spezifische Ef-
fekte in frisch isolierten Blutleukozyten analysiert werden, um moglicherweise eine physiolo-

gische Relevanz des Heterodimers im Immunsystem definieren zu konnen.
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Mit dem Ziel, letztlich einen heterodimer-spezifischen Agonisten zu identifizieren, galt es , ba-
sierend auf der gemeinsamen Fahigkeit von mGluR2 und TAS1R3 im Umami-Rezeptor zur
Bindung der Aminosaure Glutamat, ein Aminosaurescreening in D- und L-Form durchzufiih-
ren und im Falle eines positiven Hits die Interaktion in Blutleukozyten niaher zu untersuchen.
Des Weiteren war die Frage zu kldaren, ob neben Aminosauren Metabolite aus bakteriellen
Uberstéinden iiber chemosensorische GPCRs wie mGluR2 und TAS1R3 auf Blutleukozyten als

Agonisten wirken konnten.

Neben der Analyse einer Heterodimerisierung von Klasse C GPCRs und deren moglichen In-
teraktion mit bakteriellen Metaboliten bildete die Charakterisierung und Aufklarung der phy-
siologischen Funktion des Geruchsrezeptors OR11A1, der arbeitsgruppenintern bereits als Tar-
get fiir das aus Bodenbakterien stammende bizyklische Terpen Geosmin identifiziert werden
konnte, einen weiteren Zielbaustein. Anhand eines Screenings von Rezeptororthologen sollte
zunichst die Funktionalitidt und physiologische Relevanz von OR11A1 in sechs verschiedenen
Spezies untersucht werden, um die evolutionire Konservierung des Rezeptors zu analysieren.
Dariiber hinaus bestand das Ziel in der méglichen Identifizierung von hochsensitiven OR11A1-
Varianten aus diesen Spezies, die mit ihrer Physiologie auf die Detektion von Geosmin ausge-
richtet zu sein scheinen, bspw. in Form von Wasser- und Nahrungsmitteldetektion bzw. Navi-
gation. Ein moglicher hochsensitiver OR11A1-Rezeptor konnte folglich als Geosminsensor An-
wendung bei Qualititskontrollen von Lebensmittels oder als Instrument zur Uberwachung von
Wasserqualitiaten erlangen. Anhand von Extrakten aus geosmin-produzierenden Stimmen
von Streptomyces albus und Streptomyces albidoflavus sollte daher letztlich der Nachweis
eines hochsensitiven OR11A1-Rezeptors erbracht werden, der die Fahigkeit besitzt, Geosmin
aus einem komplexen Gemisch bakterieller Substnayen bzw. Metabolite heraus zu detektieren
und somit eine Bestitigung fiir Geosmin als neuen Agonisten fiir den OR11A1 Rezeptor sowie
eine weitere, bisher unbekannte Interaktion zwischen einem bakteriellen Metaboliten und ei-

nem chemosensorischen GPCR liefern wiirde.
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2  MATERIAL UND METHODEN

I1

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Aminosduren

Die im Rahmen diese Arbeit verwendeten Chemikalien und Aminosauren sind in den folgen-

den Tabellen aufgefiihrt.

Tabelle 2.1: Auflistung verwendeter Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

3-Ox0-C12-HSL
Acetonitril
Agarose
Ameisensaure
Ammoniumsulfat
Ampicillin

BenchTop 100 bp
DNA GroBenstandard
BenchTop 1 kb DNA GroBenstandard

BSA (Fraktion V, proteasefrei)

C4-HSL
Calciumchlorid Dihydrat

cis-2-Dezensaure
Cobalt(II)-chlorid Hexahydrat
Cyclo (A-Ala-L-Val)
D-(+)-Glucose

D-Luziferin-EF, Mononatriumsalz
Dikaliumhydrogenphosphat
DMSO

DNA Loading Dye, 5x

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck Millipore, Massachusetts, USA
Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck Millipore, Massachusetts, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Promega Corporation, Madison, USA

Promega Corporation, Madison, USA

Rockland Immunochemicals, Inc.,
Pottstown, USA

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA
Alfa Aesar, Massachusetts, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Promega Corporation, Madison, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.1: Fortsetzung

MATERIAL UND METHODEN

Chemikalie

Hersteller

dNTPs (PCR Nucleotid Mastermix, 10 mM)
Dulbecco's MEM (4,5 g/L D-Glucose)
Eisen(II)-chlorid

Ethanol, absolut

FBS Superior

fMLF

Forskolin

GelRed™

Gibco RPMI 1640 mit L-Glutamin
HAT-Mediumzusatz, 50x

HHQ

Hefeextrakt

Isopropanol

Kanamycin

Kaliumchlorid

Kupfersulfat
Laemmli-Puffer (2x)
Lactisol

LB-Agar Pulver nach Miller

LB-Medium Pulver nach Miller

LY379268

Promega Corporation, Madison, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Alfa Aesar, Massachusetts, USA

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Bio&Sell GmbH, Feucht, Deutschland
Tokio Chemical Industry, Tokio, Japan
Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland
Biotium Inc., Hayward, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gibco by Life Technologies, Paisly, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Alfa Aesar, Massachusetts, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Tocris Bioscience, Bristiol, Vereinigtes Ko-
nigreich

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.1: Fortsetzung

MATERIAL UND METHODEN

Chemikalie

Hersteller

Maculosin

MACSQuant® Calibration Beads

MACSQuant® Running Buffer

MACSQuant® Storage Solution

MACSQuant® Washing Solution

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Mangan(II)-chlorid Tetrahydrat
Mercaptoethanol

mGluR2 Antagonist 1
Mononatriumglutamat
Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriummolybdat Dihydrat
Natriumselenat

Nuklease-freies Wasser

PBS

Penicillin/Streptomycin (10000 U/mL)
Pertussis-Toxin
PQS

Proteinmarker IV (pre-stained)

Pyocyanin

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Alfa Aesar, Massachusetts, USA

Alfa Aesar, Massachusetts, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Biozol GmbH, Eching, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Alfa Aesar, Massachusetts, USA
Alfa Aesar, Massachusetts, USA
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA
Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.1: Fortsetzung

MATERIAL UND METHODEN

Chemikalie

Hersteller

RIPA-Puffer
TAE-Puffer, 50x

TBS-Puffer (10x)
Tris-Glycin-SDS Elektrophorese Puffer (10x)
Trypsin/EDTA-L6sung in PBS

Trypton/Penton

Tween®20

ViaFect™ Transfektionsreagenz

Zinkchlorid

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Promega Corporation, Madison, USA

Alfa Aesar, Massachusetts, USA
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Tabelle 2.2: Auflistung verwendeter Aminosduren

MATERIAL UND METHODEN

Aminosiure Hersteller

D-Alanin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
L-Alanin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
D-Arginin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
L-Arginin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

D-Asparagin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

L-Asparagin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

D-Asparaginsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

L-Asparaginsaure

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

D-Cystein TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
L-Cystein TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
D-Glutamin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
L-Glutamin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

L-Glutamin fir Zellmedium (200 mM)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

D-Glutaminsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

L-Glutaminsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glycin Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
D-Histidin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
L-Histidin Alfa Aesar, Massachusetts, USA

D-Isoleucin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

L-Isoleucin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

D-Leucin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
L-Leucin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
D-Lysin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
L-Lysin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

D-Methionin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

L-Methionin

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA

D-Phenylalanin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

L-Phenylalanin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

D-Prolin

TCI GmbH, Eschborn, Deutschland

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.2: Fortsetzung

MATERIAL UND METHODEN

Aminosiure Hersteller

L-Prolin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
D-Serin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
L-Serin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
D-Threonin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
L-Threonin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
D-Tryptophan TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
L-Tryptophan TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
D-Tyrosin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
L-Tyrosin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
D-Valin Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
L-Valin TCI GmbH, Eschborn, Deutschland
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2.1.2 Lésungen, Puffer und Medien

MATERIAL UND METHODEN

Die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Losungen wurden mit Reinstwasser hergestellt,

falls nicht anders angegeben autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert. Fiir Puffer und

Medien erfolgte die gleiche Herstellungsweise mit individueller Autoklavierung und Lagerung.

Tabelle 2.3: Auflistung verwendeter Losungen, Medien und Puffer

Losungen Zusammensetzung
1 M CaCl, CaCl, x 2 H,O 147,02 g
2 M Glukose Glukose (sterilfiltriert) 360,32 g
1 M HEPES HEPES 238,31 ¢
10 mM HEPES HEPES 2,38¢g
1M KCl KCl 74,55 &
2 M Mg2* MgCl. x 6 H.O 203,28
MgSO, x 7 H.O (sterilfiltriert) 246,47 g
1 M NaCl NaCl 58,44 g
1M NaOH NaOH 40,08
Ampicillin 10 g Ampicillin in 100 ml Reinstwasser

(Lagerung bei -20 °C zu je 1 ml)

Kanamycin
(Lagerung bei -20 °C zu je 1 ml)

D-Luziferin
(Lagerung bei -80 °C zu je 115 pl)

Sterilfiltration (0,2 um Membranfilter)

5 g Kanamycin in 100 ml Reinstwasser
Sterilfiltration (0,2 um Membranfilter)

250 mg D-Luziferin in
8150 ul 10 mM HEPES

Puffer

Puffer fiir Lumineszenzmessungen
(fiir jede Messung frisch anzusetzen)

TAE-Puffer fiir Gelelektrophorese
Tris-Glycin-SDS-Laufpuffer fiir Western Blot

TBST-Puffer fiir Western Blot

Blocklosung fiir Western Blot (100 ml)

1 M NaCl-Losung

1 M HEPES-Losung
1 M KCL-Losung

1 M CaCl.-Losung
Glucose (10 mmol/L)

pPH 7,5
50x TAE-Puffer
10x Tris-Glycin-SDS Puffer

10x TBS
Tween® 20

TBST
BSA

140 ml
20 ml
5ml
1ml
1,8g

20 ml

100 ml

100 ml
1ml

100 ml
58

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.3: Fortsetzung

MATERIAL UND METHODEN

Medien Zusammensetzung
Kulturmedium HEK-293 Zellen Dulbecco’s MEM (4,5 g/L 450 ml
(Lagerung bei 4 °C) Glucose)
FBS Superior (sterilfiltriert) 50 ml
L-Glutamin 5ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
Kulturmedium NxG 108CCi15-Zellen Dulbecco’s MEM (4,5 g/L 450 ml
(Lagerung bei 4 °C) Glucose)
FBS Superior (sterilfiltriert) 50 ml
HAT-Mediumzusatz 10 ml
L-Glutamin 5ml
Penicillin/Streptomycin 5 ml
LB-Agar fiir Nahrbodenplatten LB-Agarpulver 40g
(Lagerung bei 4°C) pH 7,5

LB-Medium fiir Bakterienkulturen
(Lagerung bei 4 °C)

SOB-Medium
(Lagerung bei -20 °C)

SOC-Medium
(Lagerung zu je 1 ml bei -20 °C)

Autoklavieren und anschlieBende Zugabe
von 1 ml Kanamycin- bzw. Ampicillin-
Losung

LB-Mediumpulver 25¢g
pPH 7,5

Autoklavieren und anschlieBende Zugabe
von 1 ml Kanamycin- bzw. Ampicillin-
Losung

Trypton/Penton 20 g
Hefeextakt 5¢
NaCl 0,6¢g
KCl 0,2¢g

Autoklavieren und anschlieBende Zugabe
von 10 ml 2 M Mg2+-Losung

SOB-Medium 1L
Glukose 3,603 g

Fortsetzung auf der ndchsten Seite

45



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2.3: Fortsetzung

Medien Zusammensetzung

MOD-Medium (nach [452, 453] Grundmedium

(Lagerung bei 4 °C)
(NH,).SO, 6g
K.HPO, 1g
MgSO, x 7 H.O 0,48
L-Glycin 0,398
L-Valin 0,1¢g
L-Threonin 0,1¢g
L-Methionin 0,48
L-Histidin 0,36 g
L-Arginin 0,46 g
L-Asparaginsaure 0,1¢g
L-Cystein 0,04 g
L-Isoleucin 0,78
L-Leucin 1,378
L-Phenylalanin 0,28¢g
L-Lysin 1,18 g
L-Serin 0,66 g
L-Tyrosin 0,042 ¢

pH 7,2; Auf 982 ml mit Reinstwasser auf-
filllen
Autoklavieren (10 min, 110 °C)

Spurenelemente (je 100 ml)

FeCl, x 6 H,O 0,0675 g
MnCl.x 4 H.O 0,005 g
Na.MoO, x 2 H.O 0,003 g
CaCl, 0,0275 g
ZnCl, 0,0085 ¢
CoCl.x 6 H.O 0,003 g
CuSO, 0,004 g
NaSeO, 0,0024 g

Einzeln ansetzen
FeCl2 x 6 H20 sterilfiltrieren
Restliche autoklavieren (17 min, 121 °C)

Grundmedium, jeweils 1 ml Spurenele-
mente (= 8 ml) und 10 ml 2 M Glukose-
Losung zusammengeben
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MATERIAL UND METHODEN

2.1.3 Antikorper, Bakterienstamm, Enzyme, Kits und Liganden

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikorper, Enzyme, Kits und Liganden

sind in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2.4: Auflistung verwendeter Antikérper, Enzyme, Kits und Liganden

Antikorper

Hersteller

Anti-TAS1R3 Kaninchen-Antikorper
(#A100296)

Anti-mGluR2 Kaninchen-Antikorper
(#A10561)

Ziege anti-Kaninchen Sekundarantikorper
(#G-21234)

antibodies.com, Cambridge, United King-
dom

ABclonal Inc., Woburn, USA

Invitrogen, Waltham, USA

Bakterienstamm

XL1-Blue Supercompetent Cells

Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
USA

Enzyme

T4 DNA Ligase (3 u/uL) mit Rapid Ligation
Puffer (2x)

ddPCR Supermix for Probes (No dUTP)
DNase I (RNase-frei) mit RDD Puffer
EcoRI (12 u/uL) mit Puffer H

Endoglycosidase H

GoTaq Hot Start Green Master Mix, 2x
Notl (10 u/pL) mit Puffer H

Q5® Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase
mit Q5® Reaction Puffer

SsoAdvanced Universal SYBR Green Super-
mix

Promega Corporation, Madison, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Promega Corporation, Madison, USA
Promega Corporation, Madison, USA

Promega Corporation, Madison, USA

Promega Corporation, Madison, USA

NEB, Massachusetts, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.4: Fortsetzung

MATERIAL UND METHODEN

Kits

Hersteller

10 % Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™
Protein Gel

Clarity Western ECL Substrate

DGS8 Cartridges und Gaskets QX200 fiir
ddPCR

Droplet Generation Oil for Probes

DuoSet Ancillary Reagent Kit 2
Dynabeads™ Co-Immunoprecipitation Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit

Human CXCL8/IL-8 DuoSet ELISA
MACSxpress® Erythrocyte Depletion Kit

MACSxpress® Whole Blood Neutrophil Isola-
tion Kit, human
MinElute PCR Purification Kit

Pan T Cell Isolation Kit, human

Pierce™ BCA Protein Assay Kit
Pure Yield™ Plasmid Midiprep

QIAquick MinElute™ Gel Extraction Kit
RNA 6000 Nano Kit

RNA 6000 Pico Kit

RNeasy Mini Kit

Trans-Blot Turbo Mini 0.2 ym PVDF Trans-
fer Packs

Zentrifugaleinheit Microsep™ Advance 1kD

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
R&D Systems, Minnesota, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

R&D Systems, Minnesota, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Promega Corporation, Madison, USA

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
USA

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
USA

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Pall Corporation, New York, USA

Liganden

HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand

Promega Corporation, Madison, USA
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MATERIAL UND METHODEN

2.1.4 Zelllinien
Die heterologe Expression von Geschmacksrezeptoren erfolgte in den folgenden Zelllinien.

Tabelle 2.5: Auflistung verwendeter Zelllinien

Zelllinie
HEK-293 (Wildtyp) ATCC® CRL-1573™
ATCC, Virginia, USA
NxG108CCi15 (Wildtyp) Christian Harteneck, Institut fiir experi-

mentelle und klinische Pharmakologie und
Toxikologie, Tiibingen, Deutschland

2.1.5 Oligonukleotide und Sonden

Die fiir die PCR, gPCR, ddPCR und Sequenzierung eingesetzten Oligonukleotide und Sonden
wurden von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert, mittels
HPLC aufgereinigt und in Reinstwasser (100 umol/L) gelost. Eine Auflistung der im Rahmen

dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide und Sonden ist im Anhang (Tabelle A.1-A.3) zu fin-

den.
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2.1.6 Plasmide und Plasmid-DNA

Die nachfolgende Tabelle fiihrt alle Plasmide und Plasmid-DNA auf, die im Rahmen dieser
Arbeit verwendet wurden. Eine Auflistung der entsprechenden NCBI-Referenzsequenzen aller
Rezeptoren sowie der Sequenzen fiir IL-6, HaloTag® und rho-tag sind im Anhang (Kapitel A.2-
A.3) zu finden.

Tabelle 2.6: Auflistung verwendeter Plasmide und Plasmid-DNA

Plasmide und Plasmid-DNA Hersteller/bereitgestellt von
pcDNAS3.1(+) Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland
pI2-dk (rho-tag(39)) Krautwurst et al. [454],

Shirokova et al. [101]
pFN210A Promega Corporation, Madison, USA
pFN210A (+IL-6 & HaloTag®) Franziska Noe, Julia Bauer, LSB, Freising
pGloSensor™-22F cAMP Promega Corporation, Madison, USA
hs RTP1S (in pI2-dk (rho-tag(39)) Tim Frey, LSB, Freising
hs Gai: (in pcDNA3.1(+)) GenScript Biotech Corp., New Jersey, USA
hs Gai» (in pcDNA3.1(+)) General Biosystems Inc., Durham, USA
hs Gais (in pcDNA3.1(+)) General Biosystems Inc., Durham, USA
hs Gaoit (in pI2-dk (rho-tag(39)) Tim Frey, LSB, Freising

hs GRM2 (in pFN210A (+IL-6 & HaloTag®) Julia Bauer, LSB, Freising

mm Grm2 (in pFN210A (+IL-6 & HaloTag®)  General Biosystems Inc., Durham, USA
hs TAS1R1 (in pFN210A +1L-6 & HaloTag®)  Julia Bauer, LSB, Freising

hs TAS1R2 (in pFN210A +IL-6 & HaloTag®)  Julia Bauer, LSB, Freising

hs TAS1R3 (in pFN210A +IL-6 & HaloTag®)  Julia Bauer, LSB, Freising

mm TAS1R3 (in pFN210A +IL-6 & HaloTag®) General Biosystems Inc., Durham, USA
hs OR11A1 (in pFN210A +IL-6 & HaloTag®) Tim Frey, LSB, Freising

hs = homo sapiens, mm = mus musculus
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2.1.7 Gerdte

MATERIAL UND METHODEN

Fiir die vorliegende Arbeit wurden die in der nachfolgenden Tabelle aufgefiihrten Gerate ver-

wendet.

Tabelle 2.7: Auflistung verwendeter Gerdte

Gerat

Hersteller

Bioanalyzer Instrument 2100

ddPCR System QX200
DGS8 Cartridge Holder fiir ddPCR

Gelelektrophorese Perfect Blue Midigel-Sys-
tem

Gelelektrophorese Power Source 300 V

Genoplex Geldokumentationssystem

GloMax® Discover Microplate Reader

Heizblock Digital Block Heater HX-1

High Performance UV Transilluminator

HPLC SEDEX LT-ELSD 90

HPLC Multilangendetektor-System MD-2010

HPLC Saule Xbridge BEH Amide, 130 A,
10 mm X 250 mm, 5 um

Inkubationsschrank INDU-Line

Inkubationsschrank (CO,) HERACELL VIOS

MACSmix™ Tube Rotator

MACSQuant Durchflusszytometer

MACSxpress® Separator

Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Promega Corporation, Madison, USA

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

UVP LLC, Upland, USA
Sedere, Paris, Frankreich
Jasco Corporation, Tokio, Japan

Waters GmbH, Eschborn, Deutschland

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach, Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach, Deutschland

Fortsetzung auf der ndchsten Seite
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Tabelle 2.7: Fortsetzung

MATERIAL UND METHODEN

Gerat

Hersteller

Mikroplattenphotometer Infinite M200
Mikroskop Axiovert 40C

Mikroskop Axio Vert A1

NanoDrop™ One Spektrometer

pH-Meter Slimtrode

Reinstwasseranlage

Schiittelinkubator KS 4000 i control

Thermocycler C1000 Touch
Thermocycler Real-Time PCR CFX Touch
ThermomixerC

Vakuum Eluator VacMan
Vakuumkonzentrator Concentrator plus

Western Blot ChemiDoc Dokumentationssys-
tem

Western Blot Mini-PROTEAN Tetra Vertical
Electrophoresis Cell

Western Blot PowerPac™ Basic Power Supply

Western Blot Trans-Blot® Turbo™ Transfer
System

Wasserbad WNB45

Zentrifuge 5430

Zentrifuge 5920 R

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3S+
Zentrifuge Himac CT15RE

Tecan Group AG, Mannerdorf, Schweiz

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Hamilton Messtechnik GmbH, Hochst,
Deutschland

ELGA LabWater, Lane End, Vereinigtes
Konigreich

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Promega Corporation, Madison, USA
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach,
Deutschland

Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Eppendorf SE, Hamburg, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Hitachi Koki Co. Ltd., Tokio, Japan

52



2.1.8 Software und Datenbanken

MATERIAL UND METHODEN

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Auswertungen wurden die folgenden Soft-

wares verwendet. Zudem sind die fiir Nukleotid- und Proteinsequenzanalysen herangezogenen

Datenbanken mit ihren Quellen angegeben.

Tabelle 2.8: Auflistung verwendeter Software und Datenbanken

Software/Datenbank

Herausgeber/Quelle

CFX Maestro 1.1
ChemDraw 22.0.0

CLC Sequence Viewer 8
Finch TV

Flowlogic

HPLC Galaxie™ Software
Image Lab Software 6.1
Instinct® Software

Microsoft Office 2016

MACSQuantify Software

Origin 2023

QuantaSoft™ Analysis Pro 1.0

SigmaPlot 14.0

International Union of Basic and Clinical
Pharmacology (IUPHAR) / British Pharma-
cological Society (BPS) Guide to Pharmacol-

ogy

NCBI (National center for biotechnology in-
formation)

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calcu-
lator

UCSC (University of California Santa Cruz)
Genome Browser

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
PerkinElmer, Inc., Massachusetts, USA
CLC bio, Aarhus, Danemark

Geospiza Inc., Seattle, USA

Inivai Technologies, Melbourne, Austra-
lien

Varian Inc., Walnut Creek, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Promega Corporation, Madison, USA

Microsoft Corporation, Redmond, USA

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Glad-
bach, Deutschland

OriginLab Corporation, Northampton,
USA

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Systatsoftware, Palo Alto, USA

https://www.guidetopharmacol-
ogy.org/about.jsp

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

http://biotools.nubic.northwest-
ern.edu/OligoCalc.html

https://www.ucsc.edu/
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2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Isolation von PMNs und T-Zellen aus humanen Buffy Coats

Die Isolation von PMNs und T-Zellen erfolgte aus frischen humanen Buffy Coat Proben, die
von freiwilligen Spenderinnen und Spendern aus der Praxis von Herrn Dr. Gerd Becker des
Sonnen-Gesundheitszentrums Miinchen stammten. Um die Funktionalitit der Blutzellen fiir
nachfolgende Funktionsstudien nicht zu beeinflussen und deren Aktivierung zu verhindern,
wurde fiir die Zellaufreinigung jeweils ein ,untouched” Ansatz gewihlt. Bei dieser Methode
werden alle Blutzellen, in diesem Fall mit Ausnahme von PMNs bzw. T-Zellen, mit Biotin-kon-
jugierten Antikorpern und magnetischen Beads markiert und im Anschluss iiber einen Mag-
neten von den gewlinschten Zellen separiert. Hierflir diente das MACSxpress® Whole Blood
Neutrophil bzw. Pan T Cell Isolation Kit der Firma Miltenyi, unter Einhaltung der jeweiligen
Herstellerangaben. Die abschlieBende Deletion von Erythrozyten wurde mit Hilfe des MACSx-
press® Erythrocyte Depletion Kits erreicht, dessen Funktionsprinzip auf der gleichen Separa-
tionsmethode, wie oben beschrieben, basiert. Fiir anschlieBende Stimulationsstudien wurden
die Zellen fiir 10 min bei 300 x g zentrifugiert, das Pellet mit den entsprechenden Stimulantien
(s. 2.4.1) in RPMI-Medium resuspendiert und im CO.-Inkubator inkubiert. Die Lagerung der

Zellen fiir Genexpressionsstudien erfolgte als Zellpellet bei -80 °C.

2.2.2 RNA-Isolation aus gewonnenen PMNs und T-Zellen

Fiir die Isolation von RNA wurde das jeweilige Blutzellpellet zunachst mit 600 pl RLT-Lyse-
puffer + 1 % Mercaptoethanol resuspendiert, um RNasen, die wihrend der Zelllyse freigesetzt
werden, irreversibel zu denaturieren und dadurch eine hochqualitative RNA zu erzielen. Die
anschlieBende Homogenisierung mittels einer 1 ml Spritze und Sterican® G21 Kaniile
(B. Braun SE, Melsungen, Deutschland) fiihrte zur Zerstérung der Zellen und ihrer Organellen
und zur Freisetzung von RNA. Die anschlieBende RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des RNeasy
Mini Kits der Firma Qiagen gemaB den Herstellerangaben. Um eine vollstindige Entfernung
genomischer DNA zu gewihrleisten, wurden zusitzlich zwei 15-miniitige DNasel-Verdaue auf
der Kit-Sdule durchgefiihrt. Die RNA-Elution erfolgte in nukleasefreiem Wasser, die anschlie-
Bende RNA-Konzentrationsbestimmung wurde mittels eines NanoDrop™ One Spektrometers
durchgefiihrt. Die Lagerung der RNA fand bei -80 °C statt.

2.2.3 RNA-Qualitdtsbestimmung

Zur Qualitatskontrolle wurden gemaB den MIQE Guidelines (Minimum Information for Publi-
cation of Quantitative Real-Time PCR Experiments) [455] stichpunktartig RNAs aus stimu-

lierten und unstimulierten PMNs und T-Zellen ausgewihlt und mit Hilfe des Bioanalyzers
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2100 der Firma Agilent Technologies analysiert. Das Prinzip des Gerites beruht auf einer ka-
pillaren Elektrophorese (Lab-on-Chip Technologie), unter Verwendung eines RNA-interkalie-
renden Farbstoffes, der mittels laserinduzierter Fluoreszenz detektiert werden kann. Aufgrund
des konstanten Masse-zu-Ladungsverhiltnisses werden die RNA-Molekiile der Gro8e nach
aufgetrennt. Das entstandene Elektropherogramm zeigt zwei unterschiedliche ribosomale
Peaks (18S und 28S), wobei eine hoch qualitative RNA einem 28S/18S-rRNA Verhiltnis von 2
entspricht. Basierend auf dem jeweils ermittelten Verhéaltnisses generiert der Software-Algo-
rithmus ein Nummerierungssystem von 1-10, den sogenannten RIN-Wert (engl. RNA Integrity
Number), wobei 1 eine vollstindig degradierte und 10 eine intakte, nicht fragmentierte RNA
bedeutet [456].

Unter Verwendung des Nano- sowie Pico-Kits nach Herstellerangaben wurden RIN-Werte

zwischen 5,9 und 8,0 gemessen (Abb. A.2).

2.2.4 cDNA-Synthese

Zur spiteren Analyse der Genexpression wurde mittels Reverser Transkription (RT) die aus
den Blutzellen isolierte RNA in cDNA (komplementire DNA) umgeschrieben. Unter Verwen-
dung des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits der Firma Thermo Fisher Scientific
wurden auf Eis pro Ansatz je 2 ug RNA nach Herstellerangaben in cDNA iibersetzt. Bei weniger
RNA-Ausgangsmaterial fand eine Angleichung des Reaktionsvolumens mit nukleasefreiem
Wasser statt. Um mogliche Verunreinigungen der RNA mit genomischer DNA durch einen un-
vollstindige DNasel-Verdau ausschliefen zu konnen, wurde zusatzlich eine —RT-Kontrolle
durchgefiihrt, indem analog zur oben beschriebenen Durchfiihrung vorgegangen und lediglich
das Enzym reverse Transkriptase durch Wasser ersetzt wurde, sodass in diesen Kontrollpro-
ben keine Umschreibung von RNA in cDNA ermdoglicht wurde. Die Lagerung der cDNA erfolgte
bei -20 °C.

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient in der Molekularbiologie unter Verwendung gen-
spezifischer Oligonukleotide als Verfahren zum Nachweis und zur Amplifikation bestimmter
Gene auf der DNA. Im Anschluss an die cDNA-Synthese lieferte sie an dieser Stelle durch Ver-
vielfaltigung des Housekeeping-Gens GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase)
Aufschluss iiber eine gelungene Synthese sowie liber mogliche Verunreinigungen der Proben
mit genomischer DNA.

Fiir einen 25 ul PCR-Ansatz wurden 0,5 ul cDNA bzw. —RT-Kontrolle mit 0,25 ul Q5®-Poly-
merase, jeweils 0,5 uM ,forward‘ und ,reverse‘ Oligonukleotid (ab-270/ab-271, siehe Tab. A1),
200 UM dNTPs, 5 ul Q5® Reaction Buffer, 5 ul Q5® High GC Enhancer, 0,75 ul DMSO und

10,25 ul nukleasefreiem Wasser vermischt. Zusitzlich wurde eine Kontroll-PCR ohne cDNA
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als NTC (no template control) durchgefiihrt. Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler

C1000 touch nach folgendem Protokoll:

Denaturierung 98 °C fiir 30 sec

10 Zyklen mit einem Temperaturabfall um 1 °C pro Zyklus fiir folgende Schritte

Denaturierung 98 °C fiir 15 sec
Annealing 60 °C fiir 30 sec
Extension 72 °C fiir 2 min

Weitere 30 Zyklen mit folgenden Schritten

Denaturierung 98 °C fiir 15 sec
Annealing 50 °C fiir 30 sec
Extension 72 °C fiir 2 min
Finale Elongation 72 °C fiir 2 min

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese dient zur Uberpriifung einer erfolgreich verlaufenden PCR und
bietet dariiber hinaus die Méglichkeit, im Gel aufgetrennte DNA-Fragmente zu isolieren, aus-
zuschneiden und im Anschluss aufzureinigen. Unter Verwendung eines 0,7 %igen, mit Gel-
Red™ gefarbten Agarose-Gels wurden die amplifizierten PCR-Produkte unter Laufbedingun-
gen von 130 V fiir 30 min aufgetrennt. Als Referenz zur Ermittlung der BandengroBen diente
ein 100 bp DNA GroB8enstandard. Im Anschluss wurden die Gele mit Hilfe eines GenoPlex Sys-
tems mit integrierter CCD Kamera ausgewertet und fotografiert (Abb. A.3-4).

2.2.7 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Die quantitative Real-Time PCR (qPCR) erlaubt durch Amplifizierung bestimmter Gene auf
der cDNA mittels genspezifischer Oligonukleotide die Quantifizierung von Transkripten und
wird daher zur Analyse der Genexpression herangezogen. Durch den Einsatz des DNA-inter-
kalierenden Farbstoffes SYBR® Green kommt es wiahrend der Amplifikation zu einem Fluo-
reszenzsignal, das detektiert und fiir die Bestimmung des Ct-Wertes (Cycle threshold) heran-
gezogen wird. Dieser Wert gibt die Anzahl der PCR-Zyklen bis zum Erreichen eines Schwellen-
wertes (threshold) an, an dessen Punkt die Fluoreszenz deutlich iiber die Hintergrundfluores-
zenz steigt und als Beginn der exponentiellen Phase der Amplifizierung angesehen werden
kann. Je hoher die Genexpression ist, desto geringer ist der Ct-Wert. Zur Schmelzkurvenana-
lyse werden die Proben in einem letzten Schritt langsam erhitzt, sodass es bei einer bestimm-
ten Temperatur zur Trennung der beiden DNA-Strange kommt und der Fluoreszenzfarbstoff

freigesetzt wird. Ist nur ein Genprodukt im Reaktionsansatz vorhanden, zeigt sich dies in einer
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klaren Schmelzkurve mit einem einzelnen Peak, was auf spezifische Primer und ein Ausgangs-
produkt ohne Verunreinigungen schlieBen lasst.

Die Analyse der Genexpression aller acht GRM und TAS1R Gene erfolgte in Duplikaten mittels
genspezifischer Oligonukleotide (Tab. A.1), die im Anschluss gemall der MIQE Guidelines
[455] auf die Expression zweier stabil exprimierter, nicht regulierter Haushaltsgene (GAPDH
und ACTB (Beta-Actin)) normalisiert wurden. Diese Stellten sich in einer fritheren Studie als
die geeignetsten fiir die Genexpressionsanalyse in PMNs und T-Zellen heraus [222].

Fiir einen 10 pl qPCR-Ansatz wurden 10 ng cDNA (aus PMNs bzw. T-Zellen) mit jeweils 0,5 uM
Jforward‘ und ,reverse‘ Oligonukleotid und 5 ul SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Super-
mix (2x) vermischt und mit nukleasefreiem Wasser das Reaktionsvolumen angepasst. Zusitz-
lich wurde eine NTC erzeugt, die anstelle der cDNA nukleasefreies Wasser enthielt. Die Amp-
lifikation erfolgte in einem CFX96 Touch Real-Time PCR Thermocycler mit den folgenden Pa-

rametern:

Denaturierung 95 °C fiir 1 min

45 Zyklen folgenden Schritten

Denaturierung 95 °C fiir 15 sec

Annealing 60 °C fiir 1 min

Schmelzkurvenanalyse: 65-95 °C in 0,5 °C Schritten (5 sec./Schritt)
Die Ct-Werte und Schmelzkurven wurden mit Hilfe der CFX Maestro-Software ermittelt, mit
einem Cut-off Ct-Wert von >40. Proben mit unregelmaBiger Schmelzkurve wurden in der Ge-

nexpressionsanalyse nicht beriicksichtigt. Die Ermittlung der ACt- sowie 2-24Ct- Werten er-

folgte anhand der nachfolgenden Formeln [457].

ACt = CtGen von Interesse ~ CtHaushaltsgen (1)

AACt = ACtstimull’erte Probe — ACtnicht stimulierte Probe (2)

2.2.8 Droplet Digital PCR (ddPCR)

Die droplet digital PCR ist eine hochprizise, sensitive Methode zur absoluten Quantifizierung
von Nukleinsiuren, die keine Standardkurve benétigt. Unter Verwendung einer Wasser-Ol-
Emulsion werden cDNA Molekiile vor der Amplifikation zusammen mit ihren Reaktionskom-
ponenten in tausende ,Droplets® vereinzelt, wobei jedes eine einzelne Reaktionskammer dar-

stellt. Genspezifische Fluoreszenzsonden ermoglichen die Detektion der gewiinschten Gene
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bzw. Isoformen und geben im Anschluss Auskuntft iiber die Anzahl der ,Droplets‘ mit amplifi-
zierter Zielsequenz. Dabei ist der Anteil an positiven ReaktionsgefdaBen proportional zur ein-
gesetzten DNA-Menge, sodass unter Verwendung der Poisson-Verteilung die absolute Kon-
zentration des Gens von Interesse in der Ausgangsprobe bestimmt werden kann [458].

Fiir die Identifizierung der am haufigsten in den Blutzellen vorkommenden GRM2-Isoform
wurden isoformspezifische Oligonukleotide und Fluoreszenzsonden designt (Tab. A.2). Da Is-
oform 3 (NM_000839.5) kein spezifisches Sequenzmuster aufweist, wurden die Oligonukleo-
tide und die Sonde fiir diese Isoform so konzipiert, dass sie an alle drei Isoformen binden. Fiir
eine 20 ul ddPCR-Reaktion wurden in Duplikaten 100 ng cDNA (aus PMNs bzw. T-Zellen) mit
10 pl 2x ddPCR Supermix for Probes (No dUTP), jeweils 0,9 uM Oligonukleotiden, 0,25 uM
Fluoreszenzsonde (FAM) und der entsprechenden Menge nukleasefreiem Wasser vermischt.
Als Negativkontrolle (NTC) diente ein Ansatz ohne cDNA-Zugabe. Im Anschluss erfolgte die
,Droplet-Generierung mit Hilfe einer DG8-Kartusche unter Zugabe von 70 ul ,Droplet‘-Ol in
einem ,Droplet’ Generator™. Die eigentliche Amplifikation wurde in einem Thermocycler

C1000 touch mit den folgenden Parametern durchgefiihrt:

Enzymaktivierung 95 °C fiir 10 min

40 Zyklen mit folgenden Schritten
Denaturierung 94 °C fiir 30 sec
Annealing 58 °C fiir 1 min

Enzymdeaktivierung 98 °C fiir 10 min

Die anschlieBende Detektion des Fluoreszenzsignals und die entsprechende Genexpressions-
analyse erfolgte in einem QX200 Droplet Reader unter Zuhilfenahme der QuantaSoft™ Ana-
lysis Pro Software 1.0. Dabei wurde jeweils der vom Gerét ermittelte Wert in Transkriptko-
pien/ul auf die Einheit Transkriptkopien pro 100 ng eingesetzter cDNA umgerechnet, anhand
derer im Anschluss das prozentuale Vorkommen der jeweiligen Isoformen ermittelt wurde.
Aufgrund des Fehlens eines spezifischen Sequenzmusters fiir Isofrom 3 (s. oben) wurden die
Isoformen 1 und 2 im Verhéltnis zur dritten Isoform berechnet und ihr gemeinsamer Prozent-

satz von Isoform 3 abgezogen.

2.2.9 Western Blot

Der Western Blot dient in der Molekularbiologie zum Nachweis von Proteinen innerhalb eines
Proteingemischs, beispielsweise eines Zelllysats durch deren Ubertragung auf eine Tri-
germembran und dem anschlieBenden immunologischen Nachweis mittels proteinspezifi-
scher Antikorper. Fiir den Nachweis von mGluR2 und TAS1R3 in PMNs und T-Zellen, sowie

der Spezifitatspriifung der verwendeten primiaren Antikorper in transfizierten NxG-Zellen (s.
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2.4.4) wurden die Zellen zunachst in eiskaltem PBS gewaschen und fiir 10 min bei 250 x g und
4 °C zentrifugiert. Die Lyse der Zellen erfolgte durch Resuspension des entstandenen Pellets
in 200 pl Radioimmunprazipitationspuffer (RIPA-Puffer) und einer anschlieSenden Inkubati-
onszeit von 30 min auf Eis. Zur Homogenisierung wurde das Zelllysat mehrmals durch eine
1 ml Spritze und Sterican® G20 Kaniile (B. Braun SE, Melsungen, Deutschland) gegeben und
die Proteine durch 20-miniitige Zentrifugation bei 12 000 x g und 4 °C von den restlichen Zell-
bestandteilen separiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte unter Zuhilfen-
ahme des Pierce™ BCA Protein Assay Kits nach Herstellerangaben. Fiir die SDS-PAGE wurden
jeweils 5 ug Protein im Verhéltnis 1:1 mit Laemmli-Puffer (inklusive 5 % Mercaptoethanol)
verdiinnt und auf ein denaturierendes 10 % Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gel
aufgetragen. Als GroBenstandard diente der Proteinmarker IV. Die Gelelektrophorese wurde
in Laufpuffer fiir 1 h bei 100 V gestartet. Im Anschluss erfolgte im Trans-Blot Turbo System
die Ubertragung der Proteine auf eine 0,2 pm PVDF-Membran. Um unerwiinschte, unspezifi-
sche Antikorperfarbungen auszuschlieBen, wurden vor der Immundetektion freie Stellen auf
der Membran fiir 1 h mit TBST + 5 % BSA-Puffer blockiert. Im Anschluss erfolgte nach drei-
maligen Waschen der Membran mit TBST die Inkubation des ersten Antikérpers (Tab. 2.4),
verdiinnt in TBST + 5 % BSA-Puffer tiber Nacht bei 4 °C. Nach erneutem Waschen der Memb-
ran in TBST wurde diese fiir 1 h bei Raumtemperatur mit dem sekundiren Antikorper, ver-
diinnt in TBST + 5 % BSA-Puffer, inkubiert. Die Detektion der Proteinbanden auf der TBST
gewaschenen Membran erfolgte mit dem Clarity Western ECL-Substrat in einem ChemiDoc-

Imaging-System.

Die EndoH-Behandlung von T-Zellen erfolgte mit Hilfe der Endoglykosidase H gemil3 den
Herstellerangaben. Dabei wurden zu 10 ug der lysierten T-Zellen 2500 Einheiten EndoH ge-
geben und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur behandelt. Die Auftrennung und der Nachweis

der Proteine fand analog wie oben beschrieben mittels SDS-PAGE statt.

2.2.10 Co-Immunprazipitation (Co-IP)

Die Co-Immunprézipitation ist eine Methode zur Identifizierung physiologisch relevanter Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen. Dabei werden spezifische, gegen das Zielprotein gerichtete
Antikorper mit bspw. Dynabeads®, magnetischen Kiigelchen, gekoppelt und erlauben so die
Separierung von Proteinkomplexen aus beispielsweise Zelllysaten. Diese Komplexe (Immun-
prazipitate) konnen im Anschluss mittels Western Blot auf assoziierte Proteine hin analysiert
werden.

Die Co-IP wurde mit Hilfe des Dynabeads™ Co-Immunoprecipitation Kits gemaB den Herstel-
lerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden pro Probe 10 ug des Anti-TAS1R3 bzw. Anti-mGluR2
Antikorpers (Tab. 2.4) kovalent an die Dynabeads® gekoppelt. Fiir die anschlieBende Zelllyse
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und SDS-PAGE wurde analog wie unter 2.2.9 beschrieben verfahren, mit einem zusétzlichen
Zentrifugationsansatz bei 15 000 x g nach der PMN-Zelllyse, um zu gewahrleisten, dass memb-

ranare Strukturen und alle ungelosten Rezeptoren entfernt wurden [459].

2.2.11 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA ist eine antikorperbasierte Methode, die mittels enzymatischer Farbreaktion 16sli-
che Substanzen wie Proteine oder Antikorper detektieren kann. Hierbei wird das Zielmolekiil,
in diesem Fall Interleukin-8 (IL-8), iiber einen Antikorper an eine Mikrotiterplatte immobili-
siert und im Anschluss iiber einen zweiten Antikorper, der ein Reporterenzym, hier eine HRP
(engl. Horseradish Peroxidase) trigt, detektiert. Der Antigennachweis und dessen Quantifi-
zierung erfolgt tiber die durch das Reporterenzym vermittelte Umsetzung eines Substrats in
ein Produkt, dessen optische Dichte in einem Mikroplattenreader detektiert und ausgelesen
werden kann.

Fiir den Nachweis von IL-8 aus stimulierten PMNs (s. 2.4.1) wurde das Human IL-8/CXCLS8
DuoSet ELISA Kit nach Herstellerangaben verwendet. Die Auswertung erfolgte in einem Mik-
roplattenphotometer Infinite M200 bei 450 und 540 nm mit anschlieBender Wellenlingen-
korrektur durch Subtraktion der OD5,0- von den OD,450-Werten. Durch Auftragen der Absorp-
tionwerte eines IL-8 Standards (x-Achse) gegen dessen bekannte Konzentrationen (y-Achse)
wurde eine Standardkurve erstellt, anhand derer die IL-8 Konzentrationen der jeweiligen Pro-
ben mittels Regressionsanalyse bestimmt wurden. Fiir jede Behandlung wurden die Zellen in
Duplikaten gemessen und auf die Negativkontrolle (RPMI-Medium ohne Stimuli) normiert.
Die Nachweisgrenze fiir IL-8 lag bei 31,3-2000 pg/ml. Die Konzentrationen der eingesetzten
Antagonisten wurden basierend auf Studien von Shu et al. [460] (mGluR2 Antagonist 1) und
Malki et al. [222] (Lactisol) gewéhlt.

2.2.12 Molekulare Klonierung von Rezeptoren und G-Proteinen

Die molekulare Klonierung zur Vervielfaltigung von Plasmid-DNA fiir spatere Transfektionen
(s. 2.4.4) umfasste in dieser Arbeit die Transformation kompetenter Escherichia coli Bakte-
rien, deren Vervielfaltigung mittels Schiittelkulturen und die anschlieBende Isolation und Se-
quenzierung der Plasmid-DNA. Die Rezeptoren und G-Proteine lagen bereits in den geeigne-
ten Vektoren vor bzw. wurden im Verlauf dieser Arbeit mittels Gensynthesen hergestellt (Tab.
2.6), sodass eine Amplifikation und Klonierung in das entsprechende Expressionsplasmid

nicht durchgefiihrt werden musste.
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2.2.12.1 Transformation in kompetente E. coli-Zellen

Unter Transformation versteht man in der Molekularbiologie die Ubertragung freier DNA in
Form eines Vektorplasmids in kompetente Bakterienzellen zur Vervielfaltigung von gewiinsch-
ter DNA. Dazu wurde 1 pl Plasmid-DNA (Tab. 2.6) zu XL-1 Blue superkompetenten E. coli-
Zellen gegeben und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Durch einen anschlieBenden Hitzeschock fiir
45 sec bei 42 °C kommt es zur Bildung von Lochern in der bakteriellen Zellmembran und der
Aufnahme des Plasmids in die Zelle. Die folgende Vorkultivierung der transformierten Bakte-

rien erfolgte fiir 2 h bei 37 °C und 250 U/min mit SOC-Wachstumsmedium.

2.2.12.2 E. coli Schiittelkultur und Isolation von Plasmid-DNA

Nach 2-stiindiger Vorkultivierung der transformierten Bakterien wurden diese in Schikane-
kolben mit 250 ml LB-Medium und 100 pg/ml Ampicillin iiberfiihrt und in einem Schiittelin-
kubator KS 4000 i control fiir 20-24 h bei 37 °C kultiviert. Die Pelletierung der Bakterien er-
folgte im Anschluss bei 4350 rpm fiir 10 min, die Isolation der Plasmid-DNA wurde mit Hilfe
des Pure Yield™ Plasmid Midiprep Systems nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Die Ein-
stellung der DNA-Konzentration mit nukleasefreiem Wasser auf 250 ng/ul erfolgte anhand des
NanoDrop™ One Spektrometers. Fiir die weitere Verwendung wurde die Plasmid-DNA bei -

20 °C gelagert.

2.2.12.3 DNA-Sequenzierung

Um eine korrekte Sequenz der generierten Plasmid-DNAs zu gewihrleisten, wurden diese im
Anschluss an deren Isolierung durch die Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland)
mittels der Sanger-Methode sequenziert. Dazu wurden 1,5 ug DNA mit 1 umol/L des entspre-
chenden vektorinternen Oligonukleotids (Tab. A.3) vermischt und mit nukleasefreiem Wasser

auf ein Volumen von 15 ul angeglichen.

2.3 Methoden der Bioinformatik

Die Nukelotid-und Proteinsequenzen der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Rezeptoren
und G-Proteine entstammten der NCBI (National Center for Biotechnology Information) Da-
tenbank [461]. Der Abgleich der Sequenzen mit den Sequenzierdaten der Plasmid-DNAs (s.
2.2.12.3) erfolgte mit Hilfe des Programms CLC Sequence Viewer 8. Das Gleiche galt fiir das
Erstellen von Sequenzalignments, der Analyse verschiedener Isoformen, Berechnungen von

Aminosaureidentititen und dem Design von Oligonukleotiden.
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2.4 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Kultivierung von PMNs fiir Stimulationsstudien

STIMULATION FUR GENEXPRESSIONSANALYSEN  Fiir die Analyse der Genexpression von
PMNs nach Stimulation mit MSG wurden die Zellen wie unter 2.2.1 beschrieben isoliert, fiir
10 min bei 300 x g pelettiert und in 50 ml RPMI-Medium mit 50 umol/L MSG resuspendiert.
Die Inkubation erfolgte in einem MACSmix™ Tube Rotator fiir 24 h bei 37 °C und 5 % CO., die
Lagerung des Zellpellets bei -80 °C.

STIMULATION FUR IL-8 ELISA  Fiir die Analyse der IL-8 Sekretion von PMNs mittels ELISA
(s. 2.2.11) wurden die Zellen nach ihrer Isolation (s. 2.2.1) gezahlt, pelletiert und mit 50 uymol/L
MSG, 40 nmol/L mGluR2 Antagonist 1 bzw. 0,3 umol/L Lactisol in RPMI-Medium versetzt.
Die Prainkubation erfolgte in 96-Wellplatten a 100 000 Zellen/Well fiir 2 Stunden bei 37 °C
und 5 % CO.. Fiir die Bestimmung der Zellzahl kam eine Neubauer Zihlkammer zum Einsatz.
Nach Zentrifugation der Zellen fiir 10 min bei 300 x g wurden die Zellen mit RPMI-Medium
gewaschen und nach erneuter analoger Zentrifugation das Pellet in RPMI-Medium inklusive
Zusatz der entsprechenden pharmakologischen Hemmern (mGluR2 Antagonist 1 bzw. Lac-
tisol) resuspendiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von fMLF in den Konzentrationen von
0,01 — 10 nmol/L und die Inkubation fiir 4 h bei 37 °C und 5 % CO.. Nach Zentrifugation der
Zellen fiir 10 min bei 300 x g wurden die Zelliiberstinde vorsichtig abgenommen, in eine neue
96-Wellplatte tiberfiihrt und verschlossen bei -20 °C fiir die Durchfiihrung des ELISAs gela-
gert.

2.4.2 Kultivierung von HEK-293 und NxG Zellen

HEK-293 ZELLEN Bei HEK-293 Zellen handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen
(engl. ,Human Embryonic Kidney"), die in den 1970er Jahren durch Transfektion mit DNA-
Bruchstiicken des menschlichen Adenovirus 5 generiert wurden [462].

Die Kultivierung von HEK-293 Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO, in DMEM (4,5 g/L D-
Glukose), das mit 10 % FBS, 2 mmol/L L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Strep-

tomycin versetzt wurde.

NxG 108CC15 ZELLEN  Bei NxG 108CC15 Zellen handelt es sich um eine Zelllinie, die durch
Fusion von Neuroblastoma- und Gliomazellen von Maus und Ratte unter Verwendung eines
inaktivierten Sendai-Virus generiert wurde (engl. Neuroblastoma x Glioma) [463].

Die Kultivierung von NxG Zellen erfolgte bei 37 °C und 7 % CO. in DMEM (4,5 g/L D-Glukose),
das mit 10 % FBS, 4 mmol/L L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 U/ml Streptomycin

und HAT-Mediumzusatz (50x) versetzt wurde.
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Beide adhirenten Zelllinien wurden bei einer Konfluenz von etwa 70 % mit Trypsin/EDTA-
Losung (0,05 %/0,02% in PBS) vom Boden der 15 cm Zellkulturschale abgelost, in 10 ml fri-
sches, 37 °C warmes Zellkulturmedium aufgenommen und fiir 3 min bei 250 x g zentrifugiert.
Nach Resuspension des erhaltenen Zellpellet mit frischem Zellkulturmedium erfolgte die Auf-

teilung der Zellen im Verhaltnis 1:4 bis 1:10 auf neue Zellkulturschalen.

2.4.3 Langzeitlagerung von HEK-293 und NxG-Zellen

Fiir die Langzeitlagerung wurden die Zellen fiir 3 min bei 250 x g pelletiert, in ihrem entspre-
chenden Kulturmedium (s. 2.4.2) mit 11 % steril filtriertem DMSO Zusatz resuspendiert und
in 2 ml Kryorohrchen iiberfiihrt. Die Lagerung erfolgte im Anschluss zunichst fiir 24 h und
- 80 °C in einem Kryogefrierbehilter und danach bei -196 °C fliissigem Stickstoff.

2.4.4 Transiente Transfektion

Bei der transienten Transfektion handelt es sich um eine Methode, mit deren Hilfe Fremd-
DNA fiir einen begrenzten Zeitraum in Zellen eingebracht wird, ohne dass eine Integration ins
Genom erfolgt. Dabei fiihrt die hohe Kopienzahl des eingebrachten genetischen Materials in
heterologen Zellen zu einer Proteinexpression, die im Anschluss untersucht und mittels zellbi-
ologischer Methoden analysiert werden kann.

24 Stunden vor der Transfektion wurden die HEK-293 Zellen mit einer Zellzahl von 12 000
Zellen/Well, bestimmt mittels Neubauer Zahlkammer, in 96-Well-Platten ausgesit. Fiir die
Transfektion, die basierend auf einer kationischer Lipofektion erfolgte, wurde das Reagent Vi-
aFect™ verwendet. Dazu wurden 100 ng/Well Rezeptor-, 50 ng/Well Ggu-Protein- sowie
50 ng/Well einer genetisch modifizierten Luziferase-Plasmid-DNA (pGloSensor™-22F cAMP
Plasmid) [464] verwendet [465]. Fiir Heterodimerisierungsstudien wurden je 50 ng der beiden
Rezeptor-DNAs transfiziert. Die Transfektion der entsprechenden Homodimere erfolgte ana-
log mit je 50 ng Rezeptor-DNA und 50 ng Mock. Als Negativkontrolle diente ein Leerplasmid
(pfN210A), dem die codierende Region eines Rezeptorgens fehlte (Mock-Kontrolle).

Fiir Studien mit dem Geruchsrezeptor OR11A1 wurde zuséatzlich Plasmid-DNA des Rezeptor-
transportproteins RTPS1 [466] transfiziert. Als G-Protein diente hier Geor [100, 101], die je-
weiligen Konzentrationen der einzelnen Transfektionskomponenten blieben die gleichen.

Die Transfektion von NxG-Zellen fiir die Antikorpervalidierung im Zuge des Western Blots (s.
2.2.9) erfolgte in einer 15 cm Zellkulturschale. Dazu wurden 24 h vor der Transfektion 1 Milli-
onen Zellen in einer Zellkulturschale in 10 ml Zellmedium kultiviert. Per Transfektion mit Vi-
aFect™ wurden 10 ug Rezeptor-Plasmid-DNA in die NxG-Zellen eingebracht. Der Ablauf der
Transfektion pro Well bzw. pro Zellkulturschale ist nachfolgend aufgefiihrt.
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Transfektionsprotokoll von HEK-293 Zellen Transfektionsprotokoll von NxG-Zellen

(pro Well) (pro 15 cm Zellkulturschale)
50 uL. serumfreies DMEM 500 ul serumfreies DMEM
100 ng Rezeptor-Plasmid-DNA 10 ug Rezeptor-Plasmid-DNA

50 ng G-Protein Plasmid-DNA
50ng pGloSensor™-22F cAMP Plasmid-DNA
(50 ng RTP1-Plasmid-DNA; fiir OR11A1)

Ansatz vermischen

0,75 ul ViaFect™ 20 ul  ViaFect™

Mischen und Inkubation bei Raumtemperatur fiir 18 min

Zugabe auf die Zellen und Inkubation fiir 42 h bei 37 °C und 5 % CO.

Das Zellkulturmedium wurde etwa 24 Stunden nach Transfektion entfernt und durch frisches

ersetzt. Fiir PTX-Analysen wurden 0,5 pg/ml PTX dem Medium zugegeben.

2.4.5 cCAMP-Lumineszenzassay

Die Durchfiihrung des cAMP-Lumineszenzassays erfolgte nach dem Grundprinzip von Noe et
al. [465], mit fiir die Messung einer Gq-vermittelten Signaltransduktion angepassten Parame-
tern: 42 h nach Transfektion (s. 2.4.4) wurden die Zellen mit physiologischem Salzpuffer, be-
stehend aus 140 mmol/L NaCl, 10 mmol/L. HEPES, 5 mmol/L KCl, 1 mmol/L CaCls,,
10 mmol/L D-Glukose (pH 7,5) und 2 %-igem D-Luziferin beladen und fiir 50 min im Dunkeln
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Lumineszenzmessung erfolgte in einem GloMax® Discover
Microplate Reader. Dabei wurden pro Well zunéchst drei Basalwerte gemessen, bevor im An-
schluss nach Agonistenzugabe, inklusive 2,5 umol/L Forskolin, eine Echtzeitmessung iiber
21 Minuten erfolgte. Anders als im cAMP-Lumineszenzassay nach Noe et al. [465], der fiir Ge-
ruchsrezeptoren, basierend auf einer Gqs-vermittelt Signaltransduktion etabliert ist, wurden
hier die transfizierten Zellen zusatzlich mit dem Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin stimu-
liert, der die Messung eines cAMP-Signals gewihrleistet [467]. Durch Bindung an denselben
Spalt der Adenylatzyklase, der das aktive Zentrum des Enzyms enthilt, tragt Forskolin durch
Konformationsianderungen zur Stabilisierung und vereinfachten cAMP-Synthese bei, erhoht
zusatzlich die katalytische Aktivitdt und wirkt so der Gg-vermittelten Inhibition der Ade-
nylatzyklase entgegen [468-470].

Die cAMP-Lumineszenzmessungen fiir den OR11A1 erfolgten nach Noe et al. [465]. Dabei wur-
den zu Beginn pro Well drei Basalwerte gemessen, bevor im Anschluss nach Agonistenzugabe
eine Inkubation von 10 min im Dunkeln bei Raumtemperatur erfolgte und schlieBlich pro Well

drei Messwerte dokumentiert wurden.
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THEORETISCHER HINTERGRUND Das GloMax® Discover Detektionssystem ermoglicht die
Messung des, in Abhangigkeit einer Rezeptoraktivierung vermittelten Signalkaskade, anstei-
genden intrazellularen cAMP-Signals. Dabei wird durch Einsatz einer, mit einer cAMP Binde-
stelle ausgestatteten, modifizierten Luziferase das Substrat D-Luziferin ((S)-2-(6-Hydroxy-2-
benzothiazolyl)-2-thiazolin-4-Carbonsaure, C,;HsN.O3S.) in Oxyluziferin oxidiert, welches als
Lumineszenzsignal detektierbar und in Form einer Echtzeitmessung aufgenommen und aus-

gewertet werden kann (Abb. 2.1) [465].
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Abbildung 2.1: Schema der Signaltransduktion im heterologen Zellsystem. Eine Interaktion von Agonist und Re-
zeptor fiihrt zu einer Abspaltung der Gai-Untereinheit vom heterotrimeren G-Protein. Durch zu-
sdtzliche Zugabe von Forskolin kommt es zu einer Aktivierung der durch Ga inhibierten Ade-
nylatzyklase (AC) und zur Bildung und dem Anstieg von intrazelluldrem cAMP. Dieser sekunddre
Botenstoff bindet im Folgenden an die co-transfizierte, cAMP-sensitive Luziferase (pGloSensor™-
22F [464]), die daraufhin das eingesetzte D-Luziferin unter Emission von Licht oxidiert. Das N-
terminale IL-6-Halo-Tag®-Konstrukt dient zur verbesserten Oberfldchenexpression der Rezep-
toren [465, 471, 472]. PTX katalysiert die ADP-Ribosylierung der Guai/o-Untereinheit, verhindert
dadurch dessen Interaktion mit dem Rezeptor [473] und fiihrt folglich zum Ausbleiben eines
cAMP-Signals. Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].

Die Photinus pyralis Luziferase besteht aus zwei Dominen, der groferen N-terminalen und
der kleineren C-terminalen, die durch ein flexibles Linker-Peptid verbunden sind, wodurch ein
Spalt zwischen den beiden Doméinen entsteht. Durch Bindung ihres Substrates, dem D-Luzi-
ferin, kommt es zu einer Konformationsidnderung des Enzyms, sodass der Spalt geschlossen
wird. Das pH sensitive Enzym kann so Lichtemissionen im gelb-griinen Bereich zwischen 550
und 750 nm Kkatalysieren [475]. Fiir die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten cAMP-Lumi-
neszenzassays kam eine genetisch modifizierte Photinus pyralis Luziferase zum Einsatz (pGlo-
Sensor™-22F). Diese besteht aus einer zusitzlichen allosterischen cAMP-Bindedoméne im Be-
reich des Linker-Peptids, wodurch die Lumineszenz durch Konformationsianderungen dieser
Domine moduliert werden kann. Dazu wurde die cAMP-Bindungsdoméne B der regulatori-
schen Untereinheit Typ IIf der Proteinkinase A mittels Peptid-Linkern zwischen die Frag-
mente 234-544 und 4-233 der Luziferase fusioniert (RIIBB) (Abb. 2.2) [476, 477].
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Offene Konformation

: W N CN
/ C cAMP
<
cAMP Bindedomdne N 359-544 RI'ﬂB 4-355 C % \
fusioniert an WT Termini «—

Geschlossene Konformation

Abbildung 2.2: Abbildung der Photinus pyralis Luziferase (hellblau-lila) in offener und geschlossener Konforma-
tion fusioniert mit cAMP-Bindedomdne (rot). RIIFB = cAMP Bindungsdomdne B von Protein-
kinase A (Untereinheit II3). Abbildung modifiziert nach Fan et al. (2008) [476].

Die Umsetzung von D-Luziferin in Oxiluziferin (Abb. 2.3) beginnt mit der Reaktion von D-
Luziferin mit ATP unter Beteiligung der Phosphatgruppen von ATP und der Carboxylgruppe
am C,-Kohlenstoffatoms des Thiazolrings des D-Luziferins, wobei Pyrophosphat (PP;) freige-
setzt und die Carboxylgruppe des D-Luziferins adenyliert wird. Dadurch entsteht Luziferyla-
denylat, ein enzymgebundenes Zwischenprodukt, durch dessen Aktivierung es zur Abspaltung
eines Wasserstoffatoms am C,-Kohlenstoff und zur Generierung eines Carbanions kommt.
Dieses wird im Anschluss von molekularem Sauerstoff nukleophil angegriffen, was zur Bildung
eines linearen Hydroperoxids fithrt. Die darauffolgende Verdriangung von AMP fiihrt zum in-
tramolekularen, nukleophilen Angriff der zur Bildung eines cyclischen Intermediats (Luziferin
Dioxetanon) erforderlichen a-Hydroperoxygruppe. Aufgrund der hohen Energie dieses Inter-
mediats, zerfallt dieses unter Bildung von CO.in Oxyluziferin, das sich in einem Singulett-an-

geregten Zustand befindet und dessen Zerfall in den Grundzustand ein Photon freisetzt [475].
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Abbildung 2.3: Biolumineszenzreaktion der Photinus pyralis Luziferase.

AUSWERTUNG DES cAMP-LUMINESZENZASSAYs  Das GloMax® Discover Detektionssystem
lieferte die Rohdaten der cAMP-Lumineszenzmessungen in Form von Microsoft Excel Tabel-
len. Bei Messungen, die einer Gq-vermittelten Signalkaskade unterlagen, wurden die jeweili-
gen Datenpunkte der 3 Basalwerte sowie der Werte nach Agonistenzugabe (2 Werte (hochste
Werte am Signalplateau)) gemittelt und im Anschluss der Basalwert vom jeweils gemittelten
Lumineszenzsignal subtrahiert.

Fiir Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurden Messungen aus mindestens 3 unabhingi-
gen Transfektionsexperimenten in Triplikaten durchgefiihrt, im Anschluss deren Basalwert-
korrigierte Daten auf die Maximalamplitude des applizierten Agonisten normalisiert und die
daraus entstandenen relativen Lumineszenzeinheiten (RLU, engl. Relative Luminescence
Units) der gemittelten Einzelexperimente gegen die eingesetzten Agonistenkonzentrationen
aufgetragen. Die Bestimmung der ICs;,-Werte (effektive Konzentration bei halbmaximaler Re-
zeptorinhibition) und Kurven (Abb. 2.4) erfolgte mittels nicht-linearer Regression mit dem
Programm SigmaPlot 14.0 unter Verwendung der nachfolgenden Formel [478]. Zusatzlich

wurden fiir alle gezeigten Mittelwerte die entsprechenden Standardabweichungen bestimmt.

(max — min) (3)
1+ (x/ICSO)—hillslope)

f(x) =min+

Fiir Screening-Experimente mit bakteriellen Uberstinden bzw. Aminoséuren erfolgte die Ba-
salwertkorrektur der gemessenen Lumineszenzsignale nach demselben Prinzip wie oben be-
schrieben. Auch in diesem Fall wurden Messungen aus mindestens drei unabhangigen Trans-
fektionsexperimenten in Triplikaten zur Auswertung herangezogen. Zusatzlich wurde von den
korrigierten Werten jeweils die Mock-Kontrolle abgezogen. Die Normalisierung erfolgte auf

das MOD-Medium bzw. die Pufferlosung, in der die Aminosauren gelost waren.
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Die Auswertung der Messungen des OR11A1-Rezeptors erfolgte analog der Basalwertkorrektur

der Geschmacksrezeptoren. Zur Normalisierung wurde das TSB-Medium verwendet.

Forskolin [2,5 pmol/L]

+ Messpuffer

+ Agonist (MSG) _Normalisierung .

RLU
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Abbildung 2.4: Experimenteller Ablauf und Normalisierung von mGIluR2/TAS1R3 vermittelten Lumineszenzmes-
sungen. Nach gleichzeitiger Stimulation der HEK-293 Zellen mit einem Agonisten und 2,5 umol/L
Forskolin erfolgte die Messung der RLU-Werte fiir 21 Minuten, bis zum Erreichen eines Plateaus.
Im Falle einer Rezeptor-Agonist-Interaktion wurden niedrigere Werte fiir den Agonisten im Ver-
gleich zur Losungsmittelkontrolle erzielt. Jeder Datensatz wurde auf seinen maximalen Lumines-
zenzwert normalisiert. Aus den normalisierten Werten konnte im Anschluss eine Konzentrations-
Wirkungskurve sowie der ICso-Wert ermittelt werden. Abbildung modifiziert nach Ball et al.
(2023) [474].

2.4.6 Quantifizierung der Oberfldchenexpression von Rezeptoren

Die Quantifizierung der Zelloberflachenexpression von Rezeptoren auf transient transfizierten
HEK-293 Zellen erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Dazu wurden die Zellen 24 h vor
Transfektion in 12-Well-Platten mit einer Zellzahl von 96 000 Zellen/Well in je 800 ul Zell-
kulturmedium ausgesit. Die Transfektion erfolgte wie unter 2.4.4 beschrieben, wobei jeweils
der 8-fache Transfektionsansatz verwendet wurde (800 ng/Well Rezeptor bzw. 400 ng/Well
vom jeweiligen Rezeptor/Mock bei Homo- und Heterodimerisierungsstudien, 400 ng/Well
Guais, 400 ng/Well der genetisch modifizierten Luziferase pGloSensor™-22F [464] und 6 ul Vi-
aFect™-Transfektionsreagenz). Als Negativkontrolle diente das Leerplasmid pfN21K, dem die
codierende Region des HaloTag®-Proteins fehlte (Abb. A.1). Am nichsten Tag erfolgte der Aus-
tausch des alten Kulturmediums durch 800 pl neues.

Fir die Messung der Oberflachenexpression wurde die HaloTag®-Technologie verwendet
[472]. 42 h nach Transfektion erfolgte das Abernten der transfizierten Zellen, die Uberfithrung
in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 und das Pelletieren bei Raumtemperatur fiir 8 min und 61 x g. Die
Zellen wurden im Anschluss in 1 umol/L HaloTag® Alexa Fluor® 488 Ligand mit 200 pl se-
rumfreiem Medium resupendiert und fiir 1 h bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert. Dabei bildet der
zellmembran-impermeable Ligand spezifische, kovalente und irreversible Bindungen mit dem
am Rezeptor befindlichen HaloTag® [472] und fiihrt so zu einer Markierung der an der Zell-
oberflache exprimierten Rezeptoren (Ex/Em = 499/518 nm). Nach einstiindiger Inkubations-
zeit wurden die Zellen erneut bei Raumtemperatur fiir 8 min und 61 x g zentrifugiert und in
400 pl, nach zweimaliger Wiederholung dieses Waschschritts, in 180 ul serumfreiem Medium

resuspendiert. Die Oberflichenexpressionsanalyse erfolgte mit Hilfe eines MACSQuant
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Durchflusszytometers. Dabei passieren die Zellen einzeln einen Laserstrahl mit an den Ligan-
denfarbstoff angepasster Wellenldnge, der dafiir sorgt, dass die Elektronen des Alexa Fluor®
488 Farbstoffes angeregt und auf ein hoheres Energieniveau angehoben werden. Unter Ener-
gieabgabe (Photonen) fallen die Elektronen im Anschluss an den Laserimpuls auf ihr ur-
spriingliches Niveau zuriick. Dabei verhalt sich die emittierte Photonenkonzentration propor-
tional zur Menge markierter Rezeptoren und ermoglicht somit eine Quantifizierung. Das Gerat
erstellt dazu ein Histogramm, das die Fluoreszenz auf der x-Achse und die Zellzahl auf der y-
Achse abbildet. Dariiber hinaus verwendet das Durchflusszytometer emittiertes Licht, um die
Zellen zu zahlen und verschiedene Zellpopulationen zu identifizieren. Dabei unterscheidet
man zwischen Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) und Seitenstreulicht (SSC = Side
Scatter), deren Parameter jeweils vor der Messung eingestellt wurden. Der FSC wird durch
Beugung von Licht erzeugt und dient als MaB fiir die ZellgroBe, wahrend der SSC Aufschluss
iiber die Granularitat, der Struktur und GroBe des Zellkerns durch Brechung des Lichts im
rechten Winkel gibt.

Die Messung fiir HEK-293 Zellen erfolgte mit FSC 240 V und SSC 395 V. Das FITC (Flu-
orescein isothiocyanate)-Signal (B1-Kanal) fiir den HaloTag® Alexa Fluor® 488 Liganden
wurde mit 195 V aufgenommen, wobei pro Probe 10 000 Zellen in 175 ul analysiert wurden.
Fiir die Auswertung wurde die MACSQuantify™ Software herangezogen, das jeweilige FITC-
Signal der Negativkontrolle (Mock) ermoglichte die Unterscheidung von positiven und nega-

tiven Zellen.

2.5 Chemisch-Analytische Methoden
2.5.1 HPLC

Die Hochleistungsfliissigchromatographie (engl. high performance liquid chromatography)
stellt in der analytischen Chemie ein Verfahren zur chromatographischen Auftrennung von
Stoffgemischen innerhalb einer Losung dar. Dabei wird die zu untersuchende Substanz zusam-
men mit der mobilen Phase, einem Laufmittel, kontinuierlich durch eine Chromatographie-
sdule, der stationdren Phase, gepumpt. Durch unterschiedlich starke Wechselwirkungen zwi-
schen den verschiedenen Analyten mit der stationdren Phase wandern die Stoffbestandteile
ungleich schnell durch die Sdule, sodass es zu einer verzogerten Elution und somit zur Auf-
trennung der einzelnen Substanzen innerhalb des Stoffgemischs kommt. Mit Hilfe eines nach-
geschalteten Detektors werden die eluierten Molekiile detektiert und im Anschluss in Form
eines Chromatogramms ausgegeben. Dabei bildet im Idealfall jeder Peak eine Komponente des
Stoffgemischs ab.

Fiir die Auftrennung und Analyse der Bestandteile aus Fraktion 13 des bakteriellen Uberstan-
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des von Pseuodomonas aeruginosa wurde als stationidre Phase eine XBridge BEH (engl. Ethy-
lene Bridged Hybrid) Amid Saule gewiahlt. Das Saulenmaterial besteht dabei aus zwei Mono-
meren, Tetraethoxysilan (TEOS) und Bis-(triethoxysilyl)-ethan (BTEE), die die Auftrennung
von hochpolaren Analyten erméglichen. Um trotz der hohen Ahnlichkeit der einzelnen Sub-
stanzen innerhalb von Fraktion 13 eine Auftrennung zu erzielen, wurde eine isokratische HPLC
gewihlt. Dabei war wihrend des gesamten Laufes die Konzentration des Eluenten unverandert
(ohne Gradient), sodass die Wechselwirkungen zwischen stationdrer und mobiler Phase kon-
stant tliber die Zeit blieben. Als mobile Phase diente 78%-iges Acetonitril in Milliporewasser
mit 0,1 % Ameisensiure, bei einem Druck von 5 ml/min. Als Detektor kam ein ELSD (engl
Evaporative Light Scattering Detector) zum Einsatz. Dieser zerlegte die eluierten Komponen-
ten mit Hilfe von Zerstdubungsgas (Innertgas) in Nebeltropfchen, welche in einem Driftrohr
verdampften, sodass im Anschluss die Feststoffpartikel auf einen Laser zur Streuung des Lichts
gerichtet wurden, welches von einer Fotodiode in Abhéngigkeit der Eluentenkonzentration de-
tektiert werden konnte [479].

Zur Auftrennung von Fraktion 13 wurden jeweils 200 pl Substanz manuell mit einer Spritze
injiziert und basierend auf dem mittels Detektor erhaltenen Chromatogramm in 4 einzelne
Fraktionen aufgeteilt. Auf diese Weise wurden insgesamt 7,5 ml Uberstand fraktioniert, dessen
einzelne Fraktionen im Anschluss per Rotationsverdampfer eingeengt und schlieBlich gefrier-
getrocknet wurden. Fiir die anschlieBende cAMP-Lumineszenzmessung (s. 2.4.5) erfolgte im
Anschluss deren Resuspension in je 7,5 ml ddH.O, dem gleichen Volumen wie vor der Frakti-

onierung. Bis zur weiteren Verwendung wurden die Proben bei -20 °C gelagert.
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3 ERGEBNISSE III

3.1 Geosmin als Beispiel eines bakteriellen Metabolits und Geruchsstoffs aktiviert
in vitro den Geruchsrezeptor OR11A1

3.1.1 Konzentrationsabhingige Aktivierung des humanen OR11A1 durch Geosmin

Mit einer Geruchsschwellenkonzentration (OTC, engl. odorant threshold concentration) von
4-10 ng/L [480-482] in Wasser besitzt der Mensch eine niedrige Wahrnehmungsschwelle fiir
das Terpen Geosmin, welches in verschiedenen industriellen Branchen eine bedeutende Sub-
stanz darstellt, wenngleich mit unterschiedlichen Anwendungsschwerpunkten: In der Parfiim-
industrie verleiht seine erdige Note in der Luft Parfiims und Pflegeprodukten einen frischen
Duft [33, 34], wohingegen es in der Lebensmittelwirtschaft vielmehr darum geht, seinen un-
angenehmen Geschmack und Geruch zu reduzieren und auf diese Weise die Qualitit von Le-
bensmitteln und Trinkwasser zu verbessern [43, 483].

Trotz seiner wichtigen Rolle als Ausloser von Vermeidungs- und Anziehungsverhalten sowohl
bei Menschen als auch bei Tieren sind die molekularen Mechanismen der chemosensorischen
Wahrnehmung von Geosmin noch vollstindig unbekannt. Mit etwa 400 funktionellen Genen
stellen die Geruchsrezeptoren die groBte Gruppe der GPCRs dar [93, 484], die unter allen Re-
zeptoren am besten in der Lage sind, 6kologisch relevante Gruppen fliichtiger Stoffe zu erken-
nen [16, 485]. Jedoch konnte Geosmin bisher keinem spezifischen Geruchsrezeptor zugeord-
net werden.

In einem Rezeptorscreen bestehend aus 616 Geruchsrezeptoren konnte Herr Tim Frey (LSB)
den OR11A1 als alleinigen Geruchsrezeptor fiir Geosmin identifizieren [486]. Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen offenbarten einen konzentrationsabhingigen Effekt der Substanz mit

einem EC5o-Wert von 27,97 + 7,16 umol/L (Abb. 3.1) [486].
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Abbildung 3.1: Geosmin aktiviert in vitro den humanen Geruchsrezeptor OR11A1. Konzentrations-Wirkungs-
kurve fiir Geosmin und den humanen Geruchsrezeptor OR11A1 in transfizierten HEK-293 Zellen.
Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus n=4 unabhdngigen Messungen nach
abgezogener Mock-Kontrolle, normalisiert auf das hochste Geosminsignal (100 umol/L). Die Da-
ten stammen von Tim Frey (LSB). Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2024) [486].
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3.1.2 Orthologe des OR11A1 unterscheiden sich in groBem MaBe in deren Sensitivitdten und
Effizienzen gegeniiber Geosmin

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei Geosmin um eine wichtige Semiochemikalie zu han-
deln scheint, einem Botenstoff, der als chemischer Kommunikator zwischen Individuen einer
oder unterschiedlicher Arten dient [487], und sowohl Anziehungs- als auch AbstoBungsreak-
tionen hervorrufen kann [69-72], wurden in einem nichsten Schritt die Rezeptorantworten
von 6 unterschiedlichen Spezies auf Geosmin mittels Konzentrations-Wirkungsbeziehungen
analysiert und deren ECso-Werte bestimmt (Tab. 3.1 und Abb. A.5) [486].

Tabelle 3.1: ECso-Werte von OR11A1-Orthologen gegeniiber Geosmin und ihre evolutiondren Beziehungen

OR11A1 Orthologe * Spezies EC,,-Wert [umol/L] "

doOR11A1 Kénguru-Ratte (Dipodomys ordii) 0,24 + 0,04
Olfrg6 Maus (Mus musculus) 0,59 + 0,19
mmOR11A1 Rhesusaffe (Macaca mulatta) 19,63 + 4,75
OR11A1 Mensch (Homo sapiens) 27,97 + 7,16
paOR11A1 Sumatra-Orang-Utan (Pongo abelii) 80,97 + 33,23

umOR11A1 Eisbir (Ursus maritimus) 0,81+ 0,07

cfOR11A1 Kamel (Camelus ferus) 1,26 + 0,17

a Maximum-Likelihood-Baum mit 500 Bootstrap Werten. » EC50-Werte sind als Mittelwerte + SD angegeben
(n = 3-5). Die Daten stammen von Tim Frey (LSB) [486].

Die vorliegenden Daten zeigten fiir alle der getesteten Orthologen (Kdnguru-Ratte, Eisbar, Ka-
mel, Rhesus-Affe, Sumatra-Orang-Utan und Maus) eine konzentrationsabhingige Aktivierung
durch Geosmin. Mit einem ECs,-Wert von 0.24 + 0.04 pmol/L konnte der OR11A1 der Kén-
guru-Ratte als der sensitivste der getesteten Rezeptoren identifiziert werden, wiahrend sich der
Geruchsrezeptor des Sumatra-Orang-Utan (Pongo abelii) mit einem ECs;,-Wert von
80,97 + 33,23 umol/L als der am wenigsten potente Rezeptor erwies (Abb. A.5) [486].

Zusatzlich zur Bestimmung der EC;,-Werte erfolgte die Ermittlung der Effizienz aller Ortho-
loge in Antwort auf Geosmin (Abb. 3.2 A), wobei sich, analog zur Sensitivititsbestimmung,
doOR11A1, der Rezeptor der Kinguru-Ratte, als der effizienteste OR herausstellte [486]. Die
unterschiedlichen Effizienzen der OR11A1-Orthologe stehen dabei jedoch nicht im Einklang
mit deren Oberflichenexpressionen. Obwohl der Rezeptor der Kianguru-Ratte in der Durch-
flusszytometrie im Vergleich zu anderen Orthologen eine deutlich hohere Oberflachenexpres-
sion zeigte, konnten fiir den Rhesusaffen, den Orang-Utan sowie den Eisbaren dhnliche rela-
tive Expressionswerte beobachtet werden (Abb. 3.2 B), obwohl diese eine deutlich schlechtere

Effizienz und Sensitivitit gegeniliber Geosmin zeigten (Abb. 3.2 A und Tab. 3.1) [486].

72



ERGEBNISSE

A B
304 @ doORiAl
umOR11A1 e
. T @ .
hsOR11A1 ¢ ; e 1 .
@ cfORnA1 9% - ® — 4,0 k
mmORnA1 T 1 ) w
X @ 0Olfro6 : s ann l
£ & / v 30 I = [
3_:; ® paOR11A1 h 7';' z
Z ¢ g
3 Y. E
s / £ 204
— L0 / E
3 E
= [ 4 2
5 : =
/
- y )
= / __s 7 1,0
e e = S
0,01 W ‘—,w—'——iﬁ
T T T T T T - 0,04 ' - T .
= & & E =5
0,0001 0,001 0,01 0,1 1 10 100 & & ég‘ & {_é‘-" & & F
I & F F & F
Geosmin [umol/L] = S & H ¥
¥ & F F
&

Abbildung 3.2: Orthologe von OR11A1 unterscheiden sich in ihrer Effizienz und Sensitivitdt gegeniiber Geosmin
sowie in threr Oberfldchenexpression A: Konzentrations-Wirkungskurven fiir Geosmin und
OR11A1 Orthologe in transfizierten HEK-293 Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardab-
weichung aus n=3-6 unabhdngigen Messungen nach abgezogener Mock-Kontrolle, normalisiert
auf die Antwort von OR1A1 auf (R)-(-)-Carvon (30 umol/L). do = Dipodomys ordii; um = Ursus
maritimus; hs = Homo sapiens; ¢f = Camelus ferus; mm = Macaca mulata; pa = Pongo abelii.
Der Stern gibt die menschliche Geruchsschwelle an. Icons wurden mit BioRender.com erstellt.
Die Daten stammen von Tim Frey (LSB) [486]. B: Balkendiagramm zeigt relative Oberfldchen-
expression von OR11A1 und seinen Orthologen. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardab-
weichungen aus n= 3-4 unabhdngigen Messungen. Signifikanz zwischen OR11A1 und Mock-Kon-
trolle wurde mittels zweiseitigem t-Test ermittelt: (#++) p < 0,001; (##) p < 0,01; (*) p < 0,05.
Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2024) [486].

3.1.3 Geosmin aus bakteriellen Kulturen aktiviert doOR11A1 in nanomolaren Konzentratio-
nen

Geosmin wird in der Natur in erster Linie von terrestrischen Mikroorganismen produziert, da-
runter Streptomyzeten wie Streptomyces albidoflavus und Streptomyces albus [49, 50]. In
einem nichsten Schritt sollte daher das Verhalten von OR11A1 gegeniiber dem Terpen aus bak-
teriellem Ursprung untersucht und die Frage geklart werden, ob der neu identifizierte Geos-
minrezeptor den Geruchsstoff in Anwesenheit weiterer mikrobieller Substanzen bzw. Metabo-
liten detektieren kann. In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr. Klaus Neuhaus
(ZIEL) wurden von Frau Christine Fritsch beide bakterielle Stamme (Tab. 3.2) auf BHI-Agar-
platten (engl. Brain Heart Infusion Agar) fiir 2 Tage bei 30 °C kultiviert, mit 15 ml Puffer des
Lumineszenz-Assays abgespiilt, abzentrifugiert und der jeweilige Uberstand sterilfiltriert
(0,22 um Porengrofle) [486].

Tabelle 3.2: Bakterienstimme mit ihren jeweiligen Identifizierungsnummern, verwendet fiir das
Uberstandsscreening mit OR11A1.

Bakterienstamm Identifizierungsnummer
Streptomyces albus WS 5155
Streptomyces albidoflavus WS 4614
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Um die Anwesenheit von Geosmin in beiden Uberstinden zu bestitigen und deren Konzent-
ration zu quantifizieren, wurden diese von Frau Dr. Stephanie Frank, Frau Julia Bock und Frau
Monika Riedmaier aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. Martin Steinhaus (LSB) mittels aSAFE
(engl. solvent-assisted flavor evaporation) und heart-cut GC-GC-HRMS (Gaschromatogra-
phie/hochauflosende Massenspektrometrie) unter Zuhilfenahme eines internen (2H;)-Geos-
minstandards analysiert. Dabei konnte fiir S. albus eine in etwa 10-fach héhere Konzentration
von Geosmin (52,3 nmol/L) im Vergleich zu S. albidoflavus (4,9 nmol/L) identifiziert werden
(Tab. 3.3) [486].

Tabelle 3.3: Geosminkonzentrationen in Uberstinden von S. albidoflavus und S. albus

Probe Konzentration [ug/L] Kogfﬁlrz)tll}it]i on
Exp.12 | Exp.22 | Exp.32 | Mittelwert + SD (CV)P
S. albidoflavus 0,945 0,878 0,855 | 0,893 + 0,0047 (5 %) 4,9
S. albus 9,91 8,98 9,71 9,53 £ 0,49 (5%) 52,3
Puffer-Kontrolle <0,23¢ | <0,35¢ | <0,28¢ <1,9

a Jeweilige Konzentrationen wurden der Anschaulichkeit halber auf drei Stellen gerundet. » Mittelwerte wurden von
den ungerundeten Konzentrationen der drei unabhangigen Experimente ermittelt und auf 3 Stellen gerundet. CV =
Coefficient of Variation (Variationskoeffizient). ¢Es wurde kein Analytenpeak beobachtet; die Werte wurden aus der

Integration des Hintergrundrauschens abgeleitet. [486].

Die Analyse der Rezeptorantwort von OR11A1 auf die bakteriellen Extrakte erfolgte mit Hilfe
des in vitro Lumineszenz-Assays. Dazu wurden der humane OR11A1 sowie doOR11A1, der or-
thologe Rezeptor mit der hochsten Effizienz und Sensitivitit gegeniiber Geosmin herangezo-
gen (Abb. 3.3). Bemerkenswerterweise zeigte ausschlieBlich der Rezeptor der Kianguru-Ratte
(doOR11A1) eine signifikante Antwort gegeniiber beider bakterieller Uberstiinde, die sich pro-
portional zu den entsprechenden Geosmin-Konzentrationen aus Tabelle 3.3 verhielt. Die ent-
sprechenden Geosmin-Kontrollen (5 nM und 50 nM) unterstrichen diesen Befund. Im Gegen-
satz dazu zeigte der menschliche Rezeptor keinerlei Antwort auf die bakteriellen Stimuli [486].
Beide mikrobiellen Extrakte enthalten Konzentrationen im niedrigen nanomolaren Bereich,
die innerhalb des Detektionsbereichs des doRO11A1 jedoch weit unterhalb derer des mensch-
lichen Geruchsrezeptors liegen (vgl. Abbildung 3.2 A). Gleichwohl liefert die Identifizierung
von OR11A1 als spezifischer Rezeptor fiir Geosmin ein weiteres Puzzelteil in der Aufklarung
bisher unbekannter Rezeptor-Agonist-Interaktionen und zeigt einmal mehr die unglaubliche
Dimension und Vielfaltigkeit von GPCRs sowie deren enormes Forschungspotential sowohl in
der Geschmacks- und Geruchswahrnehmung des Menschen als auch in Bezug auf die Interak-

tion und Wahrnehmung von Semiochemikalien im Tierreich sowie dem gesamten Okosystem.
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Bezieht man zusitzlich zu den Expressionsorten der Geruchs- und Geschmacksorgane die
ektopisch exprimierten GPCRs mit ein, bildet sich eine unvorstellbare Kombinatorik und Viel-
seitigkeit an Funktionen und Wirkungsweisen, die moglicherweise von noch nicht abschatzba-
rer Tragweite sein konnten. Ein typisches Beispiel stellt in diesem Zusammenhang die Expres-
sion von Geschmacks- und Glutamatrezeptoren auf chemorezeptorisch kompetenten Blu-
timmunzellen, wie den PMNs und T-Zellen dar [212, 488]. Auf die Analyse und Charakterisie-

rung dieser Rezeptoren soll im Folgenden eingegangen werden.

1,54

doOR11A1 OR11A1

—~

RLU/RLU
(doOR11A1 — Geosmin (3o0oumol/L))

Abbildung 3.3: Geosmin bakteriellen Ursprungs aktiviert signifikant den doOR11A1-Rezeptor. OR11A1- bzw.
doOR11A1- transfizierte Zellen wurden mit Uberstinden von S. albidoflavus und S. albus stimu-
liert. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus n=11 unabhdngigen Messungen
nach abgezogener Mock-Kontrolle, normalisiert auf die Antwort von doOR11A1 auf 300 umol/L
Geosmin. Abbildung verdndert nach Ball et al. (2024) [486].
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3.2 Genexpressionanalyse von GRMs und TAS1Rs in humanen PMNs und T-Zellen

Die Analyse der Expression von metabotropen Glutamatrezeptor- und TAS1R-Genen stimu-
lierter sowie nicht-stimulierter Neutrophiler und T-Zellen erfolgte mit Hilfe der gPCR aus fri-
schen humanen Buffycoat-Proben, die Identifizierung der Vorkommen von GRM2-Isoformen

wurde mittels ddPCR erreicht.

3.2.1 GRM2 und TAS1R3 zeigen in differentieller Genexpressionsanalyse hochste Expressi-
onsraten auf

Die differentielle Genexpressionsanalyse von GRMs und TAS1Rs in humanen Blutleukozyten
zeigte die Anwesenheit aller untersuchten Rezeptorgene sowohl in PMNs als auch in T-Zellen
auf (Abb. 3.4). Dabei konnte ein dhnliches Muster in den Intensitdten der Genexpressionen fiir
PMNs und T-Zellen beobachtet werden, wobei insgesamt hohere Expressionslevel in Neutro-
philen, den Zellen des inaten Immunsystems, im Vergleich zu den, dem adaptiven Immunsys-
tem zugehorigen T-Zellen identifiziert werden konnten. Wahrend erstere ACt-Werte von 5,06
+ 1,28 (GRM2) bis 11,39 + 1,44 (GRM?7) fiir die metabotropen Glutamatrezeptorgene aufzeig-
ten, wurden in T-Zellen Werte von 7,06 + 1,26 (GRM?2) bis 16,56 + 1,05 (GRM?7) ermittelt.
Analog dazu wiesen die TAS1R-Gene in PMNs mit Werten von 0,07 + 1,10 (TAS1R3) bis 6,46
+ 2,11 (TAS1R1) ebenso eine hohere Genexpression als in den T-Zellen (0,52 + 0,97 (TAS1R3)
bis 8,28 + 1,20 (TAS1R1)) auf [474].

Unabhéngig vom Zelltyp konnten GRM2 und TAS1R3 als die Gene mit den signifikant hochs-
ten Expressionsleveln innerhalb ihrer Rezeptorfamilien identifiziert werden, die fiir TAS1R3
mit ACt-Werten nahe null sogar auf Housekeeping-Gen Niveau einzuordnen sind. Dieser Be-
fund bestitigt die Ergebnisse einer fritheren Studie von Malki et al., die mittels RT-PCR die
Transkripte aller TAS1Rs in fiinf verschiedenen Zelltypen humaner Blutleukozyten aufzeigte
und TAS1R3 als das Rezeptorgen mit dem haufigsten Vorkommen (in 81-100% aller unter-

suchter Blutproben) identifizierte [222].
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Abbildung 3.4: Genexpressionsanalyse der Rezeptorgene aller GRMs und TAS1Rs in humanen Blutleukozyten.
RT-qPCR zeigt die relative quantitative mRNA Expression aller GRM und TAS1R3-Rezeptorgene
in PMNs (A) und T-Zellen (B). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung (n= 8 (T-
Zellen)-9 (PMNs). Daten wurden auf eine gemittelte Expression zweier Housekeeping-Gene
(ACTB und GAPDH) normalisiert. Signifikanz zwischen GRM2 und den anderen GRMs bzw. zwi-
schen TAS1R3 und den anderen TAS1R-Genen wurde mittels zweiseitigem t-Test ermittelt: (#xx)
p <0,001; (%) p < 0,01; (#) p < 0,05. Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].

3.2.2 Genexpressionsanalyse verschiedener GRM2-Isoformen offenbart NM_000839.5 als
die am hdufigsten vorkommende Isoform

Unterschiedliche Transkriptionsstart- und stoppstellen, alternatives Spleien sowie Intronre-
tention konnen zu mehreren verschiedenen mRNA-Isoformen unterschiedlicher Sequenzen
ein und desselben Gens fithren [489, 490]. Um Aufschluss iiber die Haufigkeiten der jeweiligen
Isoformen der in der differentiellen Genexpressionsanalyse am stirksten exprimierten Gene
TAS1R3 und GRM2 in PMNs und T-Zellen zu erhalten und diese weiter zu charakterisieren,
wurden unter Zuhilfenahme der NCBI-Datenbank [461] fiir alle drei gelisteten GRM2-Isofor-
men (NM_001349116.2, NM_001349117.2 und NM_000839.5) isoformspezifische Primer
und Sonden designt, mit deren Hilfe ddPCR-Analysen durchgefiihrt wurden. Dabei konnte so-
wohl in den T-Zellen als auch in den PMNs Isoform NM_ 00839.5 als diejenige mit dem sig-
nifikant haufigsten Vorkommen (83 + 2,68 % bzw. 81 + 13,28 %) identifiziert werden (Abb.
3.5) [474]. Da fiir TAS1R3 nur eine Isoform (NM_152228.2) bekannt ist, beschrankte sich die

Isoformenanalyse auf das Rezeptorgen GRM2.
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Abbildung 3.5: Genexpressionsanalyse von GRM2-Isoformen in PMNs und T-Zellen. Gezeigt sind die Mittel-
werte + Standardabweichung von n=8 verschiedenen Blutproben. Signifikanz zwischen den Is-
oformen wurde mittels zweiseitigem gepaartem t-Test ermittelt: (++%) p < 0,001; (#*) p < 0,01.
Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].

3.2.3 Erhéhte Genexpression von GRM2 und TAS1R3 nach 24-stiindiger PMN-Stimulation
mit Mononatriumglutamat

Im zentralen und peripheren Nervensystem bildet die Aminosdure Glutamat als exzitatori-
scher Neurotransmitter den wichtigsten Liganden der metabotropen Glutamatrezeptoren
[491, 492] und spielt dariiber hinaus als Agonist des Umami-Rezeptors TAS1R1/TAS1R3 auf
der menschlichen Zunge eine wichtige Bedeutung bei der Wahrnehmung des Umami-Ge-
schmacks [158]. Aufgrund der Tatsache, dass sich beide GPCR-Familien den gleichen Agonis-
ten teilen, wurde der Effekt eines 24-stiindigen MSG-Stimulus auf die Expression von GRM-
und TAS1R-Genen in Neutrophilen, den Zellen mit den hoheren RNA-Expressionsraten (Abb.
3.4), untersucht (Abb. 3.6). Dazu wurden aus Buffy-Coat-Proben isolierte PMN-Zellen fiir 24
Stunden mit 50 umol/L MSG, der physiologischen Glutamatkonzentration im Blut gesunder
Personen [493], stimuliert. Die RT-qPCR basierte Analyse der Genexpression im Vergleich zu
nicht stimulierten Zellen ergab eine 2,4-fach hohere GRM2 und eine 2,1-fach hohere TAS1R3
Expression, wahrend fiir die anderen Rezeptoren nur geringere Verdnderungen der Transkrip-
tionslevel beobachtet werden konnten [474].
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Abbildung 3.6: Relative Genexpressionswerte (2-44¢t) von GRMs und TAS1Rs in PMNs nach 24-stiindiger MSG-
Stimulation. Gezeigt ist der Mittelwert + SEM von n=8-15 verschiedenen Blutproben. Daten wur-
den auf eine gemittelte Expression zweier Housekeeping-Gene (ACTB und GAPDH) normalisiert.
Signifikanz zwischen GRM2 und den anderen GRMs bzw. zwischen TAS1R3 und den anderen
TAS1R-Genen wurde mittels zweiseitigem t-Test ermittelt: (#»x) p < 0,001; (*#) p < 0,01; (#) p <
0,05. Die gestrichelte Linie zeigt den fold change von 1, bei dem keine Verdnderung der Genex-
pression vorliegt. Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalysen zeigen, dass die Rezeptoren mGluR2 und TAS1R3
eine wichtige Rolle im Immunsystem spielen konnten. Sowohl in den Zellen des innaten
(PMNs) als auch adaptiven (T-Zellen) Immunsystems werden diese beiden Rezeptorgene un-
ter den untersuchten am stiarksten exprimiert (TAS1R3 sogar auf Haushaltsgen-Niveau), deren
Transkriptlevel sich nach Stimulation mit ihrem gemeinsamen physiologischen Agonisten
Glutamat sogar um den Faktor 2,1-2,4 erhohten, wihrend die anderen Rezeptorgene aus den
gleichen Familien kaum eine Anderung im Expressionsverhalten aufzeigten [474]. Um die An-
wesenheit von mGluR2 und TAS1R3 auf Proteinebene zu bestitigen, erfolgte im darauffolgen-
den die Analyse dieser Rezeptoren in PMNs und T-Zellen unter Zuhilfenahme antikorper-ba-

sierter Nachweisverfahren (s. 3.3).
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3.3 Proteinanalyse von mGluR2 und TAS1R3 in PMNs und T-Zellen

3.3.1 Immunzytochemie weist Co-Expression der Proteine mGIluR2 und TAS1R3 in PMNs
nach

Mit Hilfe der Genexpressionsanalyse metabotroper Glutamatrezeptoren und TAS1Rs (s. 3.2)
konnten GRM2 und TAS1R3 als die Rezeptorgene mit den hochsten Transkriptleveln in huma-
nen Blutleukozyten identifiziert werden [474]. Fiir den Nachweis der korrespondierenden Pro-
teine mGluR2 und TAS1R3 wurde unter Zuhilfenahme spezifischer Antikorper eine Immunzy-
tochemie durchgefiihrt, um die Proteinexpression in Neutrophilen, den Zellen mit der hoheren
Genexpression (Abb. 3.4), nachzuweisen und visuell darzustellen. Abb. 3.7 (A-C) veranschau-
licht die Verteilung der Proteine mGluR2 (pink) und TAS1R3 (griin) in PMNs. Dabei konnten
fiir mGluR2 positive Signale in 40 %, fiir TAS1R3 in 39 % der untersuchten Zellen detektiert
werden, die interessanterweise mit einer nahezu vollstindigen Uberlappung der jeweiligen An-
tikorpersignale einhergingen (37 % positive Zellen) (Abb. 3.7 D). Dabei konnte eine fast iden-
tische Anzahl mGluR2- bzw. TAS1R3-positiver PMNs beobachtet werden, die sich dariiber hin-
aus mit dem Prozentsatz doppelt-positiver Zellen deckte [474].

Die Ergebnisse der Immunzytochemie weisen eindeutig auf eine Co-Expression von mGluR2
und TAS1R3 in humanen Neutrophilen hin. Wahrend 60 % der untersuchten Zellen, die Re-
zeptoren nicht zu exprimieren scheinen, weisen die restlichen 40 % gleich beide Rezeptoren

an ihrer Oberflache auf, was fiir eine Koexistenz und moglicherweise fiir eine gemeinsame

Funktion der beiden Rezeptoren sprechen konnte.
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Abbildung 3.7: Zweifarbige Immunzytochemie von mGluR2 und TAS1R3 in PMNs (A-C). Analyse der Co-Ex-
pression von mGluR2 und TAS1R3 in n=6 verschiedenen Blutproben. (A) Anti-mGluz2-Antikérper
und Sekunddrantikorper mit Fluorophor MFP631 (rot); (B) anti-TAS1R3-Antikorper und Sekun-
ddrantikérper mit Fluorophor MFP555 (griin); (C) Uberlagerung der Signale in A und B (gelb).
Die Zellkerne wurden mit Hoechst-33342 (blau) gefirbt. Untersucht wurden insgesamt 3005
Zellen, Originalmapstabsbalken 5 um. (D) Box-Whisker-Plots zeigen prozentuelle Anzahl rezep-
torpositiver PMN-Zellen. Untere und obere blaue Balken veranschaulichen zweites und drittes
Quartil der Datenverteilung, waagerechte Linie geben jeweiligen Median wieder, X entspricht
den Mittelwerten. Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2023) [474]. Die Immunzytochemie
wurde von Julia Bauer (LSB) durchgefiihrt und ausgewertet.
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3.3.2 Western Blot und Co-Immunprdzipitation liefern Nachweis iiber Proteinheterodimeri-
sierung von mGluR2 und TAS1R3 in PMNs und T-Zellen
Abgesehen von der Tatsache, dass sich mGluR2 und TAS1R3 im Umami-Rezeptor den gleichen
Agonisten, das Glutamat, teilen, deuten die Ergebnisse der Genexpressions- und Proteinana-
lyse darauf hin, dass unter den untersuchten Proteinen diese beiden Rezeptoren die einzigen
sind, die auf diese Aminosdure mit einer erhhten Genexpression reagieren und scheinbar aus-
schlieBlich gemeinsam in Neutrophilen co-exprimiert werden (s. 3.2.3 und 3.3.1) [474]. Basie-
rend auf diesen Befunden wurde mittels Co-Immunprizipitation eine potentielle Heterodime-
risierung von mGluR2 und TAS1R3 in humanen Blutleukozyten untersucht, die sich als leis-
tungsfahige Methode zum Dimerisierungsnachweis von GPCRs etabliert hat [459, 494]. Dieser
antikorperbasierte Assay setzt den Einsatz spezifischer Antikorper voraus. Daher wurde in ei-
nem ersten Schritt eine Validierung der Antikorper gegen mGluR2 und TAS1R3 durchgefiihrt.
Durch Transfektion von NxG Zellen [463] mit den entsprechenden Rezeptorplasmiden fiir
TAS1R1-TAS1R3 sowie mGluR2 und mGluR3, konnte die Spezifitit der eingesetzten Antikor-
per fiir mGluR2 (Abb. 3.8 A) und TAS1R3 (Abb. 3.8 B) bestitigt werden. Fiir mGluR3 konnte
eine schmale, schwache Bande im Gel detektiert werden, deren Auftreten durch die hohe Se-
quenzidentitdt von mGluR2 und mGluR3 (67 %) innerhalb der Gruppe II der metabotropen

Glutamatrezeptoren erklart werden kann.
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Abbildung 3.8: Proteinexpression von mGluR2 und TAS1R3 in humanen PMNs und T-Zellen. (A+B) Antikérper-
validierung des anti-mGluR2 (A) und anti-TAS1R3 Antikorpers (B) in transfizierten NxG-Zellen.
20 ug des jeweiligen Zelllysats wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt. (C+D) Co-IP und Western
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Blot von mGluR2 und TAS1R3 in PMNs (C) und T-Zellen (D). Zelllysate von n=3 verschiedenen
Blutproben wurden mit Dynabeads® gekoppeltem anti-mGluR2 (jeweils Spur 1) bzw. anti-
TAS1R3 (C: Spuren 2+3, D: Spur 2) Antikérper inkubiert. Spur C3 zeigt das Ergebnis nach Zent-
rifugation mit 15 000 g anstelle von 12 000 g. Fiir den Western Blot wurden die Zelllysate bzw.
Immunprdazipitate der Co-IP mittels SDS-PAGE aufgetrennt und unter Verwendung eines anti-
TAS1R3 (C: Spur 1+5; D: Spur 1+4+5) bzw. anti-mGluR2 (C: Spuren 2+3+4: D: Spuren 2+3)
Antikorpers analysiert. Die erwartete Grofie des mGluR2-Proteins liegt bei ~110 kDa, fiir das
TAS1R3-Protein bei ~97 kDa. Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].

Die Co-Immunprazipitaton erfolgte durch kovalente Kopplung des anti-TAS1R3 Antikorpers
an Dynabeads®, die in der anschlieBenden Western-Blot-Analyse mit einem anti-mGluR2 An-
tikorper eine Bande der entsprechenden GroBe ergab (Abb. 3.8 C Spuren 2+3; D Spur 2). Um
dieses Ergebnis zu validieren, wurde die Co-IP wiederholt, indem der an Dynabeads® gekop-
pelte anti-mGluR2 Antikorper nun fiir den Pull-Down und der anti-TAS1R3 Antikorper fiir die
anschlieBende Western Blot Analyse verwendet wurde (Abb. 3.8 C+D (jeweils Spur 1)), was
erneut zu korrekten BandengroBen fiihrte. Um sicherzugehen, dass sowohl die Zellmembranen
als auch ungeloste Rezeptoren bei der Zentrifugation vollstindig entfernen werden [459],
wurde fiir die PMNs zusitzlich ein Ansatz mit einer erhohten Zentrifugationsgeschwindigkeit
von 15 000 x g durchgefiihrt (Abb. 3.8 C Spur 3), der zu derselben Bande fiihrte. Bei Vergleich
der Co-IP Ergebnisse mit denen der zusitzlich durchgefiihrten Western Blots aus PMNs (Abb.
3.8 C) und T-Zellen (Abb. 3.8 D) konnten in allen Spuren spezifische Banden der erwarteten
GroBe (markiert durch schwarze Pfeile) detektiert werden. Dabei erschien in den T-Zellen die
Western Blot-Bande fiir TAS1R3 mit etwa 130 kDa zunichst hoher im Gel als erwartet. Durch
Einsatz der Endoglykosidase H, die mannosereiche N-Glykane aus Glykoproteinen entfernt,
konnte fiir das glykosylierte Protein TAS1R3 die erwartete Bande im Gel nachgewiesen werden
[474]. Zusammen mit den Ergebnissen der Immunzytochemie weist der Befund der Co-Im-
munopréazipitation eindeutig auf eine Heterodimerisierung von mGluR2 und TAS1R3 in hu-
manen Blutzellen hin. Beide Rezeptoren werden gemeinsam in PMNs Co-exprimiert und
konnten mittels Co-IP als Heterodimer identifiziert werden. Daher wurde im Folgenden eine
Analyse des Heterodimers im heterologen Zellsystem durchgefiihrt, bei der zum einen dessen
Dimerisierung mittels Biolumineszenz Resonanz Energietransfer (BRET) und zum anderen

die Oberflichenexpression und Funktionalitat untersucht wurde.
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3.4 Analyse des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 im heterologen Zellsystem
3.4.1 mGluR2 und TAS1R3 bilden heteromere Komplexe in transfizierten HEK-293 Zellen

Die Ergebnisse der Proteinanalyse von mGluR2 und TAS1R3 in humanen Blutzellen legen eine
Heterodimerisierung der beiden Rezeptoren nahe (s. 3.3). Basierend auf diesen Ergebnissen
wurde im Anschluss mit Hilfe eines NanoBRET™ Systems [495] die Protein-Protein-Interak-
tionen dieser GPCRs in lebenden, transfizierten HEK-293 Zellen [462] analysiert. Durch Ein-
satz zweier unterschiedlicher Vektorkonstrukte, pFN210 bzw. pNsecNLuc, wurden die Rezep-
toren mit verschiedenen N-terminalen Tags markiert. Dabei diente der Tag IL-6-NanoLuc®
aus Vektor pNsecNLuc als Biolumineszenz-Donor, wihrend der IL-6-HaloTag® aus pFN210A
als Fluoreszenz-Akzeptor fungierte. Durch anschlieBende Markierung des HaloTags® mit dem
Liganden NCT (nonchloro TOM) als Energieakzeptor und der Nanoluc Luziferase mit Furima-
zin als Donor wurden die Rezeptorinteraktionen untersucht [495]. Befinden sich Donor und
Akzeptor in unmittelbarer Nihe (<10 nm), kommt es zur Ubertragung der Energie und zur
Bildung von Fluoreszenz durch den rot-emittierenden Fluorophor des HaloTag®-Liganden,
die bei 618 nm gemessen werden konnte. Eine Protein-Protein-Interaktion liegt vor, wenn die
jeweiligen Rezeptorsignale iiber denen der beiden Negativkontrollen, gekennzeichnet als
schraffierte schwarze Balken (Abb. 3.9), liegen.

Fiir die untersuchten Homodimere mGluR2 und TAS1R3 (blauer bzw. griiner Balken Abb. 3.9)
konnten signifikant hohere mBU-Werte (milli-BRET units) im Vergleich zu den beiden Nega-
tivkontrollen beobachtet werden, deren Signalintensitidten in Bezug auf das mGluR2-Dimer
sogar vergleichbar mit denen der Positivkontrolle waren. Die Analyse der beiden heterodime-
ren Konstrukte von mGluR2 und TAS1R3 (dunkelblaue Balken Abb. 3.9) wiesen analog zu den
Homodimeren signifikant hohere Signalintensititen als die der Negativkontrollen auf, die ver-
gleichbar mit denen des TAS1R3-Dimers ausfielen [474]. Dieses Ergebnis unterstreicht die Be-
funde der Immunzytochemie und Co-IP. Sowohl in den Blutzellen als auch in transfizierten
HEK-293 Zellen konnte eine Protein-Protein-Interaktion nachgewiesen werden, die das Vor-
liegen eines Heterodimers von mGluR2 und TAS1R3 untermauert. Basierend auf diesen Er-
kenntnissen und Analysen wurde in einem néichsten Schritt der Fokus auf Untersuchung der
Funktionalitit dieses Heterodimers gelegt. Dazu wurde zunichst die Oberflichenexpression
der jeweiligen Rezeptordimere auf HEK-293 Zellen [490] analysiert und im Anschluss mittels
Lumineszenzassays die Interaktion mit dem gemeinsamen Agonisten, dem Mononatriumglu-

tamat, beobachtet.
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Abbildung 3.9: Mittels BRET detektierte Heterodimerisierung von mGIluR2 und TAS1R3 in transfizierten HEK-
293 Zellen. (A) Schematisches Prinzip des NanoBRET™ Systems. Der Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen, in diesem Fall zwischen zwei Rezeptoren, erfolgt durch Energieiibertra-
gung der am N-Terminus befindlichen NanoLuc®-Luziferase (Biolumineszenz-Donors) des Re-
zeptors A auf den am N-Terminus von Rezeptor B befindlichen HaloTag®, dessen HaloTag®-Lig-
and als Energieakzeptor fungiert. Befinden sich Donor und Akzeptor in unmittelbarer Ndahe,
kommt es zur Bildung von Fluoreszenz durch den rot-emittierenden Fluorophor des HaloTag®-
Liganden, die bei 618 nm gemessen werden kann [495]. (B) Ergebnisse der BRET-Analyse. Der
zuerst genannte Rezeptor wurde im Vektor pFN210A, der zweitgenannte in pNsecNLuc expri-
miert. Dargestellt sind die Daten als Mittelwerte + Standardabweichung von n=4-11 unabhdn-
gigen Experimenten. Normalisiert wurde auf die Positivkontrolle (PPI p53-pFN : MDM2-NL).
Die gestrichelte Linie gibt den hochsten Wert der beiden Negativkontrollen (Mock : TAS1R3 und
TAS1R3 : Mock) wieder. mBU = milli-BRET units. Die Signifikanz zwischen den jeweiligen Re-
zeptorkombinationen und der Mock-Kontrolle mit den héheren Signalen (TAS1R3 : Mock) wurde
mittels zweiseitigem t-Test ermittelt:(#»») p < 0,001; (**) p < 0,01. Abbildung modifiziert nach
Ball et al. (2023) [474]. Der BRET-Assay wurde von Julia Bauer (LSB) durchgefiihrt.

3.4.2 Zelloberflidchenexpression des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 ist signifikant hoher als
die des Homodimers mGluR2 und vergleichbar mit der Oberfldchenexpression von
TAS1R3

Die relative Quantifizierung der Zelloberflichenexpression von mGluR2, TAS1R3 und dem ge-

meinsamen Heterodimer erfolgte mittels Durchflusszytometrie in vitalen HEK-293 Zellen

[462]. Dazu wurden diese mit dem nicht-membrangéngigen HaloTag® Alexa Fluor® 488 Lig-

anden markiert, der den Anteil der Rezeptoren an der Zelloberflache wiedergibt und somit ein

MaB fiir die relative Zelloberflachenexpression darstellt.

Relativ zur Mock-Kontrolle (pfN21K) (schwarzer Balken Abb. 3.10) konnte fiir HT-mGluR2 die

~1,4-fache Menge, fiir HT-TAS1R3 die ~1,8-fache Menge an Protein an der Zelloberflache

nachgewiesen werden (blauer und griiner Balken Abb. 3.10), was einer signifikant hoheren

Proteinexpression im Vergleich zur Mock-Kontrolle entspricht. Um eine Vergleichbarkeit der

Quantifizierung zwischen Homo- und Heterodimeren mittels HaloTag® zu gewahrleisten, wur-

den zusatzlich zum jeweiligen Homodimer, das den HaloTag® tragt, der gleiche Anteil des

Mock-Plasmids (ohne HaloTag®) transfiziert. Analog dazu besitzt im heterodimeren Konstrukt
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ausschlieBlich der Rezeptor TAS1R3 das HaloTag®-Fusionsprotein (dunkelblauer Balken Abb.
3.10). Dabei konnte fiir mGluR2/HT-TAS1R3, dhnlich wie fiir das Homodimer HT-TAS1R3,
eine signifikante hohere Zelloberflichenexpression um das ~ 1,8-fache gegeniiber der mock-
transfizierten Zellen detektiert werden. Zudem wies das Heterodimer eine signifikant hohere
Expression als HT-mGluR2 auf.

Fiir das Heterodimer, in dem beide Rezeptoren den HaloTag® tragen (schraffierter dunkel-
blauer Balken Abb. 3.10) wurde im Vergleich zur Mock-Kontrolle eine ~2-fache Menge an Pro-
tein an der Zelloberfldche beobachtet, die mit der doppelten Menge an HaloTag® im Vergleich

zum anderen Heterodimer-Konstrukt erklart werden kann [474].
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Abbildung 3.10: Relative Zelloberflichenexpressionslevel von mGluR2, TASiR3 und dem Heterodimer
mGluR2/TAS1R3. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3-5 unabhdngigen
Experimenten. Die Normalisierung der Daten erfolgte auf die Anzahl positiver Zellen der Mock-
Kontrolle nach Behandlung mit dem nicht-membrangdngigen HaloTag® Alexa Fluor® 488 Lig-
anden (gestrichelte Linie). Die Signifikanz zwischen der Mock-Kontrolle und den jeweiligen Re-
zeptordimeren wurde mittels zweiseitigem t-Test ermittelt. (#+#) p < 0,001; (**) p < 0,01; (¥) p <
0,05. Unterschiedliche Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede p < 0.01 zwischen HT-
mGluR2 und mGIluR2 / HT-TAS1R3 oder HT-mGluR2 / HT-TAS1R3. HT= HaloTag®. Abbildung

modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].
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3.4.3 Das humane Heterodimer mGIluR2/TAS1R3 zeigt in der funktionellen Analyse signifi-
kant geringere IC50-Werte fiir MSG im Vergleich zu den Homodimeren auf

Die Ergebnisse der Analyse von mGluR2 und TAS1R3 in Blutzellen und im heterologen Test-
zellsystem wiesen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene eindeutig auf eine Heterodi-
merisierung dieser GPCRs hin. In einem néchsten Schritt wurde daher auf Grundlage dieser
Befunde deren potentielle Funktionalitiat in HEK-293 Zellen [462] untersucht. Fiir die Detek-
tion von Geruchsstoff-Rezeptor-Interaktionen hat sich der GloSensor™ cAMP Assay im re-
kombinanten Zellsystem als wichtige und sensitive Methode herausgestellt [464, 465]. Um die
Funktionalitat von mGluR2, TAS1R3 und dem gemeinsamen Heterodimer mGluR2/TAS1R3
in Bezug auf ihren gemeinsamen Agonisten Glutamat zu untersuchen, wurde diese Technolo-
gie im Rahmen der vorliegenden Arbeit herangezogen und so modifiziert, dass trotz Gg-ver-
mittelter Signaltransduktion verladssliche Konzentrations-Wirkungsbeziehungen ermittelt
werden konnten (Abb. 2.1 und 2.4) [474]. Dazu wurden HEK-293 Zellen [462] mit den ent-
sprechenden Rezeptoren, dem Gi-Protein sowie der genetisch modifizierten Luziferase (pGlo-
Sensor™-22F cAMP Plasmid) [464] transfiziert (s. 2.4.4) und mit Mononatriumglutamat im
Konzentrationsbereich von 0,3 — 300 pmol/L zusammen mit 2,5 umol/L Forskolin, dem Ak-
tivator der Adenylatzyklase [468-470], stimuliert (Abb. 3.11). Die Analyse der Konzentrations-
Wirkungsbeziehungen der MSG-aktivierten Verringerung der Forskolin-induzierten intrazel-
lularen cAMP-Anhaufung [467] wurde fiir alle vier verschiedenen Gg-Proteine (Gai-3 und
GagGustduein) durchgefithrt und die jeweiligen IC;o-Werte sowohl fiir die Homodimere mGluR2

und TAS1R3 als auch das gemeinsame Heterodimer mGluR2/TAS1R3 bestimmt (Tab. 3.4)
[474].

Tabelle 3.4: ICso-Werte von MSG fiir mGluR2, TAS1R3 und das gemeinsame Heterodimer mGluR2/TAS1R3 [474].

G-Protein mGluR2 mGluR2/TAS1R3 TAS1R3
GaGustducin 56.14 + 10.12 b 25.66 + 6.26 B* k.A.
Guair 18.11 + 2.91} 5.88 £+ 0.97 " k.A.
Guaiz 19.88 + 2.46 P 7.79 £ 0.52 B~ k.A.
Guaiz 8.38+0.50% 4.97 £ 0.59 A" k.A.

Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3-4 unabhdngigen Experimenten in umol/L. Signifi-
kanz zwischen mGluR2 und mGluR2/TAS1R3 wurde mittels zweiseitigem t-Test bestimmt: (#) p < 0,05. Unter-
schiedliche Buchstaben geben signifikante Unterschiede zwischen Gais und den anderen getesteten Gi-Proteinen
an (p < 0,05).

Fiir alle getesteten Gu-Proteine konnten fiir das Heterodimer mGluR2/TAS1R3 signifikant
niedrigere ICso-Werte im Vergleich zu den entsprechenden Homodimeren mGluR2 und
TAS1R3 ermittelt werden, wobei fiir letzteren Rezeptor mit keinem der verwendeten Gi-Prote-
ine eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung erhalten werden konnte (Tab. 3.4 und Abb. 3.11
griine Kurve). Mit den niedrigsten IC;o-Werten von 4,97 + 0,59 umol/L fiir mGluR2/TAS1R3

und 8,38 + 0,5 umol/L fiir mGluRz2 stellte sich Gi; als das potenteste Gui-Protein heraus und
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wurde aufgrund diesen Befundes fiir die nachfolgenden cAMP-Messungen herangezogen. Die
ermittelten IC;o-Werte fiir den mGluR2-Rezeptor stimmen mit den Werten aus einer Studie
von Conn et al. [129] tiberein, die fiir mGluR2 eine halbmaximale inhibitorische Glutamat-
Konzentration von 4-20 umol/L konstatierte und bestatigen dadurch die Empfindlichkeit und
Genauigkeit des im Rahmen dieser Arbeit modifizierten und etablierten cAMP-Lumineszen-
zassays.

Abbildung 3.11 veranschaulicht die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der jeweiligen Re-
zeptorkonstrukte mit Gui;. Wahrend die Kurven der Mock-Kontrolle (schwarz) und TAS1R3
(griin) einen Verlauf parallel zur x-Achse und somit keine Konzentrationsabhingigkeit aufzei-
gen, konnen fiir mGluR2 und mGluR2/TAS1R3 klare Rezeptorantworten auf MSG beobachtet
werden. Dabei ist die Konzentrations-Wirkungskurve des Heterodimers (dunkelblaue Kurve)
im Vergleich zum Homodimer mGluR2 (hellblaue Kurve) nach links verschoben. Durch Hete-
rodimerisierung scheint sich ein potenteres Rezeptordimerkonstrukt gegeniiber MSG zu bil-
den, was sich zusitzlich zum Kurvenverlauf in den, im Bereich der IC5-Werte sogar signifi-
kant, geringeren relativen RLU-Werten fiir das Heterodimer im Vergleich zum Homomer
mGluR2 zeigte [474]. Um auszuschlieBen, dass andere Effekte oder Komponenten fiir den hier
beschriebenen Befund verantwortlich sind, wurde dariiber hinaus die Wirkung von Pertussis-
Toxin (PTX) auf die transfizierten Zellen untersucht. PTX fiihrt durch Ribosylierung des Ade-
nosin-5‘-Diphosphats (ADP) der Gi/o-Untereinheit zu einer permanenten Aktivierung der A-
denylatzyklase und der gleichzeitigen Hemmung der Interaktion von GPCR und G-Protein
[473, 496]. Nach Behandlung der Zellen fiir 24 h mit 0,5 ug/ml PTX konnte weder fiir das
Homodimer mGluR2 noch fiir das Heterodimer eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung be-
obachtet werden (orangene Kurve), deren Kurve analog derer der Negativkontrolle (Mock-
transfizierte Zellen (schwarze Kurve)), parallel zur X-Achse verlief. Dieser Befund bestitigte,
dass die Ergebnisse des Lumineszenz-Assays auf die Funktionalitét der jeweiligen transfizier-

ten GPCRs zurtickzufithren sind.
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Abbildung 3.11: Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fiir MSG in mGluR2, TAS1R3 bzw. mGluR2/TAS1R3
transfizierten HEK-293 Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 un-
abhdngigen Experimenten in Triplikaten. Die Daten sind jeweils auf die geringste MSG-Konzent-
ration normalisiert. Signifikanz zwischen mGluR2/TAS1R3 und mGluR2 wurde mittels zweisei-
tigem t-Test ermittelt: (#) p < 0,05. RLU = Relative Luminescence Units. Abbildung modifiziert
nach Ball et al. (2023) [474].

Die Konzentrations-Wirkungskurven in Abbildung 3.11 weisen in Reaktion auf Mononatrium-
glutamat einen signifikanten Heterodimer-bedingten Funktionsgewinn (,gain-of-function®)
auf. Um zu iiberpriifen, ob sich dieser Effekt auch in Kombination von mGluR2 mit den beiden
anderen Mitgliedern der TAS1R-Familie, TAS1R1 bzw. TAS1R2, beobachten lisst, wurde der
oben beschriebene Assay analog mit diesen beiden Rezeptoren durchgefiihrt und die entspre-
chenden IC;o-Werte bestimmt (Tab. 3.5). Fiir die jeweiligen Homomere TAS1R1 und TAS1R2
konnte wie schon fiir TAS1R3 keine Konzentrations-Wirkungsbeziehung beobachtet werden.
Zudem zeigten die zusatzlich getesteten Heterodimer-Konstellationen keine signifikant unter-
schiedlichen halbmaximalen inhibitorischen Konzentrationen im Vergleich zu mGluR2
(mGluR2/TAS1R1: 10,62 + 1,26 uM und mGluR2/TAS1R2: 10,84 + 2,13 uM). Dieser Befund
lasst auf eine alleinige Funktion von mGluR2 in den jeweiligen Rezeptorkonstrukten schlieen
und unterstreicht die wichtige und einzigartige Bedeutung von TAS1R3, der zusammen mit

mGluR2 ein potenteres und effizienteres Heterodimer-Konstrukt hinsichtlich MSG bildet
[474].

Tabelle 3.5: ICso-Werte von MSG fiir mGluR2 und dessen Kombination mit TAS1R1-TAS1R3 [474].

Rezeptoren IC;o-Werte

mGluR2 8.38 £+ 0.507P
mGluR2/TAS1R3 4.97 £ 0.592"
mGluR2/TAS1R2 10.84 + 2.13 P
mGluR2/TAS1R1 10.62 + 1.26 P

Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3-4 unabhdngigen Experimenten in umol/L. Signifi-
kanz zwischen mGluR2 und mGluR2/TAS1Rs wurde mittels zweiseitigem t-Test bestimmt: (#) p < 0,05. Unter-
schiedliche Buchstaben geben signifikante Unterschiede zwischen mGluR2/TAS1R3 und den anderen getesteten
Homo- und Heterodimeren an (p < 0,05).
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Basierend auf diesem Ergebnis stellte sich, auch in Hinblick auf eine Identifizierung moglicher
spezifischer Agonisten fiir dieses Heterodimer, die Frage, ob sich dieses Rezeptorkonstrukt
ausschlieBlich im menschlichen Korper wiederfindet oder ob die Bildung des Dimers auch in
anderen Spezies erfolgen kann. Zur Beantwortung dieser Hypothese wurde die Maus als Bei-
spielorganismus gewahlt, deren Gene fiir Grm2 und Tasir3 per Gensynthese in die entspre-
chenden Vektoren (pFN210A) kloniert und die Funktionsanalyse analog dem oben beschrie-

benen cAMP-Lumineszenzassays durchgefiihrt wurde (Abb. 3.12).
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Abbildung 3.12: Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fiir MSG in mGluR2 (murin), TAS1R3 (murin) bzw.
mGIluR2 (murin)/TAS1R3 (murin) transfizierten HEK-293 Zellen. Gezeigt sind die Mittelwerte +
Standardabweichung von n=3 unabhdngigen Experimenten in Triplikaten. Die Daten sind je-
weils auf die geringste MSG-Konzentration normalisiert. RLU = Relative Luminescence Units.

Die Konzentrations-Wirkungskurven in Antwort auf MSG zeigten im Gegensatz zu den huma-
nen GPCRs (Abb. 3.11) keine signifikanten Unterschiede zwischen dem Homodimer mGluR2
(hellblaue Kurve) und dem Heterodimer mGluR2/TAS1R3 (dunkelblaue Kurve) auf. Beide
Kurven verlaufen nahezu kongruent, sodass davon ausgegangen werden kann, dass der Effekt
der dunkelblauen Kurve ausschlieBlich auf die Funktion des murinen mGluR2 in Antwort auf
MSG zuriickzufiihren ist und TAS1R3 in diesem Konstrukt, anders als beim humanen Rezep-
torkonstrukt, mit keinem Funktionsgewinn einhergeht. Analog zum humanen TAS1R3 konnte
fir den murinen Geschmacksrezeptor keine Konzentrations-Wirkungsbeziehung ermittelt
werden (griine Kurve). Dieser Befund spiegelt sich zusatzlich in den IC;,-Werten der murinen
Rezeptoren (Tab. 3.6) wieder, die sich nicht signifikant unterschieden, sondern nahezu iden-

tisch ausfielen.
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Tabelle 3.6: ICso-Werte von MSG fiir die murinen Rezeptoren mGluR2, TAS1R3 und mGIluR2/TAS1R3

Rezeptoren I1Cs0-Werte
mGluR2 5,28 + 1,28
mGluR2/TAS1R3 5,76 + 0,89
TAS1R3 k.A.

Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 unabhdngigen Experimenten in umol/L.

Zusammen mit den Ergebnissen der Genexpressions- und Proteinanalyse verstarken die Be-
funde der Experimente im rekombinanten Testzellsystem der HEK-293 Zellen die Stringenz
der Heterodimerisierung von mGluR2 und TAS1R3 im menschlichen Kérper. Wahrend die An-
wesenheit beider Rezeptoren auf Genom-und Proteinebene bestitigt und deren Dimerisierung
in Blutzellen mittels Co-IP nachgewiesen werden konnte, verdeutlichten die Co-Transfektions-
experimente zum einen die Bildung des Heteromers (BRET) und zeigten zudem einen daraus
resultierenden Funktionsgewinn (,gain-of-function‘) in Antwort auf MSG, dem gemeinsamen
Agonisten beider GPCRs, auf (cAMP-Lumineszenzassay). Zudem konnte unter Verwendung
der murinen Orthologen ein Ausbleiben der Heterodimerisierung beobachtet werden, was auf
eine spezifische Funktionalitit des Rezeptorkonstrukts im menschlichen Kérper hinweisen
konnte. Um abschlieBend eine potentielle Funktion von mGluR2/TAS1R3 in Neutrophilen zu
untersuchen, wurde im Anschluss mit Hilfe eines ELISAs dessen Funktionsanalyse durchge-

fiihrt.
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3.5 Funktionsanalyse des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 in PMNs

3.5.1 Mononatriumglutamat erleichtert die fMLF-induzierte IL-8-Sekretion humaner
PMNs in vitro via mGluR2/TAS1R3
Im menschlichen Blutsystem bilden Neutrophile die erste Verteidigungslinie des Immunsys-
tems. Als spezifische Sensoren erkennen sie Entziindungsmediatoren, infolgedessen sie gezielt
zu den entsprechenden Inflammationsherden im Korper wandern [497]. Die Aktivierung von
PMNss erfolgt dabei durch chemotaktische Reize, wie beispielsweise des fMLFs (N-Formyl-L-
methionyl-L-leucyl-L-phenylalanin), eines aus Bakterien stammenden Tripeptids, welches
nach Bindung an den FPR1-Rezeptors der Blutzellen zur Ausschiittung von Zytokinen, wie dem
neutrophilen-stimulierenden Chemokin CXCL8 (IL-8), fiihrt [243].
Die Stimulationsexperimente von PMNs mit MSG zeigten eine erhohte MSG-vermittelte Gen-
expression von GRM2 und TAS1R3 (Abb. 3.6), deren gemeinsame Funktion im heterologen
Zellsystem mittels cAMP Lumineszenzassay unter Beobachtung eines ,gain-of-function auf-
gezeigt werden konnte (Abb. 3.11). Um letztendlich eine Funktion dieses Rezeptordimers in
den Blutzellen nachzuweisen, wurde mittels ELISA die fMLF-induzierte IL-8 Sekretion MSG-
vorstimulierter PMNs untersucht und mit bzw. ohne Einsatz rezeptorspezifischer Antagonis-
ten validiert. Analog zu den Genexpressionsanalysen wurde eine physiologische MSG-Kon-
zentration von 50 umol/L verwendet [493], der Konzentrationsbereich von fMLF lag zwischen
0,01 und 10 nmol/L (Abb. 3.13) [474].
Trotz nicht signifikant unterschiedlicher Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zwischen be-
handelten und unbehandelten Zellen in Antwort auf fMLF (Abb. 3.13 A und EC5,-Werte s. Tab.
A.5) wiesen die MSG-vorstimulierten Zellen (Abb. 3.13 A, blaue Kurve) einen signifikanten
Anstieg der IL-8 Sekretion gegeniiber den nicht stimulierten, mit RPMI-Medium (Abb. 3.13 A,
griine Kurve) bzw. den mit Antagonisten behandelten Zellen (Abb. 3.13 A, orange-braun far-
bige Kurven) auf. Dieser Effekt schien in den mit der hochsten Konzentration an fMLF (10
nmol/L) stimulierten Zellen am deutlichsten und am signifikantesten zu sein (Abb. 3.13 C). In
diesen PMNs wurden IL-8-Konzentrationen von 113,95 + 63,99 pg/ml beobachtet, wihrend in
den unbehandelten, RPMI-stimulierten Zellen lediglich IL-8-Level von 85,71 + 46.39 pg/ml
gemessen werden konnten. Fiir die jeweiligen, mit den entsprechenden Agonisten behandelten
PMNs ergaben sich bei einer Stimulation von 10 nM fMLF IL-8-Konzentrationen von 56,15 +
27,67 pg/ml (40 nM mGluR2 Antagonist 1), 58,14 + 39,34 pg/ml (0,3 uM Lactisol) bzw. 61,61
+ 35,51 pg/ml (mGluR2 Antagonist 1 + Lactisol) (Abb. 3.13 B) [474].
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Abbildung 3.13: MSG erleichtert iiber das Heteromer mGluR2/TAS1R3 in vitro die fMLF-induzierte IL-8 Sekre-
tion in isolierten PMNs. A: Vierstiindige fMLF-induzierte IL-8 Sekretion nach zweistiindiger Vor-
stimulation mit 50 uM MSG oder RPMI-Medium in An- bzw. Abwesenheit des mGIluR2-spetifi-
schen Antagonisten 1 und/oder des TAS1R3-spezifischen Antagonisten Lactisol. Verdnderungen
der IL-8 Konzentration wurden auf die in RPMI-Medium kultivierten Proben ohne MSG norma-
lisiert (n = 6-13). Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Signifikanz zwischen unbehandelten und
MSG-vorstimulierten Proben wurde mittels zweiseitigem t-Test ermittelt: (#»x) p < 0,001; (**) p
< 0,01; (%) p < 0,05. B: Maximale fMLF-induzierte IL-8 Konzentrationen in pg/ml in An- bzw.
Abwesenheit des MSG-Vorstimulus oder der jeweiligen rezeptorspezifischen Antagonisten. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte + SEM (n=6-13), die Signifikanz wurde mittels einseitigem t-Test er-
mittelt: (##) p < 0,01; (#) p < 0,05. C: Verdnderungen der fMLF-induzierten IL-8 Sekretion bei
einer fMLF-Konzentration von 10 nM in An- bzw. Abwesenheit des MSG-Vorstimulus oder der
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Jeweiligen rezeptorspezifischen Antagonisten. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabwei-
chung von n = 4-13 unterschiedlichen Blutproben. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem t-
Test ermittelt: (#+%) p < 0,001; (**) p < 0,01. n.s.= nicht signifikant gegeniiber RPMI-behandelten
Zellen. D: Die jeweiligen Rezeptorantagonisten haben alleine keinen stimulierenden oder inhi-
bierenden Effekt auf PMNs. Vierstiindige fMLF-induzierte IL-8-Sekretion in isolierten PMNs in
Abwesenheit von MSG, aber in Anwesenheit des mGluz2-spezifischen Antagonisten 1 und des
TAS1R3-spezifischen Antagonisten Lactisol. Verdnderungen der IL-8 Konzentration wurden auf
die in RPMI-Medium kultivierten Proben normalisiert (n = 4). Gezeigt sind die Mittelwerte +
SEM. Abbildung modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].

Um mogliche, ggf. toxische Nebeneffekte der jeweiligen Antagonisten auf die Zellen auszu-
schlieBen, wurden diese zusétzlich zu den oben genannten Stimulationsansitzen mit den je-
weiligen pharmakologischen Blockern gemeinsam mit der héchsten Konzentration an fMLF
(10 nM) ohne MSG-Vorstimulation fiir 4 Stunden behandelt (schraffierte Balken Abb. 3.13 C
und braune Kurve Abb. 3.13 D). Dabei konnten weder fiir den mGluR2 Antagonisten 1 noch
fiir das Lactisol negative Effekte auf die Zellen beobachtet werden. Fiir keine der drei Bedin-
gungen lieBen sich signifikante Unterschiede zu den unbehandelten Zellen (griiner Balken
Abb. 3.13) erkennen (n.s. = nicht signifikant), sodass die Abnahme der IL-8 Sekretion nach
Antagonistenbehandlung in MSG-vorbehandelten Zellen vermutlich auf die Rezeptorhem-
mung von mGluR2 und/oder TAS1R3 und nicht auf inhibierende Effekte der eingesetzten An-
tagonisten zuriickzufiihren ist [474]. Interessanterweise bewirkte der alleinige Einsatz von
Lactisol, dem TAS1R3-Liganden und Inhibitor des SiiBrezeptors TAS1R2/TAS1R3, eine voll-
stindige Verschiebung der MSG-vermittelten, fMLF-induzierten Konzentrations-Wirkungs-
beziehung der IL-8-Sekretion (Abb. 3.13 A, orangene Kurve) zuriick auf ein dhnliches Niveau
wie der, der RPMI-behandelten griinen Kurve (Abb. 3.13 A). Dieser Befund deutet darauf hin,
dass ein potentielles mGluR2-Homodimer in den PMNss fiir die MSG-abhangige Wirkung der
fMLF-induzierten IL-8-Sekretion unerheblich zu sein scheint. Analog dazu, fithrte die Verwen-
dung des mGluR2 Antagonist 1 (rosa Kurve Abbildung 3.13 A) ebenso zu einer Kurvenverschie-
bung zuriick auf das Niveau der RPMI-behandelten Zellen (griine Kurve Abb. 3.13 A), was fiir
eine Irrelevanz des Umami-Heterodimers TAS1R1/TAS1R3 in diesem Kontext spricht. Viel-
mehr deuten diese Ergebnisse, auch in Bezug auf die bereits erhobenen Daten auf Gen-und
Proteinebene auf die Anwesenheit eines mGluR2/TAS1R3 Heterodimers hin, das allein fiir die
verstirkte, MSG-abhangige, fMLF-induzierte IL-8-Sekretion in PMNs verantwortlich zu sein

scheint.

In einem weiterfithrenden ELISA-Experiment mit gleichem Versuchsaufbau wurde zusatzlich
zu den rezeptorspezifischen Antagonisten der mGluR2/mGluR3-spezifische Agonist
LY379268 (20 nM) eingesetzt, der in nanomolaren Konzentrationen selektiv fiir mGluR2 zu
sein scheint [498, 499]. Ahnlich wie MSG erleichterte der spezifische Agonist die fMLF-indu-
zierte IL-8 Sekretion in isolierten PMNs signifikant (Abb. A.6, blauer Balken) — ein Effekt, der
durch den mGluR2 Antagonisten 1 vollstiandig riickgangig gemacht werden konnte (Abb. A.6,
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rosa Balken). In Zusammenhang mit den ELISA-Ergebnissen aus Abb. 3.13, deutet dieser Be-
fund darauf hin, dass die erhohte fMLF-induzierte IL-8 Sekretion sowohl in Abhangigkeit von
MSG als auch von LY379268 aus einer spezifischen Aktivierung des mGluR2-Rezeptors resul-
tiert. Der Einsatz von Lactisol in einer Konzentration von 0,3 uM konnte die Wirkung des po-
tenten Agonisten LY379268 nicht hemmen (Daten sind nicht gezeigt). Eine hohere Konzent-
ration war aufgrund der stimulierenden Wirkung von Lactisol auf PMNs in Konzentrationen

hoher als 0,3 uM [222] nicht moglich.

3.5.2 MSG und der mGluR2-spezifische Agonist LY379268 erhohen intrazellulires Ca?* in
isolierten PMNs

Intrazellulire, kalziumabhangige Signalwege stellen fiir eine Vielzahl an Immunfunktionen ei-
nen wichtigen Mechanismus dar. Sie sind in Bezug auf Neutrophile an den meisten ihrer zel-
lularen Immunantworten [500-502], wie beispielsweise ihrer Zellmotilitiat sowie ihrem Pri-
ming [255, 503] beteiligt. Das intrazellulare Ca2* in PMNs wird dabei in der Regel {iber die
Aktivierung von GPCRs und anschlieBend iiber Ca2+-Speicher- oder Liganden-gesteuerte Ca2*-
Kanile moduliert. Vermittelt durch verschiedene Priming-Agenzien [228, 255, 503], kommt
es folglich zu einem Anstieg der intrazelluliren Kalziumkonzentration aufgrund der Freiset-
zung von Ca2* aus intrazelluldren Speichern wie dem ER und/oder des Ca2*-Einstroms iiber
CRAC-Kanaile (engl. calcium release-activated Ca2* channels) der Plasmamembran [500, 501,
504-507].

Die ELISA-Ergebnisse zeigten eine in Abhangigkeit von MSG bzw. LY379268 erhohte fMLF-
induzierte IL-8 Sekretion, welche unter Verwendung der rezeptorspezifischen Antagonisten,
mGluR2 Antagonist 1 und Lactisol, gghemmt werden konnte (Abb. 3.13 und A.6). Basierend
auf dieser Erkenntnis wurde in einem weiterfilhrenden Experiment eine mogliche Einfluss-
nahme von MSG bzw. LY379268 auf die Ca2*-Homoostase isolierter PMNs untersucht [474].
Unter Beibehaltung des zweistiindigen Stimulationsansatzes (vgl. 3.4.1) erfolgte die Inkuba-
tion der Zellen mit den entsprechenden Agonisten in An- bzw. Abwesenheit des mGluR2 An-
tagonisten 1 und im Anschluss die Ermittlung der Ca2*-Fluoreszenz in Fluo-4-beladenen PMNs
mittels Durchflusszytometrie [228] (Abb. 3.14). Dabei konnte eine dhnliche und signifikant
hohere Anzahl Fluo-4-positiver Zellen fiir MSG und LY379268 im Vergleich zu mGluR2 Anta-
gonist 1 behandelten Zellen detektiert werden. Die Verwendung von Lactisol als spezifischer
TAS1R3-Antagonist war in diesem Versuchsansatz aufgrund seiner bereits beschriebenen sti-

mulierenden Eigenschaft bei bereits geringen Konzentration nicht moglich.
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Abbildung 3.14: MSG und der mGluR2-spezifische Agonist LY379268 erhohen intrazelluldres Ca2* in isolierten
PMNs. Gezeigt sind die Anzahl an Fluo-4 positiven Zellen nach einer zweistiindigen Inkubation
mit MSG bzw. dem mGluR2-spezifischen Agonisten LY379268 in An- bzw. Abwesenheit des
mGIluR2 Antagonisten 1. Von jeder Messung wurde die Losungsmittelkontrolle (0,1 % DMSO)
abgezogen. Daten zeigen den Mittelwert + SEM (n=4). Signifikanzen wurden mittels einseitigem
t-Test ermittelt: (#*) p < 0,01; (#) p < 0,05. n.s.= nicht signifikant. Abbildung modifiziert nach
Ball et al. (2023) [474]. Die Durchflusszytometrie wurde von Corinna Kammermeier (LSB)
durchgefiihrt und ausgewertet.

ZUSAMMENFASSUNG Die bisher dargestellten Ergebnisse umfassen eine detaillierte
Analyse der Rezeptoren mGluR2 und TAS1R3 sowohl in priméaren Blutzellen als auch im re-
kombinanten Zellsystem. Nicht nur auf genetischer Ebene konnten beide Rezeptoren inner-
halb ihrer Klasse C GPCR-Familien in PMNs und T-Zellen als diejenigen mit den hochsten
Transkriptniveaus identifiziert werden, deren Stimulation mit dem gemeinsamen Agonisten
MSG sogar zu einer liber 2-fach hoheren Genexpression fiihrte. Auf Proteinebene erfolgte dar-
iiber hinaus der Nachweis beider Rezeptoren mittels Western Blot und unter Verwendung der
Immunzytochemie bzw. Co-IP sogar deren Co-Lokalisation und Heterodimerisierung. Die Ex-
pression der rekombinanten Rezeptoren in HEK-293 Zellen ermdglichte im Anschluss zum
einen mit Hilfe des Biolumineszenz-Resonanz-Energie-Transfers (BRET) die Validierung des
Heteromers und lieferte zudem im PTX-sensitiven cAMP-Lumineszenzassay den Nachweis ei-
nes mGluR2/TAS1R3 abhingigen, MSG-induzierten Funktiongewinns. Nicht zuletzt bestétigte
die Funktionsanalyse des Heterodimers in PMNs unter Zuhilfenahme rezeptorspezifischer An-
tagonisten, dass dieses Rezeptorkonstrukt fiir eine MSG-abhingige, fMLF-induzierte IL-8-
Sekretion notwendig und ausreichend ist und lieferte somit einen zuséatzlichen Beleg fiir die

Heterodimerisierung von mGluR2 und TAS1R3 in humanen Blutleukozyten [474].
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3.6 Identifizierung potentieller Agonisten fiir das Heterodimer mGluR2/TAS1R3 im
heterologen Zellsystem

Die oben beschriebenen Ergebnisse lieferten den Nachweis fiir eine Heterodimerisierung von
mGluR2/TAS1R3 in humanen Blutleukozyten mit Hilfe von Glutamat als gemeinsamer Ago-
nist. Jedoch stellte sich in diesem Zusammenhang die Frage nach dem ,eigentlichen“ Liganden
dieses Rezeptorkonstrukts. Fiihrt die Bildung des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 lediglich zu
einem sensibleren, sensitiveren Rezeptordimer gegeniiber MSG? Ist der einzige Grund fiir ei-
nen Zusammenschluss zweier unterschiedlicher Rezeptoreinheiten der Klasse C GPCRs die
Bildung eines effizienteren Proteindimers oder gibt es moglicherweise einen oder mehrere A-
gonisten, spezifisch fiir das Heterodimer? Bekannt ist, dass der menschliche Korper jeden Tag
rund 50 Gramm Glutamat eigenstindig produziert [508], das von sensitiven Rezeptoren ge-
bunden und im Anschluss dessen Signal weiter verarbeitet werden muss. Jedoch legen Studien
nahe, dass aufgrund des hohen Metabolismus von iiber die Nahrung aufgenommenem MSG
nur eine sehr geringe Menge im Blutkreislauf und somit in den Blutzellen ankommt [509-513].
Daher ist die Frage nach weiteren bzw. anderen Agonisten in diesem Kontext nicht unberech-
tigt. Der menschliche Organismus wird jeden Tag mit einer Vielfalt unterschiedlichster kor-
pereigener und korperfremder Metabolite, Botenstoffe und weiterer zum Teil auch gefahrli-
cher Substanzen konfrontiert. Es sind die Immunzellen, die die Funktion iiber die Entschei-
dung von ,selbst“ und ,nicht-selbst“ treffen. Die ektopische Expression von mGluR2/TAS1R3
auf Blutzellen des innaten und adaptiven Immunsystems legt die Vermutung nahe, dass dieses
Rezeptorkonstrukt als Sensor fiir Lebensmittelinhaltsstoffe oder endo- bzw. exogen erzeugte
Metaboliten bspw. bakterieller Herkunft dienen konnte, denen der Kérper rund um die Uhr
ausgesetzt ist. So lag er Fokus in Bezug auf die Ligandenidentifizierung im weiteren Verlauf
der vorliegenden Arbeit hauptsachlich auf dem Screening von potentiell immunologisch akti-

ven Substanzen, wie bakteriellen D-Aminosauren und bakteriellen Uberstinden.

3.6.1 L-und D-Aminosduren reagieren mit Ausnahme der L-Glutaminsdure nicht auf das
Heterodimer mGluR2/TAS1R3

Ausgehend von der Aminosaure L-Glutamat, die einen gemeinsamen Agonisten von mGluR2,
dem Umami-Rezeptor TAS1R1/TAS1R3 und, wie unter 4.3.3 identifiziert, dem Heterodimer
mGluR2/TAS1R3 bildet, finden sich in der Literatur zahlreiche Studien iiber die Interaktion
von L- und D-Aminosauren mit dem Umami- bzw. SiiBrezeptor und den metabotropen Gluta-
matrezeptoren [158, 160, 345, 514-522]. Heterologe Expressionsstudien im Jahre 2002 und
2006 zeigten die Fahigkeit des Umami-Rezeptors zur Bindung sowohl von L-Glutamat als auch
der meisten L-Aminosiuren in Nagetieren auf [160], wobei fiir den gleichen Rezeptor im Men-

schen eine hohe Selektivitit von L-Glutamat gegeniiber den anderen L-Aminosduren nachge-
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wiesen wurde [158]. Nach Frauli et al. erfolgt die Aktivierung von metabotropen Glutamatre-
zeptoren ausschlieBlich iiber L-Glutamat [514].

Mit Ausnahme von Glycin, weisen alle 20 proteinogenen Aminosauren eine Chiralitiat an ihrem
a-Kohlenstoffatom auf und kommen neben der L-Form in der D-Form vor, die hauptsichlich
mit Bakterien bzw. deren Zellwand und intrazellularen Signalen assoziiert ist [515]. Bereits
1969 konnten Cline and Lehrer [516] durch deren Entdeckung der D-Aminosdure-Oxidase
(DAO) in humanen Neutrophilen einen Bezug zum Immunsystem darstellen, deren Funktion,
der Oxidation von D-Aminosauren unter Bildung von H,O,, als bakterizides Enzym in Leuko-
zyten identifiziert wurde [517-519]. Zusétzlich dazu wies die Studie von Irukayama-Tomobe et
al. [520] die aromatischen D-Aminosauren (D-Tryptophan und D-Phenylalanin) als Chemoat-
traktivitatsfaktoren fiir humane Leukozyten durch den GPCR GPR109B nach. Hinsichtlich des
TAS1R3-Rezeptors konnten diese beiden D-Aminosduren gemeinsam mit D-Leucin und D-
Histidin sowohl in Bindungsstudien als auch in Immunzellen der oberen Atemwegen dariiber
hinaus als Aktivatoren fiir den SiiBrezeptor (TAS1R2/TAS1R3) identifiziert werden [345, 521,
522].

Basierend auf diesen Studien, die einerseits eine Briicke zwischen mGluRs, TAS1R3 und dem
Immunsystem schlagen und zudem deren Assoziation mit L- und D-Aminosiuren aufweisen,
wurde im Folgenden mittels etabliertem cAMP-Lumineszenzassays ein Screening aller 20 pro-
teinogenen Aminosauren, sowohl in ihrer L-als auch D-Form durchgefiihrt, um potentielle A-
gonisten fiir das nachgewiesene Heterodimer zu identifizieren. Analog zu den oben genannten

Stimulationsstudien wurde hierbei die gleiche Konzentration von 50 pmol/L gewahlt (Abb.

3.15).

RLU/RI"Unhnr Aminosiure
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Abbildung 3.15: Screening aller 20 proteinogen Aminosduren in L- (A) und D-Form (B) gegen mGIluR2, TAS1R3
und das gemeinsame Heterodimer mGluR2/TAS1R3 in einer Konzentration von 50 umol/L. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 unabhdngigen Experimenten. Die
Mock-Kontrolle wurde abgezogen und die Daten auf das jeweilige Signal ohne Aminosdure (Puf-
fer) als Negativkontrolle normalisiert. Die gestrichelte Linie zeigt das Normalisierungsniveau
an. Signifikanzen zwischen Negativkontrolle und jeweiliger Aminosdure erfolgte mittels zweisei-
tigem t-Test () p < 0,01.

Das Screening der 20 proteinogenen L-Aminosauren (Abb. 3.15 A) bestatigte die Studiener-
gebnisse aus der Literatur [158, 160, 514]. Mit Ausnahme der Glutaminsiure, dessen Salz das
Glutamat darstellt, konnte fiir keine der getesteten Substanzen eine Interaktion mit den jeweils
getesteten Rezeptoren beobachtet werden. Im Gegensatz dazu fiithrte das D-Aminosiure-
Screening fiir D-Leucin und D-Tryptophan jeweils zu einer, in Bezug auf die Negativkontrolle,
relativen Lumineszenzsignal-Reduktion von etwa 20 % (Abb. 3.15 B). Wihrend fiir D-Tryp-
tophan dieser Effekt ausschlieBlich fiir mGluR2 detektiert werden konnte, zeigte die Stimula-
tion mit D-Leucin sowohl fiir die Homodimere mGluR2 und TAS1R3, als auch fiir das gemein-
same Heterodimer einen Abfall des cAMP-vermittelten Lumineszenzsignals. Das Ausbleiben
signifikant geringerer relativer cAMP-Signale fiir mGluR2/TAS1R3 deutet jedoch nicht auf ei-
nen Heterodimer-bedingten, sondern vielmehr auf einen durch die einzelnen Homodimere
ausgelosten Effekt gegeniiber der D-Aminosaure hin.

Insgesamt fiihrten die Aminosaure-Screenings zwar zur Identifizierung zweier, bisher nicht
beschriebener, potentieller Agonisten fiir mGluR2 (D-Leucin und D-Tryptophan), die weiterer
Charakterisierung bediirfen. Basierend auf der Fragestellung moglicher, spezifischer Agonis-
ten fiir mGluR2/TAS1R3 im Rahmen der vorliegenden Arbeit, konnte jedoch keine signifikante

Rezeptorinteraktion zwischen Heterodimer und Aminosauren beobachtet werden.
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3.6.2 Bestandteile im Uberstand von Pseudomonas aeruginosa weisen auf potentiellen Ago-
nisten fiir das Heterodimer mGluR2/TAS1R3 hin

In der Literatur sind zahlreiche Studien hinsichtlich der Assoziation von Geschmacksrezepto-
ren und dem Immunsystem beschrieben worden. Vielen gemein ist die Beteiligung von Mik-
roorganismen bzw. derer Metabolite an Immunreaktionen und Signaltransduktionen via
chemosensorischer Rezeptoren [344, 345, 523-532]: Dabei wurde berichtet, dass vom oralen
Mikrobiom stammende Metabolite und Toxine von Geschmacksrezeptoren detektiert werden
konnen, die fiir die Bildung und Regulation der Immunantwort des Wirtes von hoher Bedeu-
tung sind [523-525]. Dariiber hinaus zeigten Zhu et al. [526] eine durch gastrointestinale Bak-
terien resultierende Manipulation der Expression des SiiBrezeptors TAS1R2/TAS1R3. Auf den
Immunzellen fiihrt die Expression von Bitterrezeptoren zudem zur Erkennung bakterieller
Molekiile, wie Quorum sensing Molekiilen (QSMs) oder N-Acyl-Homoserin-Laktonen (AHLSs),
die die Immunantwort des Wirtes durch Aktivierung von Chemotaxis der Immunzellen und
der Sekretion antimikrobieller Peptide initiieren [344, 527-532]. Nicht zuletzt konnten Lee et
al. einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung des SiiBrezeptors durch bakterielle D-Ami-
nosauren und einer verminderten Immunantwort auf mikrobielle Bitterstoffe nachweisen
[344, 345].

Auf Grundlage dieser Studien wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Herrn PD Dr.
Klaus Neuhaus (ZIEL - Institut fiir Lebensmittel und Gesundheit, Technische Universitit
Miinchen) eine Auswahl von 14 unterschiedlichen Bakterienstimmen (Tabelle 3.7) getroffen.
Diese wurden von Christine Fritsch (ZIEL) in MOD-Medium kultiviert und im Anschluss deren
Uberstinde generiert. In Anlehnung an die Aminosiure-Screenings erfolgte mittels Lumines-
zenzassays [465, 474] deren Testung auf die jeweiligen Rezeptoren mGluR2, TAS1R3 und dem
gemeinsamen Heterodimer (Abb. 3.16). Dabei konnten fiir 5 der getesteten bakteriellen Uber-
stiande signifikante Signal-Unterschiede im Vergleich zu den mit MOD-Medium stimulierten
Rezeptoren beobachtet werden. Wihrend die Uberstiinde von Bacillus thuringiensis, Bactero-
ides fragilis, Citrobacter freundii und Pseudomonas fluorescens nur geringe relative Signal-
abfille von maximal 20 % ergaben und hiufig jeweils nur einer der untersuchten Rezeptoren,
aber niemals das Heterodimer alleine, einen Effekt zeigte, konnte fiir den Uberstand von Pseu-
domonas aeruginosa eine deutliche Reduktion des Signals um ~50 % beobachtet werden. Die-
ser Effekt zeigte sich sowohl fiir den mGluR2-Rezeptor, als auch fiir mGluR2/TAS1R3. Inte-
ressanterweise konnten fiir das Heterodimer sogar signifikant geringere Werte als fiir mGluR2
alleine detektiert werden, was fiir einen ahnlichen ,gain-of-function‘wie im Falle des MSG (s.
3.4.3) spricht. Bemerkenswert ist zudem, dass fiir Pseudomonas fluorescens, einem Bakterium
aus der gleichen Gattung wie der Pseudomonas aeruginosa fiir das Heterodimer keine relati-

ven Signalabfille beobachtet werden konnten, sodass es sich hierbei um eine oder mehrere,
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fiir den Pseudomonas aeruginosa spezifische Substanz(en) handeln muss, die fiir die Reduk-

tion des Lumineszenzsignals verantwortlich sind.
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Abbildung 3.16: Screening von 14 bakteriellen Uberstinden gegen mGluR2, TAS1R3 und das gemeinsame
Heterodimer mGluR2/TAS1R3. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 un-
abhdngigen Experimenten. Die Mock-Kontrolle wurde abgezogen und die Daten auf das jewei-
lige Signal des MOD-Mediums als Negativkontrolle normalisiert. Die gestrichelte Linie zeigt das
Normalisierungsniveau an. Signifikanzen zwischen Negativkontrolle und jeweiligem Uberstand
erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (#+) p < 0,01; (*) p < 0,05.

Tabelle 3.7: Bakterienstimme mit thren jeweiligen Identifizierungsnummern, verwendet fiir das
Uberstandsscreening mit mGIluR2, TAS1R3 und mGluR2/TAS1R3

Bakterienstamm Identifizierungsnummer
Bacillus cereus WSBC 10530
Bacillus thuringiensis WS 2632
Bacteroides fragilis WS 3513
Citrobacter freundii G 165
Clostridium perfringens WS 2952
Escherichia coli WS 1323
Eschericha coli (pathogen) WS 4438
Listeria monocytogenes WS 2301
Pseudomonas aeruginosa WS 5203
Pseudomonas fluorescens WS 1760
Salmonella enterica WS 4637
Staphylococcus aureus WS 2438
Yersinia aldovae WS 3488
Yersinia enterocolitica WS 3760
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Die in Abbildung 3.16 und Tabelle 3.7 aufgefiihrten bakteriellen Uberstinde stellten ein erstes
Screening zur Identifizierung potentieller Agonisten fiir mGluR2/TAS1R3 dar, beinhalteten je-
doch keine aufeinander abgestimmten Parameter, wie bspw. libereinstimmende ODso0-Werte,
die fiir einheitliche Zelldichten bzw. Wachstumskinetiken sprechen und somit eine Vergleich-
barkeit der einzelnen relativen Uberstandssignale erméglichen wiirden. Aufgrund der immen-
sen Unterschiede im Verhalten der bakteriellen Uberstinde von P. aeruginosa und P. flu-
orescens auf die Rezeptordimere mGluR2 und mGluR2/TAS1R3, trotz Zugehorigkeit zu der-
selben Gattung, der Pseudomonaden, wurden beiden Stamme erneut kultiviert und bei einer
ODésoo von jeweils 0,4 deren Uberstinde gewonnen. Der anschlieBend durchgefiihrte cAMP-
Lumineszenzassay im rekombinanten Testzellsystem [465, 474] lieferte zum bakteriellen
Uberstandsscreening (Abb. 3.16) analoge Ergebnisse (Abb. 3.17). Wihrend fiir P. fluorescens
kein Abfall des cAMP-Signals beobachtet werden konnte, lieferte die Stimulation der Rezepto-
ren mGluR2 und mGluR2/TAS1R3 mit P. aeruginosa einen zum MOD-Medium relativen und
signifikanten Signalabfall von 50-60 %. Erneut wurden fiir das Heterodimer geringere Signale

als fiir mGluR2 gemessen, wihrend TAS1R3 keine Reaktion auf P. aeruginosa zeigte.
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Abbildung 3.17: Stimulation der jeweiligen Rezeptoren mGluR2, TAS1R3 und mGluR2/TAS1R3 mit P. aeruginosa
und P. fluorescens der gleichen OD (ODsoo = 0,4). Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardab-
weichung von n=3 unabhdngigen Experimenten. Die Mock-Kontrolle wurde abgezogen und die
Daten auf das jeweilige Signal des MOD-Mediums als Negativkontrolle normalisiert. Die gestri-
chelte Linie zeigt das Normalisierungsniveau an. Signifikanzen zwischen Negativkontrolle und
jeweiligem Uberstand erfolgte mittels zweiseitigem t-Test (##) p < 0,01.

Dieser Befund liefert einen eindeutigen Beleg fiir einen spezies-spezifischen Effekt von aus P.
aeruginosa stammenden Metaboliten oder Toxinen auf die Rezeptoren mGluR2 und

mGluR2/TAS1R3. Beide untersuchten Pseudomonaden wurden im gleichen Medium kultiviert
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und deren Uberstand bei einer Zelldichte mit einer ODsoo von jeweils 0,4 generiert, sodass sich
im Uberstand lediglich Substanzen spezifisch fiir die jeweiligen Mikroorganismen bei gleicher
Wachstumsphase und —bedingungen wiederfinden.

Fiir die Identifizierung des oder der fiir diese spezies-spezifische Eigenschaft verantwortlichen
Substanz(en), erfolgte in einem ersten Schritt deren Charakterisierung hinsichtlich Groe und
Polaritiat, um die Wahl einer entsprechenden Methode fiir die weiterfithrende Analyse des

Uberstandes zu erleichtern (Abb. 3.18 und 3.19).

Unter Verwendung einer Zentrifugaleinheit mit einem ,Molecular Weight Cut-Off (MWCO)
von 1 kD (Kilodalton), einer Molekulargewichtsgrenze, die bei Filtration die Trennschéarfe bzw.
das Riickhaltevermdgen von Membranen wiedergibt, wurden der Uberstand von P. aerugi-
nosa sowie das MOD-Medium filtriert. Der gesammelte Durchfluss, der nur noch Substanzen
kleiner 1kD enthielt, wurde im Anschluss mittels cAMP-Lumineszenzassay [465, 474] gemes-
sen und die Werte auf das gefilterte MOD-Medium normalisiert (Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18: Stimulation der jeweiligen Rezeptoren mGluR2, TAS1R3 und mGIluR2/TAS1R3 mit ungefiltertem
und gefiltertem P. aeruginosa. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 un-
abhdngigen Experimenten. Die Mock-Kontrolle wurde abgezogen und die Daten auf das jewei-
lige Signal des MOD-Mediums als Negativkontrolle normalisiert. Die gestrichelte Linie zeigt das
Normalisierungsniveau an. Signifikanzen zwischen Negativkontrolle und jeweiligem Uberstand
erfolgte mittels zweiseitigem t-Test: (#+%) p < 0,001; (**) p < 0,01; (*) p < 0,05.

Interessanterweise konnten hierbei im Vergleich zum ungefilterten Uberstand sowohl fiir
mGluR2 als auch fiir mGluR2/TAS1R3 signifikant geringere Lumineszenzsignale fiir die fil-
trierte Substanz erhalten werden, deren Intensitiaten fir mGluR2 bei etwa 35 % und fiir das

Heterodimer bei etwa 25 % gegeniiber dem gefilterten MOD-Medium lagen. Erneut zeigte
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mGluR2/TAS1R3 signifikant geringere Signale als das Homodimer. Anders als die ungefilterte
Probe fiihrte der filtrierte Uberstand von P. aeruginosa dariiber hinaus fiir TAS1R3 zu einer
relativen Signalreduktion von etwa 23 % und somit einem zum MOD-Medium signifikanten
Abfall der Lumineszenz. Moglicherweise fithrte die Filtration zu einer Aufkonzentration der im
Uberstand enthaltenen Substanzen, die fiir die geringeren relativen Lumineszenzsignale ver-
antwortlich sein konnten. Dabei scheint P. aeruginosa eine oder mehrere Substanzen zu ent-
halten bzw. zu produzieren, die stimulierend auf alle drei Rezeptoren, mGluR2, TAS1R3 und

mGluR2/TAS1R3 zu wirken scheinen.

Basierend auf ihrer Volatilitdt konnen Substanzen in zwei Kategorien, den nichtfliichtigen und
den fliichtigen Stoffen eingeteilt werden. Aufgrund ihrer schwicheren intermolekularen Krifte
gehen letztere bereits bei Raumtemperatur leicht in die Gasphase iiber und konnen mittels
Rotationsverdampfer oder Vakuumkonzentratoren somit von nichtfliichtigen Substanzen ge-
trennt werden. Diese Fahigkeit wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um Aufschluss tiber
die Fliichtigkeit des oder der rezeptorstimulierenden Substanz(en) zu erhalten und basierend
auf diesem Resultat die Wahl einer geeigneten chemisch-analytischen Methode, der Gas-oder
Fliissigchromatographie, zur Identifizierung des oder der entsprechenden Agonisten treffen zu
konnen. Dazu wurden die gefilterten Proben, der Gesamtiiberstand von P. aeruginosa sowie
das MOD-Medium, in einen SpeedVac-Vakuumkonzentrator getrocknet und mit ddH.O im
gleichen Volumen wie dem Ausgangsvolumen aufgenommen, um konstante und vergleichbare
Konzentrationen der entsprechenden Substanzen zu gewahrleisten. Die Analyse der Proben
erfolgte im Anschluss mittels cAMP-Lumineszenzassay [465, 474] (Abb. 3.19).

Hierbei zeigte sich ein analoges Bild zwischen den gefilterten und den zusitzlich getrockneten
und resuspendierten Uberstinden von P. aeruginosa. Fiir beide Proben konnten in etwa die
gleichen relativen Lumineszenzsignale beobachtet werden. Obwohl der Signalabfall fiir das
Heterodimer bei Stimulation mit dem getrockneten Uberstand signifikant geringer ausfiel,
blieben fiir beide Proben die signifikanten Unterschiede zwischen Homo-und Heterodimer er-
halten, sodass es sich bei der oder den mit den Rezeptoren intergierende(n) Substanzen(en)

eindeutig um nichtfliichtige Verbindung(en) handeln muss.
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Abbildung 3.19: Stimulation der jeweiligen Rezeptoren mGluR2, TAS1R3 und mGIluR2/TAS1R3 mit gefiltertem
bzw. gefilterten und zusdtzlich mittels SpeedVac getrocknetem P. aeruginosa. Gezeigt sind die
Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 unabhdngigen Experimenten. Die Mock-Kontrolle
wurde abgezogen und die Daten auf das jeweilige Signal des MOD-Mediums als Negativkon-
trolle normalisiert. Die gestrichelte Linie zeigt das Normalisierungsniveau an. Signifikanzen
zwischen Negativkontrolle und jeweiligem Uberstand erfolgte mittels zweiseitigem t-Test: (%)

p <0,001; (¥) p < 0,05.

Im Zuge der Verwendung des SpeedVac-Vakuumkonzentrators wurden zusatzlich Loslich-
keitsstudien durchgefiihrt. Dazu wurde der getrocknete Uberstand in verschiedenen Losungs-
mitteln mit aufsteigender Polaritit resuspendiert (Acetonitril < Isopropanol < Ethanol < Me-
thanol < Wasser). Dabei zeigte sich, dass eine Loslichkeit des Uberstands ausschlieBlich im
polarsten Losungsmittel, dem Wasser, gegeben war und es sich folglich um eine sehr polare

Mischung handeln muss.

Die Analyse des bakteriellen Uberstandes von P. aeruginosa lieferte erste Erkenntnisse in Be-
zug auf Eigenschaften des oder der zu identifizierenden Substanz(en). Unter Zuhilfenahme ei-
ner Zentrifugaleinheit mit einem MWCO von 1 kD konnte eine entsprechende Eingrenzung
bzw. Aufkonzentrierung der im Uberstand enthaltenen und relevanten Verbindung(en) er-
reicht werden, die sich dariiber hinaus durch nichtfliichtige und sehr polare Attribute auszeich-
nen. Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte im Anschluss eine Fraktionierung des Uber-
standes mittels HPLC (s. 3.6.4) und parallel dazu eine Testung von in der Literatur beschrie-
benen, spezifischen Komponenten im Uberstand von Pseudomonas aeruginosa mittels cAMP-

Lumineszenzassay im rekombinanten Testzellsystem [465, 474] (s. 3.6.3).
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3.6.3 Bekannte Komponenten aus dem Uberstand von Pseudomonas aeruginosa zeigen
keine Reaktion gegeniiber mGluR2/TAS1R3, interagieren jedoch teilweise mit dem
TAS1R3-Rezeptor

Pseudomonas aeruginosa ist ein Mikroorganismus mit zahlreichen Signalsystemen, die ihm

eine hohe Anpassungsfiahigkeit und rasche Besiedlung unterschiedlicher Umgebungen ermog-

lichen und mit deren Hilfe dessen Virulenz durch massive Genexpressionsveranderungen re-
guliert wird [533]. In der Literatur finden sich zahlreiche Studien, die sich intensiv mit den

Signalwegen und entsprechenden Substanzen beschaftigen, auf deren Grundlage im Zuge die-

ser Arbeit die fiir P. aeruginosa wichtigsten Signalmolekiile ausgewahlt und fiir die Stimula-

tion der Rezeptoren im rekombinanten Testzellsystem herangezogen wurden.

Im Jahre 1999 analysierten Holden et al. [534] den bakteriellen Uberstand von Pseudomonas

aeruginosa mittels Massenspektrometrie und NMR und identifizierten sowohl 2 AHLs (N-

Acyl-Homoserinlaktone), das N-3-oxo-Dodekanoyl-Homoserinlakton (3-Oxo-C12-HSL) sowie

das N-Butanoyl- Homoserinlakton, als auch zwei DKPs (Diketopiperazine), das Cyclo(A-Ala-

L-Val) sowie das Cyclo(L-Pro-L-Tyr) (Maculosin), bei denen es sich um bekannte Quorum-

Sensing Molekiile handelt. Im gleichen Jahr konnten Pesci et al. [535] die Bedeutung des Sig-

nalmolekiils PQS (Pseudomonas Quinolon Signal) fiir die Zell-Zell-Kommunikation identifi-

zieren, dessen Funktion dhnlich dem seines Vorgiangermolekiils, dem HHQ (2-Heptyl-4(1H)-

Quinolon), zu sein scheint [536]. AusschlieBlich von P. aeruginosa produziert, stellt das Phe-

nazin Pyocyanin (5-N-Methyl-1-Hydroxyphenanzin) einen der Hauptvirulenzfaktoren des

Bakteriums dar, der zu akuten und chronischen Infektionen beitréagt [537]. Nicht zuletzt schei-

nen diffusionsfihige Signalfaktoren (DSF) einen wichtigen Beitrag bei der bakteriellen Kom-

munikation zwischen verschiedenen Spezies zu spielen [533]. Im Falle von Pseudomonas
aeruginosa konnte die cis-2-Dezensiure aus dessen Uberstand isoliert werden, die aufgrund
der Beeinflussung der Biofilmbildung dieses Bakteriums sowie deren Eigenschaft der Disper-
sion etablierter P. aeruginosa Biofilme und Biofilme einer gro3en Breite anderer Spezies einen

wichtigen DSF darstellt [533, 538].

Die Stimulation der Rezeptoren mGluR2, TAS1R3 und dem gemeinsamen Heterodimer im re-
kombinanten Testzellsystem [465, 474] mit den mittels Literaturangaben ermittelten, wich-
tigsten Signalmolekiilen von Pseudomonas aeruginosa, erfolgte im Konzentrationsbereich
von 0,8 — 200 umol/L (Tab. 3.8; Abb. 3.17). Wahrend fiir keine der Substanzen eine Konzent-
rationsabhangigkeit in Bezug auf mGluR2 beobachtet wurde, konnten fiir zwei der getesteten
Verbindungen sowohl fiir das Heterodimer als auch fiir TAS1R3 eine Konzentrationsabhangig-
keit detektiert und infolgedessen die korrespondierenden ICs;o-Werte ermittelt werden (Tab.
3.8). Dabei ergaben sich fiir PQS Werte von 19,32 + 2,48 umol/L fiir das Heterodimer bzw.
17,88 + 1,34 umol/L fiir TAS1R3; fiir cis-2-Dezensiure konnten Werte von 22,35 + 3,17 umol/L
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fiir mGluR2/TAS1R3 und 19,00 + 3,24 fiir TAS1R3 ermittelt werden. Aufgrund der nicht sig-
nifikant unterschiedlichen IC5,-Werte (Tab. 3.8) sowie einem nahezu identischen Kurvenver-
lauf fiir das Heterodimer und TAS1R3 (Abb. 3.20) ist jedoch davon auszugehen, dass der beo-
bachtete, konzentrationsabhingige Effekt des Heterodimers ausschlieBlich auf die Funktion
von TAS1R3 zuriickzufiihren ist, und es sich folglich in beiden Fillen um keinen Agonisten
spezifisch fiir mGluR2/TAS1R3 handelt. Bemerkenswert hierbei ist jedoch, dass TAS1R3
scheinbar alleine eine Rezeptorantwort auf zwei unterschiedliche Substanzen zu geben scheint,
die als mogliche, bisher unbekannte Agonisten auf diesen Rezeptor zu wirken scheinen und
derer Interaktionen es weiterer Untersuchungen bedarf. In Bezug auf die im Rahmen dieser
Arbeit relevanten Fragestellung tiber mogliche, spezifische Agonisten fiir mGluR2/TAS1R3
fiihrte die Rezeptorstimulation mit bekannten, charakteristischen Signalmolekiilen von Pseu-
domonas aeruginosa jedoch nicht zu einem positiven Ergebnis, weshalb in einem nachsten

Schritt die Analyse des filtrierten Uberstandes mittels HPLC erfolgte (s. 3.6.4).

Tabelle 3.8: ICso-Werte wichtiger Signalmolekiile von Pseudomonas aeruginosa fiir mGluR2, TASi1R3 und

mGluR2/TAS1R3

Substanz mGluR2 | mGluR2/TAS1R3 TAS1R3
3-0x0-C12-HSL [534] k.A. k.A. k.A.
C4-HSL [534] k.A. k.A. k.A.
cis-2-Dezensiure [538] k.A. 2235 + 3,17 19,00 + 3,24
Cyclo(A-Ala-L-Val) [534] k.A. k.A. k.A.
Maculosin (Cyclo(L-Pro-L-Tyr)) [534] k.A. k.A. k.A.

HHQ (2-Heptyl-4(1H)-Quinolon) [536] k.A. k.A. k.A.

PQS (Pseudomonas Quinolon Signal) [535] k.A. 19,32 + 2,48 17,88 + 1,34
Pyocyanin [537] k.A. k.A. k.A.

Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 unabhdngigen Experimenten in umol/L.
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Abbildung 3.20: Konzentrations-Wirkungsbeziehungen fiir PQS (A) und cis-2-Dezensdure (B) in mGluRz2,
TAS1R3 bzw. mGluR2/TAS1R3 transfizierten HEK-293 Zellen mit ihren Strukturformeln. Ge-
zeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von n=3 unabhdngigen Experimenten in
Triplikaten nach abgezogener Mock-Kontrolle. Die Daten sind jeweils auf die geringste Konzent-
ration der jeweiligen Substanz normalisiert. RLU = Relative Luminescence Units.
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3.6.4 Fraktionierung des Uberstandes von Pseudomonas aeruginosa mittels HPLC ergab
Fraktionen mit signifikanter Rezeptorinteraktion im rekombinanten Testzellsystem
Die Fraktionierung des Uberstandes von Pseudomonas aeruginosa erfolgte in Zusammenar-
beit mit Herrn Dr. Oliver Frank und Frau Verena Schlagbauer vom Lehrstuhl fiir Lebensmit-
telchemie und Molekulare Sensorik an der Technischen Universitit Miinchen. Um einen Uber-
blick iiber die Komplexitit der Zusammensetzung dieses Substanzgemisches zu erhalten,
wurde zunichst eine Vorfraktionierung des Uberstandes in 20 Einzelfraktionen durchgefiihrt,
im Anschluss gefriergetrocknet und in ddH.O aufgenommen, dessen Volumen der gleichen
Menge wie der des fraktionierten Uberstandes entsprach. Analog zu den Aminoséure-Scree-
nings erfolgte daraufhin die Messung der jeweiligen Fraktionen mit Hilfe des cAMP-Lumines-
zenzassays im rekombinanten Testzellsystem [465, 474], deren Signale jeweils auf die des Lu-

mineszenzpuffers normalisiert wurden (Abb. 3.21).
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Abbildung 3.21: Stimulation der jeweiligen Rezeptoren mGluR2, TASiR3 und mGluR2/TAS1R3 mit einzelnen
HPLC-Fraktionen des gefilterten P. aeruginosa. Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabwei-
chung von n=3 unabhdngigen Experimenten. Die Mock-Kontrolle wurde abgezogen und die Da-
ten auf das jeweilige Signal des Messpuffers als Negativkontrolle normalisiert. Die gestrichelte
Linie zeigt das Normalisierungsniveau an. Signifikanzen zwischen Negativkontrolle und der je-
weiligen Fraktion erfolgte mittels zweiseitigem t-Test: (#) p < 0,05. Als HPLC-Sdule fungierte die
Luna HILIC, 250 x 21,2 mm, 5 um (Phenomenex Inc., Torrance, USA) mit den Flieffmitteln 0,1 %
Ameisensdure (A) und Acetonitril (B) in einem Gradienten von 95 % B, der sich in 25 min auf 60
% B reduzierte und in 2 min bei einem Fluss von 20 ml/min zuriick auf 95 % B fiihrte.
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Die Ergebnisse der Lumineszenzmessungen ergaben ein klares Bild iiber das Elutionsverhal-
ten des oder der im Rahmen dieser Arbeit relevanten Substanz(en). Obwohl bereits in den ers-
ten Fraktionen interessanterweise ausschlieBlich fiir das Heterodimer signifikante relative Sig-
nalabfille von etwa 20 % beobachtet werden konnten, fithrten die Fraktionen 12-14 zu einem,
sowohl fiir mGluR2 als auch mGluR2/TAS1R3 deutlichen, gegeniiber der Puffer-Kontrolle sig-
nifikanten, Abfall der Lumineszenz um bis zu 50 %. Dabei lieferte analog zu den bereits beo-
bachteten Signalen fiir den Uberstand von P. aeruginosa das Heterodimer geringere relative
Lumineszenzsignale als das Homodimer mGluR2. Die im weiteren Verlauf der HPLC eluierten
Fraktionen ergaben hingegen deutlich geringere bzw. am Ende des HPLC-Laufes keine relati-
ven Signalabfille gegeniiber der Pufferkontrolle. Fiir TAS1R3 konnte fiir keine der Fraktionen
eine Rezeptorinteraktion in Form einer Signalreduktion detektiert werden.

Angesichts der dhnlichen relativen Lumineszenzsignalintensitiaten, ausgelost durch die aufei-
nanderfolgenden Fraktionen 12-14, ist davon auszugehen, dass aufgrund der fiir die grobe Vor-
fraktionierung gewahlten HPLC-Parameter, wie Sdule, Losungsmittelgradient und Laufge-
schwindigkeiten eine nicht vollstindige Trennung der einzelnen Analyten im Uberstand er-
folgte und sich infolgedessen eine Elution der relevante(n) Substanz(en) iiber drei Fraktionen
(12-14) hinweg ergab. Jedoch lieferte die HPLC durch Auftrennung des P. aeruginosa-Uber-
standes einen weiteren wesentlichen Schritt hinsichtlich deren Identifizierung, da ein GroBteil
der Bestandteile im Uberstand als Agonisten fiir mGluR2/TAS1R3 bereits ausgeschlossen wer-
den und sich die folgenden Analysen lediglich auf einen Bruchteil der enthaltenen Subtanzen
konzentrieren konnten.

Aufgrund der hochsten relativen Reduktion des Lumineszenzsignals fiir Fraktion 13 (Abb.
3.21) wurde diese fiir eine weitere Auftrennung mittels HPLC und darauffolgender Rezepto-

rinteraktionsanalyse ausgewahlt.
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3.6.5 Die Auftrennung von Fraktion 13 mittels HPLC ergab vier Subfraktionen, von denen
eine vergleichbare Signale zum urspriinglichen Uberstand des Pseudomonas aerugi-
nosas lieferte

Basierend auf den Ergebnissen der Vorfraktionierung und der deutlichen, signifikanten Inter-

aktion zwischen Fraktion 13 und den Rezeptoren mGluR2 und GluR2/TAS1R3 erfolgte im An-

schluss deren intensivere Charakterisierung und weitere Auftrennung mittels HPLC. Fraktion

13 konnte in vier Subfraktionen (13.1-13.4) aufgespalten werden (Abb. 3.22), die im Anschluss

analog zur Vorfraktionierung im Rotationsverdampfer (zum Entfernen des Losungsmittels)

eingeengt und gefriergetrocknet wurden. Fiir den anschlieBenden cAMP-Lumineszenzassay

[465, 474] erfolgte eine Resuspension der einzelnen Subfraktionen in ddH-O, unter Aufrecht-

erhaltung des gleichen Volumens wie vor der Fraktionierung.
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Abbildung 3.22: HPLC-Chromatogramm von Fraktion 13 des vorfraktionierten Uberstandes von Pseudomonas
aeruginosa. Die vertikalen, schwarzen Striche geben die Abgrenzungen der einzelnen Fraktionen
an, die gesammelt wurden. Dabei stehen die Zahlen 13.1 — 13.4 fiir deren jeweilige Bezeichnung.
Als HPLC-Sdule fungierte die Xbridge BEH Amide, 130 A, 10 mm x 250 mm, 5 um mit den Flie-
mitteln 0,1 % Ameisensdure (A) und Acetonitril (B). Die isokratische HPLC wurde mit 78% Ace-
tonitril bei einem Druck von 5 ml/min durchgefiihrt.

Die Analyse der Interaktion zwischen den jeweiligen Fraktionen und Rezeptoren mGluR2,
TAS1R3 und mGluR2/TAS1R3 im Anschluss ergab signifikante Unterschiede sowohl zwischen
der Negativkontrolle, dem Messpuffer, und den einzelnen Subfraktionen, als auch bei Ver-
gleich der relativen Lumineszenzsignale der gesamten Fraktion 13 und ihrer Subfraktionen
(Abb. 3.23). Mit Ausnahme von 13.1 konnten bei allen applizierten Proben sowohl fiir mGluR2
als auch fiir mGluR2/TAS1R3 signifikant geringere Lumineszenzsignale relativ zum Messpuf-
fer beobachtet werden, gekennzeichnet durch Signifikanzsterne in Abb. 3.23, mit erneut je-
weils niedrigeren Signalen fiir das Heterodimer im Vergleich zum Homodimer, wihrend fiir
TAS1R3 bei keiner der getesteten Fraktionen eine Rezeptorinteraktion in Form einer Signalre-

duktion detektiert werden konnte. Dariiber hinaus zeigte die Analyse der Lumineszenzsignale
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der jeweiligen Subfraktionen relativ zur Gesamtfraktion 13 signifikant hohere Werte fiir die
Proben 13.1 und 13.3, wahrend fiir die Subfraktionen 13.4 und insbesondere fiir 13.2 keine sig-
nifikanten Unterschiede zu Fraktion 13 beobachtet werden konnten (dargestellt durch unter-
schiedliche Buchstaben in Abb. 3.23). Insgesamt wies Subfraktion 13.2 mit 43 % fiir mGluR2
bzw. 64 % fiir mGuR2/TAS1R3 den hochsten relativen Signalabfall aller untersuchten Subfrak-
tionen in Bezug auf den Messpuffer auf, der vergleichbar mit den Werten der gesamten Frak-
tion 13 war. Daher wurde diese Fraktion ausgewihlt, um anhand nachfolgender, iiber den Rah-
men der vorliegenden Arbeit hinausgehenden, Analysen mittels NMR dessen Zusammenset-

zung zu identifizieren.
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Abbildung 3.23: Stimulation der jeweiligen Rezeptoren mGluR2, TAS1R3 und mGluR2/TAS1R3 mit einzelnen
HPLC-Subfraktionen von Fraktion 13 des gefilterten P. aeruginosa. Gezeigt sind die Mittelwerte
+ Standardabweichung von n=3 unabhdngigen Experimenten. Die Mock-Kontrolle wurde abge-
zogen und die Daten auf das jeweilige Signal des Messpuffers normalisiert. Die gestrichelte Linie
zeigt das Normalisierungsniveau an. Signifikanzen zwischen Messpuffer und der jeweiligen
Fraktion erfolgte mittels zweiseitigem t-Test: (#+%) p < 0,001; (#*) p < 0,01. Unterschiedliche
Buchstaben geben signifikante Unterschiede zwischen Fraktion 13 und den jeweiligen Subfrakti-
onen an. Dabei beziehen sich Grofbuchstaben auf die Unterschiede in Bezug auf das Heterodi-
mer, Kleinbuchstaben auf das Homodimer mGluR2 (p < 0,05).

ZUSAMMENFASSUNG Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Ansitze
und Screenings mit dem Ziel der Identifizierung potentieller Agonisten spezifisch fiir
mGluR2/TAS1R3 lieferten wichtige Erkenntnisse nicht nur in Bezug auf das Heterodimer, son-

dern gleichermaBen hinsichtlich der einzelnen Rezeptoren mGluR2 und TAS1R3, die eine
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Grundlage fiir weiterfithrende Studien bieten. Mit Hilfe des Screenings proteinogener Amino-
sauren sowohl in der L- als auch in ihrer D-Form konnten D-Leucin und D-Tryptophan als
potentielle Agonisten fiir mGluR2 identifiziert werden, die weiterer Charakterisierung bediir-
fen. Dasselbe gilt fiir die Signalmolekiile PQS und cis-2-Dezensaure von Pseudomonas aerugi-
nosa, die im cAMP-Lumineszenzassay mit TAS1R3 eine konzentrationsabhingige Interaktion
aufzeigten.

Stimulationsexperimente mit 14 verschiedenen bakteriellen Uberstinden lieferten einen ers-
ten, in Bezug auf die Fragestellung relevanten Hinweis iiber einen oder mehrere mégliche A-
gonisten spezifisch fiir das Heterodimer mGluR2/TAS1R3 im Uberstand von Pseudomonas
aeruginosa. Die weiterfiihrende Charakterisierung ergab, dass es sich hierbei um eine oder
mehrere maximal 1 kD grofBe, nichtfliichtige und sehr polare Substanz(en) handeln muss. Wei-
terhin gelang es mit Hilfe der HPLC, den Uberstand zunichst in 20 Fraktionen und die reak-
tivste Fraktion weiter in vier Subfraktionen aufzutrennen und dadurch eine deutliche Eingren-
zung der potentiellen Agonisten zu erzielen. Letztlich konnte eine Subfraktion identifiziert
werden, die die Grundlage fiir weitere, iiber diese Arbeit hinausgehende Analysen, bildet. Da-
bei soll in einem nachsten Schritt die entsprechende Subfraktion mittels NMR auf ihre Zusam-
mensetzung hin untersucht und im Anschluss die entsprechenden Substanzen mit Hilfe des
cAMP-Lumineszenzassays auf ihre Interaktion mit den jeweiligen Rezeptoren hin analysiert
werden, mit dem Ziel, neben Mononatriumglutamat einen weiteren Agonisten zu identifizie-
ren, der im Heterodimer einen Funktionsgewinn gegeniiber mGluR2 aufweist und dariiber

hinaus eine bedeutsame Assoziation mit dem Immunsystem inne hat.
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4 DISKUSSION IV

4.1 GPCRs und ihr Nachweis der Homo- und Heterodimerisierung

Die letzten 30 Jahre Forschung auf dem Gebiet der Klasse C GPCRs haben gezeigt, dass es sich
bei diesen Proteinen um eine Rezeptorfamilie mit hoher physiologischer, pharmakologischer
Relevanz und komplexen Signalmaschinerien handelt, deren Verteilung im menschlichen Kor-
per sowie deren funktionales und hochstdiverses Spektrum bei weitem noch nicht vollstandig
verstanden sind [424]. Technologische Durchbriiche und methodische Verbesserungen auf
Gebieten wie der Rontgenkristallographie, Kryo-Elektronenmikroskopie und strukturellem
Modelling lieferten auf atomarer Ebene aufschlussreiche Strukturen dieser Rezeptoren und
ihrer assoziierten Proteine [424, 539-542] und folglich ein besseres Verstiandnis iiber deren
Aktivierungsprozesse, Effektorproteine, Signalling Pathways und Interaktionspartnern. Dazu
zahlt auch die wachsende Erkenntnis und Akzeptanz iiber die Anwesenheit von oligomeren
GPCRs, welche sich nicht ausschlieBlich auf die Klasse C zu beschrianken scheint, sondern viel-
mehr klasseniibergreifend Gegenstand aktueller Forschungsfragen und —ansitzen ist. Ging
man neben den Rezeptoren der Klasse C zunachst lediglich von dem Potential einiger struktu-
rell wenig verwandter GPCRs zur Bildung von Homodimeren aus, wie dem [3.-adrenergen Re-
zeptor [543-545], dem Adenosin- [546, 547] bzw. Dopamin D2 Rezeptor [548] sowie dem mus-
karinen [549, 550], Glukagon- [551] und §-Opioidrezeptor [552], nimmt heute die Anzahl an
bekannten heterodimeren GPCRs mit einer funktionellen Rolle stetig zu [553]. Neben den be-
kannten Heterodimeren der TAS1R-Familie sind hier beispielhaft Heteromere zwischen Ade-
nosin-und Dopaminrezeptoren [554-559], dem Adenosin (Aza)- und B/B.-adrenergen Rezep-
toren [560], dem Serotoninrezeptor 5-HT.s und mGluR2 [561-563] bzw. dem (A.a)-Rezeptor
und mGluR5 [562] zu nennen.

Aufgrund der Tatsache, dass GPCRs ein wichtiges therapeutisches Ziel zur Behandlung von
insbesondere neurologischen Erkrankungen darstellen [564], ist ein grundlegendes Verstiand-
nis iber deren Interaktionspartnern bzw. deren Heterodimerisierung von entscheidender Be-
deutung. Die kombinatorische Vielfalt der Rezeptorkomplexe bietet ein enormes Potential so-
wohl fiir die Neurowissenschaften als auch die Arzneimittelforschung zur Entwicklung von He-
teromer-spezifischen Medikamenten mit geringeren Nebenwirkungen [553], wie es bereits fiir
das Antipsychotikum Clozapin in Zusammenhang mit dem Dopamin- und Serotonin-Rezeptor
untersucht wurde [565]. Jedoch stellt die kombinatorische Komplexitat der potentiellen Re-
zeptorheterodimere eine groBe Herausforderung sowohl in Bezug auf deren Nachweis und
physiologische bzw. funktionelle Relevanz als auch letztlich hinsichtlich ihrer zugrundeliegen-

den biologischen Mechanismen dar.
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In den vergangenen Jahren wurde eine enorme Anzahl molekularer Methoden zum Nachweis
und Analyse von Rezeptorheterodimerisierungen, insbesondere im heterologen Zellsystem
entwickelt. Die meisten dieser Techniken sind jedoch nicht in der Lage, diese Dimere in endo-
genem Gewebe nachzuweisen. Bis heute fehlen sensitive Instrumente und Methoden, um de-
ren Anwesenheit im korpereigenen Gewebe zu untersuchen und ihr Verhalten unter normalen
und pathologischen Bedingungen zu iiberwachen [566]. Wissenschaftler*innen auf dem Ge-
biet der GPCRs erarbeiteten einen ,neuen konzeptionellen Rahmen fiir Rezeptorheteromere®,
innerhalb dessen sie 3 Kriterien vorschlugen, die zum Nachweis eines Heteromers erfiillt sein
miissen [567]: 1) Die Heteromere miissen in der gleichen Zelle, im gleichen subzelluldren Kom-
partiment co-lokalisiert sein und physisch interagieren; 2) die Heteromere miissen einen ein-
deutigen ,.biochemischen Fingerabdruck® besitzen, der sie von ihren jeweiligen Homomeren
unterscheidet; und 3) eine Trennung des Heteromers fiihrt zu einem Verlust der Interaktion
und des einzigartigen ,biochemischen Fingerabdrucks“. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurde die Forschungsfrage der Heterodimerisierung zwischen zwei Klasse C GPCRs, mGluR2
und TAS1R3, behandelt. Das experimentelle Vorgehen und die Wahl der jeweiligen molekula-
ren Methoden stehen dabei in Einklang mit den oben erwidhnten Kriterien nach Ferré et al.
[567]. Auf diese soll im Folgenden jeweils nidher eingegangen werden sowie auf das Potential

weiterer Methoden und Ansatzpunkte zur Untersuchung des Heterodimers mGluR2/TAS1R3.

1) HETEROMERE MUSSEN IM GLEICHEN SUBZELLULAREN KOMPARTIMENT CO-LOKALI-
SIERT SEIN UND PHYSISCH INTERAGIEREN

Obwohl dieses Kriterium im ersten Moment trivial zu klingen scheint, ist dessen Nachweis,
insbesondere im endogenen Gewebe, alles andere als leicht zu erbringen. So bedarf es einer
Kombination an verschiedenen Techniken und Methoden, um schliissig eine Co-Lokalisation
belegen zu konnen. Heterologe Zellen, die die jeweiligen Rezeptoren mit unterschiedlicher
Epitop-Markierung exprimieren, bieten eine Moglichkeit von Co-Lokalisationsstudien. Ein
Vorteil dieser Methode ist die Verfiigbarkeit von validierten und spezifischen Antikorpern ge-
gen die jeweiligen getaggten Epitope. Anders verhalt es sich in endogenen Zellen und Gewe-
ben: Bis heute steht die Wissenschaft vor dem Problem der geringen Verlasslichkeit und Ver-
fligbarkeit von Antikorpern, spezifisch fiir den jeweiligen zu untersuchenden Rezeptor [568,
569]. Erschwerend kommt hinzu, dass Antikorper hiufig nicht in der Lage sind, geringer ex-
primierte Rezeptoren zu detektieren. Aus diesem Grund miissen Sensitivitdt und Spezifitit in
diesem Kontext beriicksichtig werden [570, 571].

Im Rahmen dieser Studie wurde ein kombinatorischer Ansatz aus RNA- und proteinbasierten
Methoden zum Nachweis der Co-Lokalisation von mGluR2/TAS1R3 gewahlt. Die Daten der
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gPCR lieferten dabei einen ersten wichtigen und in diesem Umfang bisher unbekannten Hin-
weis tliber die Anwesenheit und dem Expressionsmuster aller 8 metabotropen Glutamatrezep-
toren sowie der TAS1R-Familie in zwei unterschiedlichen Blutzelltypen, PMNs und T-Zellen.
Wihrend Malki et al. [222] TAS1R3 bereits als den Rezeptor mit der hochsten Expression in-
nerhalb der TAS1Rs in diesen Zellen identifizieren konnte, bestatigen die hier vorliegenden
Ergebnisse ihren Befund und weisen zusétzlich auf eine hohe Expressionsrate von insbeson-
dere mGluR2 innerhalb der Gruppe der metabotropen Glutamatrezeptoren hin. Interessanter-
weise konnte diese Rate sowohl fiir GRM2 als auch fiir TAS1R3 nach einem 24-stiindigen Sti-
mulus mit MSG, um ein bis zu 2,4-faches erhoht werden. Dabei muss erwidhnt werden, dass
dieser Messwert nach 24 Stunden nur eine Momentaufnahme abbildet und nicht ausgeschlos-
sen werden kann, dass die Genexpressionsniveaus zu einem anderen Zeitpunkt hétte anders
ausfallen konnen. Insgesamt betrachtet unterstreicht die Datenlage der qPCR-Experimente
gleichwohl die Relevanz der beiden Rezeptoren mGluR2 und TAS1R3 in Blutzellen und bildete
in Bezug auf deren mogliche Heterodimerisierung eine Grundlage fiir nachfolgende Co-Loka-
lisationsstudien.

Obwohl eine erh6hte Genexpression nicht automatisch mit einer hohen Proteinkonzentration
gleichzusetzen ist [572], so ist sie durchaus ein Indikator fiir eine wesentliche Relevanz dieser
Gentranskripte im menschlichen Korper. Unter dem Aspekt der Co-Lokalisation wurde in die-
sem Zusammenhang auf Proteinebene eine Immunzytochemie mit spezifischen Antikorpern
gegen mGluR2 bzw. TAS1R3 durchgefiihrt. Die Analyse lieferte den Nachweis der Expression
beider Rezeptorproteine in denselben PMNs und zudem die wichtige und entscheidende Er-
kenntnis einer vollstindigen Uberlagerung der Antikérpersignale beider Rezeptoren — eine
Voraussetzung fiir nachfolgende, weiterfiihrende Co-Lokalisationsstudien. Interessanterweise
scheinen in PMNs jedoch nicht alle Zellen diese Rezeptoren zu exprimieren, unabhéngig ihres
Auftretens in homo- oder heterodimerer Form. Eine Beobachtung, die sich mit aktuellen Stu-
dien deckt, die iiber die Existenz mehrerer Subpopulationen von Neutrophilen sowohl unter
gesunden als auch krankheitsbedingten Bedingungen berichten, deren Funktionen jedoch

noch weitestgehend unbekannt sind [573-578].

Wihrend die Immunzytochemie die Anwesenheit beider GPCRs in derselben Zelle zeigen
konnte, gibt diese Methode allein jedoch keinen Aufschluss iiber deren raumliche Nihe bzw.
eine direkte Interaktion. Um diese Aspekte in den Kontext der Co-Lokalisierung von mGluR2
und TAS1R3 zu integrieren und naher zu beleuchten, kamen der BRET-Assay sowie eine Co-
Immunoprazipitationsstudie zum Einsatz. Die gewihlte Nano-BRET-Methode [495] in trans-
fizierten HEK293-Zellen bestitigte die Ergebnisse aus der Immunzytochemie, indem eine
raumliche Nihe beider Rezeptoren belegt werden konnte, die auf mogliche Protein-Protein-

Interaktionen hindeutet. Diese Annahme manifestierte sich letztlich durch die Resultate der
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Co-Immunoprézipitation in endogenen Zellen, die nicht nur die Anwesenheit beider GPCRs in
PNMs und T-Zellen nachwies, sondern vielmehr deren direkte Interaktion als Proteinkomplex
demonstrierte. Durch die im Vorfeld durchgefiihrte Antikorpervalidierung in transfizierten
NxG-Zellen kann eine Interaktion des mGluR2-Antikorpers mit anderen mGluRs (mit Ein-
schrankung von mGluR3) oder TAS1Rs ausgeschlossen werden. Gleiches gilt fiir den TAS1R3-
Antikorper. Eine unerwiinschte Interaktion der gewahlten Antikorper mit anderen Rezeptoren
auf Blutzellen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Dahl et al. [579] untersuchten in ei-
ner kiirzlich erschienenen Studie die Spezifitit von iiber 400 anti-GPCR Antikorpern auf 215
GPCRs aller Subfamilien. Nur 61 % der Antikérper waren selektiv fiir ihre eigentlichen Targets,
wahrend 11 % zusatzlich an ,,Off-Targets“ und 28 % an gar keine GPCRs banden. Diese Prob-
lematik konnte auch im Rahmen dieser Arbeit beobachtet werden. Es bedurfte der Testung
von 8 unterschiedlichen, kommerziell verfiigharen anti-mGluR2-Antikorpern, bis letzlich ein
spezifischer Antikorper validiert werden konnte, der keine Interaktion mit den anderen getes-
teten Rezeptoren aufwies bzw. eine korrekte BandengroBe zeigte.

Ein entscheidender Punkt, der in diesem Zusammenhang neben der Antikorperspezifitit je-
doch nicht vernachlissigt werden darf und insbesondere bei der Durchfiihrung von Co-IPs be-
achtet werden muss, ist die Fahigkeit der GPCRs zur Kompartimentalisierung in Membran-
Nanodomainen, auch Lipid Rafts genannt. Dabei handelt es sich um dynamische, dicht ge-
packte Membranbereiche mit erhhten Konzentrationen an Glycosphingolipiden und Cho-
lesterol, innerhalb derer GPCRs hiufig zusammen mit ihren Signalproteinen lokalisiert sind
[580-582] und die entscheidende GPCR-Funktionen, wie der Anordnung, Organisation, Sta-
bilitat und dem Signalling besitzen [583]. Auch metabotrope Glutamatrezeptoren scheinen mit
Lipid Rafts assoziiert zu sein [584, 585] und zeigen, wie im Falle von mGluR1, die Anwesenheit
von 6 Cholesterolmolekiilen zwischen den Rezeptorprotomeren auf [11]. Eine unvollstindige
Solubilisierung in Form eines zu milden Lysedetergenz bzw. einer zu geringen Zentrifugati-
onsgeschwindigkeit konnen dazu fiihren, dass diese Nanodoménen wéahrend der Proteinpra-
paration intakt bleiben [586]. So besteht die Gefahr, dass anstelle eines tatsachlichen Protein-
komplexes co-exprimierte GPCRs innerhalb von Lipid Rafts nachgewiesen werden, die in kei-
nem direkten Kontakt zueinanderstehen. Ein bekanntes Beispiel stellt in diesem Zusammen-
hang das Sehpigment Rhodopsin, ein Klasse A GPCR, dar. Aufgrund der hohen Dichte von
Rhodopsin in den Stibchenmembranen von 30 000 — 55 000 Monomeren pro umz [587] ist
bis heute nicht abschliefend geklart, in welcher Form dieses Molekiil funktional im Korper
interagiert. Bekannt ist, dass es als Oligomer in Reihen von Dimeren in der Membran vorliegt
und Nanodomainen bildet [587-591]. Jedoch herrscht nach wie vor Unklarheit {iber die funkti-
onelle Rolle dieser Dimerisierung, da in biochemischen Assay sowohl die monomere als auch
dimere Form des Proteins eine vollstindige Signaltransduktion aufweist [592, 593].

Um eine vollstandige Solubilisierung der Proteine zu gewéhrleisten, wurde im Rahmen der
115



DISKUSSION

vorliegenden Arbeit bei Durchfiihrung der Co-IP der RIPA-Puffer als Lysis-Detergenz verwen-
det. Dabei handelt es sich um ein, im Vergleich zu anderen giangigen Puffern wie Triton-X oder
NP-4o0, starkes Reagenz, das auch Kernmembrane zerstoren kann. Zudem erfolgte die Zentri-
fugation bei 12 000 g, fiir PMNs zusétzlich bei 15 000 g nach Hall et al. [459], Geschwindig-
keiten, die beide weit iiber der g-Zahl der Herstellerangaben des Dynabeads™ Co-Immuno-
prazipitationskits lagen und signifikante Banden der erwarteten GréBe von ~100 kDa erbrach-
ten.

Zusammenfassend lieferte die gezielte Wahl an vielfaltigen molekularbiologischen Methoden
mit unterschiedlichen Prinzipien in der vorliegenden Arbeit entscheidende Argumente fiir die
Annahme einer Co-Lokalisation von mGluR2 und TAS1R3 sowohl in heterologen als auch en-
dogenen Zellen und legt zudem wesentliche Hinweise auf eine direkte Protein-Protein-Inter-
aktion sowie dem Vorliegen beider Rezeptoren als Proteinkomplex in den untersuchten Blut-
zellen dar. Weitere Methoden, die neben den hier verwendeten zum Nachweis von Protein-
Protein-Interaktionen in Verbindung mit GPCRs herangezogen werden konnen, sind unter an-
derem die zeitlich aufgeloste FRET (trFRET) (Forster-Resonanzenergietransfer), die in-situ
RNA-Hybridisierung oder der LBD-complementation Assay. Die tfFRET erfolgt nach einem
dhnlichen Prinzip wie der in dieser Arbeit verwendete BRET-Assay, mit dem Unterschied, dass
die raumliche Nihe von Proteinen hier in Form von Fluoreszenz und nicht mittels Biolumines-
zenz gemessen wird. Fiir ein verbessertes Signal-Rausch-Verhiltnis verwendet diese Methode
Fluorophore mit langer Fluoreszenzlebensdauer und wird haufig in high-throughput Scree-
nings eingesetzt [594, 595]. Zudem diente die tfFRET bereits mitunter zum Nachweis der He-
terodimerisierung von mGluRs [430, 435, 437].

Fiir den Nachweis eines mGluR2/mGIluR3 Heterodimers verwendeten Lee et al. [443] neben
der Co-IP die FISH (Fluoreszenz in-situ-Hybridisierung) an Gehirnschnitten von Mausen. Da-
bei kamen fluoreszenz-markierte RNA-Sonden, spezifisch gegen GRM2 bzw. GRM3 zum Ein-
satz. Diese zeigten ein liberlappendes Signal beider Fluorophore, dhnlich der Immunzytoche-
mie in der vorliegenden Arbeit, die jedoch auf dem Fluoreszenzsignal spezifischer Antikorper
basiert.

Einen neuen Ansatz zum Nachweis von Dimerisierungen innerhalb von Klasse C GPCRs lie-
ferte dieselbe Arbeitsgruppe in Form des LBD-Komplementationsassays [443]. Kristallstruk-
turen von mGluRs zeigten einen nach Bindung von Glutamat verringerten Abstand zwischen
den C-Termini der LBD dieser Rezeptoren und daraus folgernd, dass hauptsachlich diese Do-
manen fiir die Dimerisierung verantwortlich zu sein scheinen [116, 123]. Basierend auf dieser
Erkenntnis entwickelten Lee et al. [443] einen dreifarbigen Fluoreszenzassay (Abb. 4.1). Das
Prinzip beruht auf der Co-Expression der N-terminal markierten LBD eines mGluRs (,,SNAP-
mGluRy-LBD“) mit einem weiteren C-terminal GFP-markierten mGluR (,,mGluRx-GFP%). Zu-
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nichst werden die Zellen dabei mit einem Membran-impermeablen Alexa-647 Fluorophor in-
kubiert, der SNAP-mGluRy-LBD sowohl in ungebundener Form als auch im Heterodimer mit
mGluRx-GFP an der Zelloberflaiche markiert. In einem zweiten Schritt erfolgt die Inkubation
mit einem Membran-permeablen Fluorophor, BG-TMR, der intrazellulaires SNAP-mGluRy-
LBD kennzeichnet. Das abschlieBende Waschen der Zellen entfernt ungebundene SNAP-
mGluRy-LBDs und die Intensitit der Alexa647-Fluoreszenz kann als MaB fiir die Effizienz der
Bindung von SNAP-mGluRy-LBD durch mGluRx-GFP verwendet werden. Die Fluoreszenzen
von TMR und GFP dienen zur Kalibrierung der Expression unter verschiedenen Bedingungen
[443]. Diese Methode lieferte in der Studie die Mdoglichkeit zur Bestimmung der relativen
Homo- und Heterodimer-Anteile von mGluRs der Gruppen I, IT und III. Es muss jedoch be-
riicksichtigt werden, dass das Dimerisierungssignal in diesem Assay ausschlieflich auf Wech-
selwirkungen auf der LBD-Ebene beruht und zuséatzlich von der Bildung einer Disulfid-Bin-
dung zwischen beiden Rezeptorprotomeren abhingig ist.

Sowohl der tf-FRET, die FISH und Methoden der Bioinformatik (molecular modelling) als
auch dieser Assay bilden weitere Ansatzpunkte zur Identifizierung von Protein-Proteininter-
aktionen. Jedoch bedarf es einer systematischen Planung und Selektion von unterschiedlichen
Methoden um bestenfalls sowohl in silico, als auch in heterologen und endogenen Zellen eine

Co-Lokalisation und Interaktion der Rezeptoren nachweisen zu konnen.

aal . . &l " >
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mGluRy-LBD \ ,I‘ & \ I- &
i O + Alexa-647 & 12 Waschen +TMR e
: e — . Y - — = &Y A
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Abbildung 4.1: LBD-Komplementationsassay als Methode zur Detektion der Dimerisierung von GPCRs der
Klasse C. Abbildung verdndert nach Lee et al. (2020) [443].

2) HETEROMERE MUSSEN EINEN EINDEUTIGEN ,BIOCHEMISCHEN FINGERABDRUCK* BE-
SITZEN, DER SIE VON IHREN JEWEILIGEN HOMOMEREN UNTERSCHEIDET.

Eine Co-Lokalisation bzw. der Nachweis einer Protein-Proteininteraktion liefert zwar einen
ersten Anhaltspunkt fiir eine Rezeptorheterodimerisierung, dieses Kriterium alleine ist jedoch
nicht ausreichend, um eine Funktionalitat in Form eines ,biochemischen Fingerabdrucks®
nachzuweisen. Vielmehr benotigt es die fundierte Analyse des potentiellen Heteromers hin-
sichtlich dessen Ligandenbindung, Signaltransduktion und biochemischer Signalkaskaden
bzw. Trafficking, um eindeutige heteromerspezifische Eigenschaften aufzeigen zu konnen
[567, 596]. So belegten beispielsweise BRET, Co-IP [597, 5908] und in-situ-Hybridisierungsex-

perimente [599] die Fihigkeit von Bitterrezeptoren zur Oligomerisierung [597, 598] bzw. der
117



DISKUSSION

Co-Expression von 4-11 TAS2Rs in humanen Zungenpapillen [599], ein funktioneller Nach-
weis bzw. vorteilhafter Effekt der Oligomere im Vergleich zu ihren entsprechenden Monome-
ren konnte jedoch bisher nicht erbracht werden [597]. Ahnliches gilt fiir das beschriebene Rho-
dopsin-Molekiil [592, 593] wie auch fiir einige der bereits identifizierten Heterodimere inner-
halb der Familie der metabotropen Glutamatrezeptoren [430, 437].

In der vorliegenden Arbeit wurde ein kombinatorischer Ansatz gewahlt, bestehend aus Metho-
den sowohl zur Identifizierung von heteromer-spezifischen Trafficking- als auch Signalling-
Eigenschaften in heterologen und endogenen Zellen (PMNs). Die Oberflichenexpressionsana-
lyse in transfizierten HEK-293 Zellen ergab eine im Vergleich zum Homodimer mGluR2 sig-
nifikante Erhohung des relativen Alexa Fluor® 488 Fluoreszenzsignal von mGluR2/TAS1R3
und folglich eine hohere Oberflachenexpression. TAS1R3 scheint im Heterodimer die Lokali-
sierung von mGluR2 an die Zelloberflache zu erleichtern — ein Verhalten, das bereits fiir den
Typ 1 Cannabinoidrezeptor (CB1R) im Heterodimer mit dem &-Opioidrezeptor (8OR) gezeigt
werden konnte [600]. Die Tatsache, dass Dimerisierungen von Rezeptorhomomeren in erster
Linie dem funktionellen GPCR-Signalling zu dienen scheinen, schlieBt jedoch eine mogliche
Relevanz des Zusammenschlusses von Protomeren fiir andere Zwecke der GPCR-Biologie
nicht aus [601]. Mehrere Studien berichten von einer konstitutiven, Rezeptoraktivierung-un-
abhingigen Dimerisierung einiger GPCRs [602-607], die friih im Biosyntheseprozess, hochst-
wahrscheinlich im endoplasmatischen Retikulum (ER) stattfindet [586, 601, 603, 608, 609]
und auf eine weitere Rolle der Rezeptordimerisierung hindeuten konnte. Befunde bekannter
Heterodimere verstarken diese Annahme: So scheint die friihe Heterodimerisierung der GA-
BAg-Rezeptoruntereinheiten, GABAg, und GABAg,, wihrend der Biosynthese einen wesentli-
chen Schritt fiir die Zelloberflachenexpression des Rezeptors darzustellen. Die Interaktion der
C-terminalen Coiled-Coil a-Helices beider Untereinheiten maskiert das ER-Retentionssignal
von GABAg, und erméglicht auf diese Weise einen Export des funktionellen Heterodimers an
die Plasmamembran [610, 611]. Ahnliche Mechanismen konnten auch fiir den Siifirezeptor
TAS1R2/TAS1R3 [612] und die a,p- und a,z-Adrenorezeptoren [613] gezeigt werden, was da-
rauf hindeutet, dass diese Art und Funktion der Dimerisierung eine haufigere Methode dar-

stellen konnte, als bisher angenommen.

Neben einer erhohten Oberflachenexpression des Heterodimers im Vergleich zu mGluR2
konnte mit Hilfe des im Rahmen dieser Arbeit etablierten funktionalen cAMP-Lumineszenzas-
says ein weiterer ,biochemischer Fingerabdruck® von mGluR2/TAS1R3 identifiziert werden,
der auf einer verbesserten, rezeptorvermittelten, intrazellularen Signalgebung beruht. Kon-
zentrationswirkungsbeziehungen in transfizierten HEK-293 Zellen mit MSG ergaben einen he-
teromerabhéngigen MSG-induzierten Funktionsgewinn in Form eines verringerten Forskolin-

aktivierten cAMP-Signals und folglich einen signifikant geringeren IC;,-Wert von
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mGluR2/TAS1R3 im Vergleich zum Homodimer mGluR2. Interessanterweise konnte eine Ver-
ringerung der Potenz gegeniiber MSG ausschlieBlich bei Interaktion von mGluR2 mit TAS1R3
beobachtet werden, wiahrend TAS1R1 bzw. TAS1R2 im Heteromer mit mGluR2 keine signifi-
kanten Unterschiede der IC;,-Werte zwischen Homo-und Heterodimer aufwiesen. Dieser Be-
fund lasst auf eine mGluR2/TAS1R3-spezifische Interaktion beider Rezeptoren schlieBen, die
die Annahme einer méglichen Heterodimerisierung, auch unter Beriicksichtigung der bereits
dargestellten Ergebnisse aus Co-Lokalisations- und Trafficking-Experimenten, bekraftigen.
Die Beobachtung, dass ein Rezeptorprotomer zu einer verringerten Potenz eines Agonisten fiir
die Aktivierung eines Heteromers fiihren kann, ist ein wesentliches Charakteristikum fiir die
Identifizierung von G-Protein gekoppelten Rezeptorheteromeren [596] und diente beispiels-
weise fiir die Heterodimere CB1R/80R [600], ORL1 (engl. opioid receptor like-1 receptor)/p-
Opioidrezeptor [614] und mGluR2/mGluR?7 [435] mit fiir deren Nachweis.

Grundsatzlich stellt sich in diesem Zusammenhang die Frage, welchen Beitrag TAS1R3 im He-
terodimer mit mGluR2 leistet. Sind beide Protomere zu gleichen Teilen am Signalling beteiligt
und welches G-Protein ist im Rezeptordimer hauptsichlich fiir die Signaltransduktionsmecha-
nismen verantwortlich? Studien von heterodimeren mGluRs weisen darauf hin, dass sich der
Beitrag der einzelnen Rezeptoruntereinheiten in den jeweiligen Heteromeren in Abhingigkeit
von den jeweiligen Rezeptorkombinationen hinsichtlich der Ligandenbindung als auch der da-
raus resultierenden Transduktionsmechanismen durchaus unterscheiden kann. So konnten
Werthmann et al. [442] mittels funktionalen Komplementationsassays im Heterodimer
mGluR1/mGluRj5 eine symmetrische Signaltransduktion aufzeigen, die auf einer gleichwerti-
gen Beteiligung beider Protomere an der G-Proteinaktivierung beruht. Im Gegensatz dazu de-
monstrierten Mutationsstudien von Liu et al. [441], dass im Heterodimer mGluR2/mGluR4
ausschlieBlich die Transmembrandoméne (TMD) von mGluR4 das G-Protein (G,) aktiviert,
obwohl mGluR2 seine Funktion der G-Protein-Aktivierung nicht verloren hat. Dabei scheint
sich dieses Phanomen nicht ausschlieBlich auf diese Rezeptorkombination zu begrenzen, son-
dern vielmehr fiir alle Heterodimere bestehend aus Untereinheiten der Gruppen III und
mGluR2 giiltig zu sein [441]. Ein dhnlicher Transduktionsmechanismus wird in der Literatur
fiir den SiiB- und Umamirezeptor beschrieben — in beiden Fillen sind ausschlieBlich die TMDs
von TAS1R1 bzw. TAS1R2 und nicht TAS1R3 fiir die Aktivierung des G-Proteins verantwortlich
[615, 616]. Trotzdem scheint diese Untereinheit einen entscheidenden Beitrag in den jeweili-
gen Rezeptorheterodimeren zu leisten, da die Abwesenheit von TAS1R3 in knock-out Mausen
mit einer verringerten Antwort auf SiiB- bzw. Umamistimuli einherzugehen scheint [182].
Ein dhnliches Verhalten von TAS1R3 konnte auch im Heterodimer mit mGluR2 gelten. Die
Konzentrationswirkungsbeziehungen ergaben ein in Anwesenheit von TAS1R3 potenteres Re-
zeptorkonstrukt. Jedoch konnte auch fiir das Homodimer mGluR2 alleine ein funktionales Sig-

nalling beobachtet werden, wenn auch mit einem signifikant hoherem ICs,-Wert, was fiir eine
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G-Proteinaktivierung und Ligandenbindung via mGluR2 spricht. Eine alleinige Reaktion von
TAS1R3 auf MSG blieb erwartungsgemal aus. Die Aminosaure bindet bekanntermafBen im
Umamirezeptor in der Venus Fly Trap Doméne des TAS1R1-Protomers, nicht aber an TAS1R3
[181, 617], sodass der TAS1R3 Rezeptor alleine nicht den kanonischen Signalweg aktivieren

kann.

So ist es moglich, dass TAS1R3 im Heteromer mGluR2/TAS1R3 in erster Linie nicht fiir dessen
Funktionalitat verantwortlich ist, sondern vielmehr als Chaperonprotein die korrekte Faltung
und effiziente zellulare Translokation des Dimers zur Zelloberfldche erleichtert, wie in der
Oberflachenexpressionsanalyse gezeigt werden konnte. Weitere Analysen, bspw. in Form von
Mutations- oder Modellingstudien sind notwendig, um die funktionelle Rolle von TAS1R3 im
Heterodimer mit mGluR2 vollstiandig aufklaren zu konnen.

Entsprechendes gilt fiir die Identifizierung des fiir die Signaltransduktion verantwortlichen G-
Proteins. Die Ergebnisse des cAMP-Lumineszenzassays im heterologen Zellsystem lieferten in
diesem Zusammenhang erste Hinweise: Interessanterweise konnte mit allen getesteten Ga-
Untereinheiten ein signifikant potenteres Rezeptorkonstrukt bei Co-Expression von TAS1R3
im Vergleich zum Homodimer mGluR2 erhalten werden. Die deutlich geringeren IC;,-Werte
gegeniiber den anderen getesteten Gq-Proteinen sprechen fiir eine mogliche Beteiligung von
Guis, einem Gi-Protein, das bekanntermaBen mit mGluR2 interagiert [618] und dessen M6g-
lichkeit zur Kopplung zudem mit dem SiiB-und Umamirezeptor nachgewiesen werden konnte
[619]. Es bieten sich jedoch weitere Experimente wie bspw. der GTPyS-Bindungsassay [620]
an, um gezielt in endogenen Blutzellen das physiologisch relevante G-Protein identifizieren zu

konnen.

3) DIE TRENNUNG DES HETEROMERS FUHRT ZU EINEM VERLUST DER INTERAKTION UND
DES EINZIGARTIGEN ,,BIOCHEMISCHEN FINGERABDRUCKS*

Die beschriebenen Ergebnisse der Oberflachenexpression und cAMP-Lumineszenzmessungen
lieferten konkrete Nachweise eines heterodimer-spezifischen ,biochemischen Fingerab-
drucks®, einen direkten Bezug zum physiologisch relevanten Milieu der endogenen Zellen leg-
ten letztendlich jedoch die Daten aus ELISA- und Ca2*-Experimenten isolierter PMNs dar.
Nach Ferré et al. [567] fiihrt eine Trennung des Heteromers zu einem Verlust der Interaktion
und dieses ,,biochemischen Fingerabdrucks“. Obwohl das Homodimer TAS1R3 im cAMP-Lu-
mineszenzassay alleine keine Antwort gegeniiber MSG in Form einer Konzentrations-Wir-
kungsbeziehung aufzeigte, scheint der TAS1R3-spezifische Antagonist Lactisol in der Lage zu
sein, die durch MSG vereinfachte fMLF-induzierte IL-8 Sekretion in Neutrophilen zu hemmen.

Dies konnte zum einen auf eine blockierende Funktion von Lactisol iiber die Untereinheit von
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TAS1R3 im mGluR2/TAS1R3 Heterodimer hindeuten und indiziert zugleich, dass das Homo-
dimer mGluR2 fiir den beobachteten Anstieg der MSG-abhangigen fMLF-bedingten IL-8 Sek-
retion alleine nicht verantwortlich zu sein scheint. Gleichzeitig blockiert der rezeptorspezifi-
sche mGluR2 Antagonist 1 in gleichem MaBe die MSG-begiinstigte fMLF-induzierte IL-8 Sek-
retion, die eine potentielle Beteiligung des Umami-Rezeptors TAS1R1/TAS1R3 in diesem Zu-
sammenhang unwahrscheinlich erscheinen lisst, zumal ein rekombinanter Umamirezeptor
fiir dessen Aktivierung Glutamatkonzentrationen von weit {iber 50 uM im millimolaren Be-
reich benétigt [163]. Vielmehr konnte basierend auf diesen Beobachtungen ein Heterodimer
aus mGluR2 und TAS1R3 die oben beschriebene erhohte IL-8 Sekretion in MSG vorstimulier-
ten PMNs vermitteln.

Bereits Ende der 9oer Jahre berichteten Kuhns et al. [502] von einer kalziumabhéngigen Bil-
dung und Freisetzung von IL-8 in humanen Neutrophilen. Die Tatsache, dass sowohl MSG als
auch der mGluR2-spezifische Agonist LY379268 in isolierten PMNs eine erhohte intrazellulare
Caz*-Fluoreszenz induzierte, die fiir beide Substanzen durch den mGluR2 Antagonisten 1 ge-
hemmt werden konnte, spricht fiir eine vorwiegende Beteiligung von mGluR2 in Bezug auf die
MSG-abhingige fMLF-bedingte IL-8 Sekretion. Diese Hypothese deckt sich mit den Ergebnis-
sen und der Analyse der cAMP-Lumineszenzmessungen, die bereits in erster Linie den meta-
botropen Glutamatrezeptor als Hauptakteur fiir das funktionelle Signalling in Antwort auf
MSG identifizierten. Trotz des Einsatzes rezeptorspezifischer Agonisten und Antagonisten
kann jedoch die Anwesenheit und Beteiligung anderer mGluR-Homo-/Heterodimere bzw.
mGluR/TAS1R3-Heteromeren nicht ausgeschlossen werden, sodass weitere Studien beispiels-
weise mit siRNA-gesteuerten, rezeptorspezifischen Knockdown-Experimenten notwendig
sind, um sowohl die funktionelle Rolle des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 als auch die Bei-
trage der einzelnen Untereinheiten vollstindig aufkldren zu konnen.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse fiir eine in Abhangigkeit von mGluR2/TAS1R3 vermittel-
ten MSG-begiinstigte fMLF-induzierte IL-8 Sekretion, die jedoch auf einem Zusammenspiel
der Signalwege zwischen dem Heterodimer und dem durch fMLF aktivierten FPR1-Rezeptor
zu basieren scheinen. Die gegenseitige Modulation der Signalwege unterschiedlicher GPCRs,
die heterologe Sensibilisierung sowie ein vereinfachtes fMLF/FPR1-induziertes Kalzium-Sig-
nalling sind bekannte Mechanismen von Neutrophilen [228, 621-623] und kénnten auch ein
kausales Wirkungsprinzip der im Rahmen dieser Arbeit beobachteten erhohten MSG-abhén-
gigen IL-8 Sekretion bedeuten. Daraus lasst sich die Annahme ableiten, dass die Anwesenheit
von MSG bzw. eines anderen endogenen Stimulus/Metaboliten gemeinsam mit DAMPs (engl.
Damage-associated molecular pattern) oder PAMPs (engl. Pathogen-associated molecular pat-
terns) wie bspw. fMLF im Allgemeinen zu einer erleichterten oder zumindest modulierenden

zelluldren Immunreaktion fithren konnte. In einer Studie mit Neutrophilen konnten Mol et al.
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[624] nachweisen, dass tatsdchlich eine doppelte Stimulation zweier unterschiedlicher Rezep-
toren notwendig ist, um eine optimale neutrophile Degranulation, Zytokinfreisetzung, ROS-
Produktion und extrazellulire Vesikelfreisetzung zu induzieren. Aufgrund der Beobachtung
einer durch TAS1R3 vereinfachten bzw. verbesserten Oberflachenexpression von mGluR2 und
der Tatsache, dass mGluR2, nicht aber mGluR3, weder eine schnelle glutamatinduzierte, GRK-
vermittelte Desensitisierung noch eine Arrestin-vermittelte Internalisierung aufweist [625,
626] konnte das Heterodimer auf Leukozyten als konstitutiver, molekularer Sensor fungieren,
um endogene bzw. mikrobielle Bestandteile oder Metaboliten im Blutkreislauf bzw. in Gren-
zepithelien, wie den Peyer’s patches, zu erkennen und ggf. zu reagieren [474]. Einen Anhalts-
punkt dafiir liefern die Ergebnisse des cAMP-Lumineszenzassays, die eine Interaktion des He-
terodimers mit bakteriellen Uberstinden, insbesondere von Pseudomonas aeruginosa auf-

zeigten. Auf diesen Zusammenhang wird im nachfolgenden Kapitel eingegangen.

Eine (i) Co-Lokalisation bzw. physikalische Interaktion, (ii) das Aufweisen eindeutiger hetero-
merer Eigenschaften, die sie von ihren Protomeren unterscheidet und (iii) veranderte Charak-
teristika des Rezeptors nach Hemmung bzw. Trennung der jeweiligen Homomere. Diese drei
Kriterien miissen nach Ferré et al. [567] erfiillt sein, um von einem Nachweis eines Heterodi-
mers sprechen zu kénnen [596]. Zwei der drei zu fordernden Heteromereigenschaften konnten
fiir mGluR2/TAS1R3 dargestellt werden: Die Umsetzung eines multimethodischen Ansatzes
bestehend sowohl aus RNA- als auch protein- und funktionsbasierten Techniken in heterolo-
gen HEK-293 Zellen sowie in endogenen humanen Blutleukozyten lieferte eindeutige Argu-
mente fiir die Anwesenheit des Heterodimers mGluR2/TAS1R3. Die Co-IP zusammen mit der
Immunhistochemie und dem BRET-Assay wiesen plausibel die Co-Expression beider Proto-
mere in humanen PMNs nach und konnten zudem deren Interaktion bestatigen. Weiterhin
lieferten die Oberflichenexpressionsanalyse und der im Rahmen dieser Arbeit etablierte
cAMP-Lumineszenzassay eindeutige heteromerspezifische Signalling- und Trafficking- Eigen-
schaften in Form einer verbesserten Oberflichenexpression und verbesserten Potenz — eines
geringeren 1Cs;o-Wertes. Mit Hilfe rezeptorspezifischer Agonisten und Antagonisten gelang es
letztlich in frisch isolierten humanen PMNs sowohl mit Lactisol als auch dem mGluR2 Anta-
gonist 1 die erhohte MSG-bedingte fMLF-induzierte IL-8 Sekretion auf dasselbe Level der un-
stimulierten Zellen zu inhibieren, was fiir einen Beitrag beider Rezeptoren in diesem Zusam-
menhang spricht. Zudem zeigten humane PMNs bei Stimulation mit dem mGluR2-spezifi-
schen Agonisten LY379268 sowohl hinsichtlich ihrer IL-8 Sekretion als auch in Ca2+-Messun-
gen im Vergleich zum MSG keinen signifikanten Unterschied, was ein Anhaltspunkt fiir eine
Beteiligung von hauptsachlich mGluR2 und keinem anderen metabotropen Glutamatrezepto-
ren zu sein scheint. Es bedarf jedoch weiterer experimenteller Ansatze, um letztlich die Funk-

tion des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 in humanen Blutleukozyten vollstindig aufklaren zu

122



DISKUSSION

konnen. Abbildung 4.2 liefert in diesem Zusammenhang einen detaillierten Uberblick der drei
diskutierten Kriterien und gibt zudem mogliche experimentelle Ansatzpunkte, die zusatzlich
zu den im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden durchgefiihrt werden

konnten.
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Abbildung 4.2: Drei Kriterien und thre jeweiligen Ansctze zum Nachweis einer Heterodimerisierung von GPCRs.
Die mit einem * markierten experimentellen Ansdtze wurden im Rahmen dieser Arbeit zur Iden-
tifizierung und Charakterisierung des Heterodimers mGIluR2/TAS1R3 herangezogen. Abbildung
modifiziert nach Gomes et al. (2015) [596].
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4.2 Identifizierung potentieller Agonisten fiir das Heterodimer mGluR2/TAS1R3
4.2.1 Mononatriumglutamat

Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten lieferten die Grundlage fiir den Nachweis des
Heterodimers mGluR2/TAS1R3 in humanen Blutleukozyten. Im Zusammenhang mit dessen
funktioneller Analyse stellt sich demgemaB die Frage nach moglichen potentiellen Agonisten.
Basierend auf ihren bekannten Wirkungen als metabotrope Glutamatrezeptoren bzw. als Teil
des Umami-Rezeptors teilen sich mGluR2 und TAS1R3 den gleichen Agonisten, den Neuro-
transmitter und die Aminosaure L-Glutamat. Insbesondere der cAMP-Lumineszenzassay in
HEK-293 Zellen zeigte in Antwort auf MSG ein gegeniiber dem mGluR2-Dimer potenteres Re-
zeptorkonstrukt auf, dessen potentielle Funktion im Heterodimer unter Beriicksichtigung der
bedeutenden Relevanz von Glutamat fiir das Immunsystem nicht unbeachtet gelassen werden

sollte.
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Nicht zuletzt der Nachweis einer spezifischen Bindung von Glutamat an humane Blutlympho-
zyten [409] und die Anwesenheit von ionotropen und metabotropen Glutamatrezeptoren [229,
231, 233, 368, 404, 410-412] fithrten zu der Erkenntnis einer zusétzlichen funktionalen Rolle
der Aminosaure, die weit iiber deren Funktion als bekannter Neurotransmitter oder Vorlaufer
fiir die Proteinsynthese hinaus geht. So scheint Glutamat eine Art Schliisselrolle fiir den Cross-
Talk zwischen dem Nervensystem (als zentraler Neurotransmitter) und dem Immunsystem
(als extrazellularer Signalvermittler) einzunehmen [388]. Studienergebnisse legen nahe, dass
sowohl der Aktivierungszustand von Immunzellen als auch die vorwiegende Expression ver-
schiedener GluR-Subtypen auf diesen Zellen abhingig von den jeweils vorherrschenden Glu-
tamatkonzentrationen sind [229, 408, 627]. Dies deutet auf einen prizisen Regulationsmecha-
nismus der Leukozytenfunktionen hin, der moglicherweise durch Glutamat gesteuert und kon-
trolliert wird [388].

Tatsdchlich scheint die Aminosaure in Abhéangigkeit ihrer Konzentration verschiedene Eigen-
schaften und Funktionen von T-Zellen sowohl aktivieren als auch unterdriicken zu kénnen:
Physiologisch geringe Glutamatkonzentrationen (~109-10% M) induzieren in naiven T-Zellen
iiber den ionotropen Glutamatrezeptor 3 (iGluR3) die Adhésion an Fibronektin und Laminin,
zwei Glykoproteine der extrazellularen Matrix [628], welche unter physiologischen und patho-
logischen Bedingungen fiir die Migration und die Ansiedlung von T-Zellen in Geweben essen-
tiell notwendig ist [488]. In physiologischen mikromolaren Konzentrationen (~105 M) agiert
Glutamat auf aktivierten T-Zellen iiber die dort verstarkt exprimierten mGluRs 1+5 [229, 627]
sowie iGluRs [233]. In Folge der Antigen-Bindung verlieren die Zellen durch enzymatische
Abspaltung mittels Granzym B die iGluR3-vermittlete Adhision an die extrazellulire Matrix
und folglich die ihre pro-migratorischen Funktionen [629], da in ihrem aktivierten Zustand in
erster Linie eine in Antwort auf die Antigen-Bindung erhohte Zellproliferation im Vordergrund
steht. Diese wird zum einen durch einen intrazelluldren Ca2+-Anstieg vermittelt, der durch die
Ca2+ Freisetzung aus dem ER und der Aktivierung von CRAC-Kanilen (engl. calcium release-
activated Ca2+ channels) [630] sowie spannungsabhingigen K+-Kanilen (Kv1.3 Kanile) er-
folgt, welche durch Glutamat via iGluRs und mGluRs der Gruppen I und II reguliert werden
[229, 233, 412]. Weiterhin fordert Glutamat in diesen physiologischen Konzentrationen die
Zellproliferation, indem es iiber mGluR1 T-Zellen vor dem apoptotischen AICD (engl. activa-
tion induced cell death) schiitzt [232].

Erhohte Glutamatkonzentrationen (~10-3 M) sind ein Anzeichen fiir pathologische Verande-
rungen [130]. So scheinen Entziindungen mit einem Anstieg der Glutamatkonzentrationen as-
soziiert zu sein und auch im Wundwasser sind groe Mengen der Aminosaure zu finden [418].
Zudem konnten mehrere Studien fiir eine Vielzahl an Erkrankungen, die mit Entziindungen
einhergehen, erhohte periphere Glutamatkonzentrationen diagnostizieren [130], darunter die

akute und chronische myeloische Leukdmie [631, 632], Arthritis [633, 634], Krebs [385, 635,
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636] und HIV [386, 387], die moglicherweise mit einer Beteiligung von metabotropen Gluta-
matrezeptoren in Zusammenhang stehen konnten [637-640]. In T-Zellen scheinen millimo-
lare Konzentrationen von Glutamat eine via mGluR5 verringerte Proliferation bzw. iiber
mGluR1 und iGluRs eine erhohte Zytokinsekretion zu bewirken, durch deren Interaktion eine
Ausbreitung aktivierter Zellen zur Bekdmpfung der Krankheit kontrolliert werden konnte
[408].

Obwohl die meisten Studien den Einfluss von Glutamat bzw. dessen Rezeptoren auf T-Zellen
unter physiologischen und pathologischen Bedingungen untersuchen, gibt es erste Hinweise
iiber die Funktion der Aminosdure in Zusammenhang mit PMNs. So scheinen aktivierte
Neutrophile Glutamat zu sekretieren und iiber mGluR1, 4 und 5 wahrend Verletzungen bzw.
Entziindungen die endotheliale Zellpermeabilitdat zu modulieren [420]. Dabei fungiert das frei-
gesetzte Glutamat moglicherweise als Chemoattraktant fiir die Rekrutierung weiterer PMNs
und neben der Induktion der Aktin-Zytoskelettpolarisierung die transendotheliale Neutrophi-
lenmigration mit zu regulieren [418, 419]. Diese Annahme deckt sich mit den Ergebnissen ei-
ner kiirzlich veroffentlichten Studie, die eine Glutamat-induzierte Glutamatfreisetzung fiir mo-
lekulare Signaliibertragungen zwischen Neutrophilen und deren Verhaltensregulationen,
bspw. dem ,Swarming’, identifizieren konnte [641].

In Bezug auf die Ergebnisse des cAMP-Lumineszenzassays scheint das Heterodimer
mGluR2/TAS1R3 insbesondere bei niedrigen mikromolaren MSG-Konzentrationen von
1-10 uM zu einem signifikant potenteren Rezeptorkonstrukt im Vergleich zum mGluR2-Ho-
modimer zu fithren. Dieser Bereich steht in Einklang mit der optimalen Konzentration von
8 uM, die fiir PMNs ideale Bedingungen fiir die Chemotaxis und Zytoskelettpolarisierung bie-
tet [419]. Zudem scheinen diese Glutamatniveaus in T-Zellen fiir ein verlidngertes Uberleben
durch die Inhibition des AICD und gleichzeitig fiir die Zellproliferation mit verantwortlich zu
sein [130]. Chemotaxis, Zellpolarisierungen und-proliferationen in Antwort auf exogene und
endogene Stimuli sind Prozesse, die eine strenge Kontrolle und sensible Regulation bediirfen.
Moglicherweise ist das Heterodimer bei diesen zelluldren Vorgiangen als sensitives Rezeptor-
konstrukt mit fiir deren prizise Steuerung verantwortlich, um kleinste Anderungen der Gluta-
matkonzentrationen im Immunsystem wahrnehmen und regulieren zu kénnen. Insbesondere
im Darm steht das Immunsystem vor der Herausforderung, den Korper einerseits vor schad-
lichen Darmpathogenen zu schiitzen und gleichzeitig eine Uberempfindlichkeitsreaktion auf
hohe Glutamatkonzentrationen aus der Nahrung [642] und kommensalen Darmbakterien
[643] zu verhindern [388, 644]. Ein moglicher Beitrag des Heterodimers ist in diesem Zusam-
menhang durchaus denkbar.

Grundsatzlich lasst sich die aus heterologen Zellen gewonnene Datenlage nicht spiegelbildlich
auf endogene PMNs und T-Zellen iibertragen. Gleichwohl sprechen die Ergebnisse aus der

gPCR und den ELISAs fiir einen in Abhéngigkeit von mikromolarem MSG bedingten Effekt in
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Form einer erhohten Genexpression von GRM2 und TAS1R3 sowie eines Anstiegs der fMLF-
induzierten IL-8 Sekretion. Zudem berichteten Gupta et al. [418] von einer Sattigung der Bin-
dung von Glutamat an Neutrophile bei 25 uM, einer Konzentration, die den Beobachtungen
aus dem cAMP-Lumineszenzassays entspricht. Jedoch muss ein potentieller Beitrag des Hete-
rodimers an immunologischen Prozessen durch weitere Experimente untersucht werden, um
dessen Funktion in Bezug auf Glutamat vollstandig aufklaren zu konnen.

Interessanterweise wies das murine mGluR2/TAS1R3-Ortholog im Vergleich zum humanen
Rezeptor im cAMP-Lumineszenzassay keinen Heterodimer-spezifischen Funktionsgewinn in
Form einer verbesserten Potenz auf. Stattdessen verliefen die Konzentrations-Wirkungskur-
ven beider Dimere mGluR2 und mGluR2/TAS1R3 deckungsgleich mit nahezu identischen
ICs0-Werten. Studien an Mausen berichteten bereits in Bezug auf TAS1-Rezeptoren iiber deut-
liche Unterschiede zwischen Mensch und Maus hinsichtlich ihres Agonistenspektrums. Wah-
rend der humane Umami-Rezeptor hauptsichlich und vorzugsweise L-Glutamat bindet,
scheint das murine Orthologe auf eine Vielzahl von L-Aminosaduren zu antworten, von denen
einige andere Geschmacksqualitdten als Umami, wie bspw. SiiBe, Sdure und Bitterkeit hervor-
rufen [158, 160]. Im Gegensatz dazu scheint der murine SiiBrezeptor TAS1R2/TAS1R3 nicht
auf den synthetischen SiiBstoff Cyclamat zu reagieren, wahrend das humane Homologe eine
deutliche Antwort iiber TAS1R3 zeigt [645, 646]. Diese Befunde deuten darauf hin, dass sich
Beobachtungen zum Verhalten von Geschmacksrezeptoren in humanen heterologen sowie en-
dogenen Zellen nicht ohne weiteres auf ein Mausmodell fiir in vivo Studien iibertragen lassen.
Erschwerend kommt in Bezug auf Untersuchungen von Interaktionen der Geschmacksrezep-
toren mit dem Immunsystem hinzu, dass sich murine und humane Neutrophile hinsichtlich
ihrer Physiologie deutlich unterscheiden. Wahrend PMNs beim Menschen etwa 50-70 % der
Gesamtzahl an peripheren Blutleukozyten ausmachen, sind es bei der Maus lediglich 10-25 %
[250]. Zudem unterscheiden sie sich in ihrer GréBe und Morphologie, der Anzahl zirkulieren-
der Zellen sowie der Expression von Chemokinrezeptoren [243, 250, 647, 648]. Humane
PMNs wiesen in den ELISA-Experimenten eine in Antwort auf MSG vereinfachte fMLF-indu-
zierte IL-8 Sekretion, mdglicherweise unter Beteiligung von mGluR2/TAS1R3, auf. Die Tatsa-
che, dass das potenteste menschliche PMN-anziehende Chemokin CXCL8 (IL-8) kein funkti-
onelles Homolog in der Maus besitzt [243] und murine Neutrophile nur eine geringe Affinitat
gegeniiber fMLF aufweisen [649], konnte fiir eine anderes intrazelluldres Signalling in Bezug
auf MSG in murinen Neutrophilen sprechen. Unter Beachtung des ausbleibenden heterodi-
merspezifischen Effekts der murinen Rezeptoren mGluR2 und TAS1R3 im cAMP-Lumineszen-
zassay sollte auch die Moglichkeit eines humanspezifischen Rezeptorheterodimers nicht voll-
standig ausgeschlossen werden. Jedoch bedarf es hierbei weiterer experimenteller Analysen

bspw. unter Verwendung von siRNAs oder KO-Mé&usen, um die speziesbedingten Unterschiede
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hinsichtlich des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 zu verstehen und die jeweils zugrundeliegen-
den immunologischen Signalwege zusammen mit den interagierenden Signalproteinen voll-

standig aufklaren zu konnen.

4.2.2 Substanz(en) aus dem Uberstand von Pseudomonas aeruginosa

Dass sich das Agonistenspektrum des Heterodimers mGluR2/TAS1R3 nicht alleine auf Mo-
nonatriumglutamt zu beschrinken scheint, belegen die Ergebnisse des Uberstiinde-Screenings
aus insgesamt 14 unterschiedlichen bakteriellen Spezies. Mit einem reduzierten cAMP-Signal
von 60-80 % im Vergleich zum korrespondierenden MOD-Medium weist der Uberstand von
Pseudomonas aeruginosa nicht nur eine eindeutige Rezeptorbindung, sondern vielmehr einen
mit MSG vergleichbaren signifikanten Unterschied zwischen dem Homodimer mGluR2 und
mGluR2/TAS1R3 auf, der die Annahme eines potenteren Rezeptorkonstrukts relativ zu
mGluR2 unterstreicht.

P. aeruginosa ist ein Gram-negatives, stabchenformiges, allgegenwirtiges Bakterium, das
haufig in Béden [650, 651], Wasser [652], Pflanzen [650], Tieren [653] und Menschen [654]
zu finden und in natiirlichen sowie kiinstlichen Umgebungen wie Seen, Krankenhdusern und
Abflussrohren verbreitet ist [655]. Als opportunistisches humanes Pathogen bildet es eine
Hauptquelle fiir nosokomiale Infektionen [656] und ist fiir Lungeninflammationen und Sep-
sen in iiber 90 % aller immungeschwachten und Mukoviszidosepatienten verantwortlich, die
als Hauptursache fiir hohe Morbiditats- und Mortalitdtsraten gelten [657-660]. Eine wesent-
liche Eigenschaft von P. aeruginosa ist dessen Fahigkeit zur Bildung von und Wachstum in
Biofilmen, einer schleimigen Polymermatrix bestehend aus Polysacchariden, Nukleinsauren,
Lipiden und Proteinen [661, 662]. Einmal gebildet ist das Bakterium in diesen festhaftenden
Populationen vor Immunreaktionen des Wirts geschiitzt und trotz Einsatz von Antibiotika nur
schwer zu eliminieren [663, 664]. Fiir diese Persistenz nutzt das Pathogen unter anderem das
Quorum Sensing (QS), eine Zell-Zell-Kommunikation, die durch eine Vielfalt an QS-Molekii-
len vermittelt wird und neben der Biofilm-Bildung dessen Adhasion sowie die Zerstorung von
Signalwegen des Wirtes durch zahlreiche Virulenzfaktoren reguliert [665]. Ihr Arsenal reicht
von zellassoziierten (GeiBeln, Pili, Alginate und Lipopolysaccharid) bis hin zu extrazelluldren
(Proteasen, Zytotoxin, Pyocyanin, Siderophore, Exotoxinen und Exoenzymen) Virulenzfakto-
ren [660], deren Wirksamkeit Gewebeschaden, eine Blutstrominvasion und systemischen Ver-
breitung des Pathogens zur Folge hat [659]. Bei einer hohen Populationsdichte interagieren
freigesetzte bakterielle QS-Signale mit ihren entsprechenden Rezeptoren, die downstream die
Expression von iiber 300 fiir die Bildung von Virulenzfaktoren verantwortlichen Genen stimu-

lieren [666, 667]. Dazu verfiigt P. aeruginosa iiber drei Haupt-QS-Systeme, die abhangig und
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unabhingig voneinander agieren und als hierarchisches Netzwerk den Crosstalk zwischen zel-

lularen Signalen ermoglichen: das Las, Rhl und Pgs System (Abb. 4.3) [668].
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Abbildung 4.3: Die drei wesentlichen QS-Systeme von Pseudomonas aeruginosa. Das Las (griin), Rhl (orange)
und Pgs (blau) System. Abbildung modifiziert nach Li et al. (2022) [668].

Das Las System steht an der Spitze der QS-Hierarchie und reguliert zusammen mit dem Rhl-
System die Synthese und Signaltransduktion iiber zwei N-Acyl-Homoserin-Laktone (AHLSs),
3-0x0-C12-HSL (Homoserin-Lakton) und C4-HSL. Diese QS-Molekiile werden jeweils von ih-
ren Synthasen LasI bzw. RhlI gebildet und vermitteln iiber die DNA-bindenden Rezeptoren
LasR und RhIR die transkriptionelle Regulation von Virulenzfaktoren [667-670]. Das Pgs-Sys-
tem nutzt hingegen mit HHQ und PQS zwei Molekiile aus der Familie der Alkylquinolonen, die
in mehreren aufeinanderfolgenden Reaktionsschritten durch die Enzyme PqsA, B, C, D, E und
H gebildet werden [667, 671]. Die Aktivierung des DNA-bindenden Transkriptionsregulator
PgsR erfolgt unabhingig voneinander sowohl durch HHQ als auch durch PQS, wobei letzteres
eine weitaus hohere Affinitat fiir PqsR besitzt [667].

Neben ihrer zytotoxischen Wirksamkeit, die mit Gewebeschadigung einhergeht, weisen QS-
Molekiile im nanomolaren bis mikromolaren Bereich eine Reihe von immunmodulatorischen

Funktionen auf, die in Tabelle 4.1 zusammengefasst sind.
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Tabelle 4.1: Quorum sensing Molekiile von P. aeruginosa und ihre immunmodulatorischen Funktionen

QS-Molekiil Immunmodulatorische Funktion Literatur
3-0x0-C12-HSL  Stimulation der IL-8 Produktion und Freisetzung aus humanen [672, 673]
Epithelzellen
Stimulation der Chemotaxis und Phagozytose von Neutrophilen [674, 675]
Beschleunigung der Apoptose von Makrophagen, Neutrophilen [676, 677]

und vaskuldren Endothelzellen
Inhibition der Proliferation von PBMCs und IL-2-Sekretion [659]

Inhibition der T-Zellproliferation, Antigenprasentation und Diffe- [678, 679]
renzierung von Th1 und Th2 Zellen

Inhibition IL-12 und TNF-a Sekretion in LPS-stimulierten Makro- [680]
phagen

Alkylquinolone Stimulation der Chemotaxis von Neutrophilen [662]
Inhibition der Proliferation von PBMCs und IL-2-Sekretion [659]
Inhibition der Aktivierung von Makrophagen [681]
Induktion der Produktion von TNF-a in LPS-behandelten Monozy- [659]
ten
Inhibition der IL-12 Produktion in dendritischen Zellen und folg- [682]

lich eine Reduktion der T-Zellproliferation

So modulieren die Virulenzdeterminanten fiir das Immunsystem essentielle Vorgiange wie Zy-
tokinsekretionen, Zellproliferationen und Aktivierungsprozesse von Blutzellen, die zu weitrei-
chenden Folgen fiir insbesondere immungeschwichte Personen fithren konnen [683]. Die An-
wesenheit weiterer QS-Signalmolekiile, unabhingig von den drei QS-Systemen, wie den zykli-
schen Dipeptiden Cyclo(A-Ala-L-Val) und Cyclo(L-Pro-L-Tyr) [534] oder der cis-2-Dezensaure
[538] lasst zudem erahnen, dass es sich bei diesem Pathogen um ein Bakterium mit sehr kom-
plexen Signalnetzwerken handelt, deren zusammenhiangende Quorum Sensing Organisation,
inklusive beitragender Signalmolekiile sowie deren Targets bzw. Rezeptoren im Wirtsorganis-
mus bei weitem noch nicht vollstandig verstanden sind [533]. Die in der vorliegenden Arbeit
erbrachten Daten lieferten mit den Rezeptoren mGluR2 und TAS1R3 als auch dem gemeinsa-
men Heterodimer neue Ziele von P. aeruginosa. Die dafiir verantwortliche(n) bakterielle(n)
Substanz(en) sowie deren immunologische Funktionen miissen jedoch in weiterfiihrenden
Studien mittels HPLC und zellularen Assays identifiziert werden — das Screening der bekann-
testen QS-Molekiile sowie Virulenzfaktoren, die bereits in Uberstinden von P. aeruginosa de-
tektiert werden konnten [534, 538, 684] lieferte im cAMP-Lumineszenzassay keine heterodi-
mer-spezifische Rezeptorantwort.

Unter Berticksichtigung der Tatsache, dass es sich bei mGluR2 und TAS1R3 im weitesten Sinne
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um Glutamatrezeptoren bzw. Protomere handelt, liegt die Vermutung nahe, dass Glutamat im
Uberstand von P. aeruginosa selbst fiir das beobachtete Rezeptorsignal im cAMP-Lumines-
zenzassay verantwortlich sein konnte, zumal sich die Signalintensitaten zwischen Homodimer
mGluR2 und dem Heterodimer dhnlich derer fiir MSG unterscheiden. Tatsachlich wiesen
Frimmersdorf et al. [685] anhand einer Metabolomanalyse von P. aeruginosa Glutamat als
wesentlichen Bestandteil in dessen Uberstand nach. Jedoch scheint diese Aminoséure in an-
deren Pseudomonadenfiltraten wie dem von P. fluorescens und P. striata ebenfalls vorhanden
zu sein [686], wie auch in Uberstinden des Bacillus subtilis, wo sie nachweislich zur Biofilm-
bildung und der Besiedlung von Pflanzenwurzeln beitriagt [687]. Die ausbleibende Rezeptor-
bindung der Uberstinde von P. fluorescens bzw. den Bacillus spp. im cAMP-Lumineszenzas-
say sprechen folglich gegen Glutamat als ursidchlichen Ausloser der Rezeptorantwort von
mGluR2/TAS1R3. Vielmehr scheint hierfiir eine P. aeruginosa-spezifische Substanz, bspw. ein
Virulenzfaktor verantwortlich zu sein, den es in weiteren Analysen zu identifizieren gilt.
Gleichwohl konnte die Aminosdure in Bezug auf die bisher unbekannte Substanz von P.
aeruginosa als auch in Zusammenhang mit bakteriellen Metaboliten anderer Spezies einen
synergistischen Effekt auf das Heterodimer bewirken. Vor dem Hintergrund, dass bspw.
Darmbakterien aber auch die oben genannten bakteriellen Vertreter einen relativ hohen Glu-
tamatspiegel beinhalten [643] und der Existenz mehrerer potentieller allosterischer Bindungs-
stellen sowohl im TAS1R3- [542] als auch in Glutamatrezeptoren [11, 688], sollte eine mogliche
Funktion bakterieller Metabolite als allosterische Modulatoren dieser GPCRs nicht ausge-
schlossen werden. Experimentelle Analysen bspw. durch gleichzeitige Rezeptorstimulationen

von MSG und bakteriellem Uberstand kénnten dazu dienen, diese Hypothese zu iiberpriifen.
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4.3 Bakterielle Metabolite als potentielle Agonisten chemosensorischer GPCRs —
Analyse, Potentiale und Ausblick

Bakterielle Metabolite spielen eine wesentliche Rolle fiir die menschliche Gesundheit [689].
Insbesondere das Mikrobiom des Darms liefert mit 100 Billionen Mikroorganismen und drei
Millionen Genen, die fiir tausende Metabolite codieren, eine unvorstellbare Akkumulation di-
versester Stoffwechselprodukte. Dazu zdhlen Vitamine, Aminosduren, Fettsduren und viele
bisher unbekannte Verbindungen, die gemeinsam die Physiologie, Fitness und den Phanotyp
des Wirts beeinflussen [690, 691]. Viele der aus der Darmmikrobiota stammenden Metabolite
dienen als Agonisten fiir verschiedenste humane GPCRs und es ist davon auszugehen, dass
sich in den kommenden Jahren die Anzahl involvierter GPCRs und deren Interaktion mit bis-
her unbekannten Metabolit-Agonisten noch deutlich erh6hen wird [691]. Die Identifizierung
der QS-Molekiile PQS und cis-2-Dezensédure aus P. aeruginosa als potentielle Agonisten fiir
den TAS1R3-Rezeptor bzw. die Beobachtung einer Rezeptorantwort von mGluR2 und
mGluR2/TAS1R3 auf den Uberstand dieses Bakteriums sind weitere Beispiele dafiir, dass
chemosensorische GPCRs weitaus mehr Funktionen im Korper einnehmen als bisher ange-
nommen und vielmehr noch wesentliche Beitrage in Bezug auf das Immunsystem, dessen Re-
gulation und der Interaktion mit mikrobiellen Metaboliten zu leisten scheinen.

Offensichtlich handelt es sich bei P. aeruginosa um einen Mikroorganismus, dessen QS-Mo-
lekiile die Fahigkeit besitzen, mit unterschiedlichen chemosensorischen GPCRs zu interagie-
ren. Mehrere Studien berichten von Immunantworten gegeniiber den spezifischen AHLs und
Quinolonen in den Atemwegen bzw. auf Neutrophilen, die durch die Bitterrezeptoren TAS2R4,
TAS2R14, TAS2R20, TAS2R38 und TAS2R138 vermittelt werden [530, 532, 692-695]. Die be-
obachteten Rezeptorantworten von mGluR2, TAS1R3 bzw. dem gemeinsamen Heterodimer
auf Metabolite dieses Pathogens lassen erahnen, dass die bisherige Erkenntnis iiber die invol-
vierten GPCRs vermutlich nur die Spitze des Eisbergs darstellen und die Immunantwort wohl
iiber weitaus mehr beteiligte Rezeptoren erfolgt. Die Transkriptionsanalysen von Malki et al.
[222] zusammen mit den qPCR-Daten aus der vorliegenden Arbeit [474] verdeutlichen, dass
Blutleukozyten iiber ein enormes Repertoire unterschiedlicher chemosensorischer GPCRs ver-
fiigen, deren Funktion mit hoher Wahrscheinlichkeit mitunter in Reaktionen auf diese Art von
Stoffwechselprodukten bzw. der gegenseitigen Regulation zur Kontrolle der Immunantwort
liegen, wie es bereits fiir Bittergeschmacksrezeptoren und den SiiBrezeptor in den oberen
Atemwegen in Antwort auf bakterielle Infektionen gezeigt werden konnte [344]. Berichte iiber
eine Interaktion des Siirezeptors mit den von Staphylokokken sekretierten D-Aminosaduren
D-Phenylalanin und D-Leucin in solitaren chemosensorischen Zellen [345] bzw. der Detektion

bakterieller Molekiile aus Streptokokken [523, 696] und Bacillus cereus [697] durch Bitterre-
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zeptoren unterstreichen diese Annahme. Aber nicht nur Geschmacksrezeptoren scheinen un-
ter den chemosensorischen GPCRs einen Einfluss auf die Physiologie zu nehmen. Mehrere
Studien aus den vergangenen 10 Jahren berichten von einer Interaktion verschiedener Ge-
ruchsrezeptoren mit bakteriellen Metaboliten und einer damit einhergehenden Induktion von
Mikroglia-Aktivierungen [698], der Renin-Sekretion und Blutdruckregulation [286] sowie ei-

ner erhohten Sekretion des anorektischen Darmhormonpeptids YY [699].

Die Komplexitiat der Natur von GPCRs gerade in Bezug auf das Immunsystem zeigt sich ferner
in deren Moglichkeit zur Bildung neuer, bisher unbekannter Rezeptoroligomere mit bisweilen
nahezu vollig unerforschten Funktionen. Neben den in dieser Arbeit bereits erwihnten
mGluR-Heterodimeren oder mGluR2/TAS1R3 scheinen beispielsweise auch Dimerisierungen
zwischen GPCRs und T-Zellrezeptoren auf Immunzellen zu existieren [700] bzw. zwischen
gleichen Protomeren, deren Vorhandensein insbesondere auf funktionaler Ebene fiir lange
Zeit ungeachtet blieb. Ein Beispiel hierfiir liefert TAS1R3. Als Rezeptor mit der hochsten Gen-
expressionsrate aller Geschmacks-, Geruchs- und metabotropen Glutamatrezeptoren auf Blut-
leukozyten [222, 474] werden diesem GPCR in sich hdufenden Studien die Fahigkeit zur Ho-
modimerisierung sowie Funktionen unabhingig von TAS1R1 bzw. TAS1R2 zugeschrieben. So
wurde das Homodimer in Fibroblasten [701], parietalen Magentumorzellen [702], Ge-
schmacksrezeptoren [159, 161] und auf Neutrophilen [222] beschrieben, wo es als SiiB3- bzw.
Caz*/Mg2+-Rezeptor unter anderem mit der Magensauresekretion, Chemotaxis von Neutro-
philen und der homoostatischen Regulation von Biischelzellen im Darm assoziiert wird [222,
328, 451, 701-703]. Vielmehr noch scheint der TAS1R3-Rezeptor in Bezug auf bakterielle Me-
tabolite einen wichtigen Beitrag fiir das Immunsystem zu leisten, indem er als Homodimer in
solitaren chemosensorischen Zellen der oberen Atemwege durch Detektion von D-Aminosau-
ren aus S. aureus zu einer erhohten Aufnahme von Glukose und folglich zu einer Starkung der
innaten Immunitit beitragen konnte [704].

Mit PQS und der cis-2-Dezensdure konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei weitere
bakterielle Metabolite aus P. aeruginosa als potentielle Agonisten fiir TAS1R3 identifiziert
werden. Jedoch bedarf es weiteren experimentellen Untersuchungen, um den Beitrag zusatz-
licher Rezeptoren wie bspw. TAS1R1 oder TAS1R2 im Heterodimer ausschlieBen und letztlich
von TAS1R3-spezifischen QS-Molekiilen sprechen zu konnen. Die BRET-Experimente liefern
durchaus Hinweise auf eine eindeutige physische Interaktion beider Rezeptorprotomere, die
die Annahme der Fahigkeit von TAS1R3 zur Bildung von Homodimeren bekraftigt. Zudem
muss in nachfolgenden Analysen die immunologische Funktion der QS-Molekiile auf Blutleu-
kozyten ermittelt werden. Welche downstream Signalwege werden in Folge der Agonistenbin-
dung aktiviert? Welche Chemokine bzw. Zytokine werden im Anschluss sekretiert? Wie verhalt

sich die Zelle in Antwort auf die jeweiligen Molekiile? Gibt es Unterschiede im Verhalten von

132



DISKUSSION

PMNs und T-Zellen? Reagiert TAS1R3 moglicherweise gemeinsam mit bereits identifizierten
Bitterrezeptoren oder anderen GPCRs in agonistischer/antagonistischer Weise auf diese Sub-
stanzen? Fiir PQS ist bereits bekannt, dass es als Haupt-QS-Molekiil eine Vielzahl an Funktio-
nen einnimmt, darunter die Vermittlung von Zell-Zell-Signalen, die Expression von Virulenz-
faktoren, die Anreicherung von Eisen sowie die Zytotoxizitat und Immunsystemmodulation in
Wirtszellen [669, 705]. Interessanterweise scheint jedoch sein unmittelbarer Vorlaufer, das
HHQ, dem im Vergleich zu PQS ausschlieBlich eine Hydroxyl-Gruppe fehlt, keine Rezeptor-
antwort in Bezug auf TAS1R3 zu zeigen. So wire es niitzlich, mit Hilfe von in silico Analysen
die Bindungseigenschaften von PQS, insbesondere der OH-Gruppe, und TAS1R3 zu analysie-

ren, um ein besseres Verstandnis iiber die Interaktion von Agonist und Rezeptor zu erhalten.

PQS cis-2-Dezensiure

OH HO
\i/\/\/\/

Abbildung 4.4: Strukturformeln von PQS und cis-2-Dezensdure, den potentiellen Agonisten von TAS1R3.

o

Iz

Ahnliches gilt fiir die cis-2-Dezensiure. Wihrend basierend auf dem Kurvenverlauf der Kon-
zentrations-Wirkungsbeziehung beider QS-Molekiile im cAMP-Lumineszenzassay davon aus-
zugehen ist, dass es sich bei PQS eher um einen partiellen Agonisten fiir TAS1R3 zu handeln
scheint, kann bei der ungesattigten Fettsiaure von einem vollen Agonisten ausgegangen wer-
den. Neben PQS weist auch diese Substanz eine Hydroxyl-Gruppe auf, die moglicherweise mit
an einer TAS1R3-Rezeptorinteraktion beteiligt ist. Zudem besitzt die cis-2-Dezensdure eine
dhnlich lange Kette an ungesittigten Kohlenstoffatomen, die eine weitere Ahnlichkeit mit PQS
darstellt. In silico Analysen wiirden auch fiir diese Substanz eine gewinnbringende Methode
bedeuten, um die Interaktion mit TAS1R3 auf molekularer Ebene nachvollziehen zu konnen.
Gleichzeitig gilt es in weiterfiihrenden Studien aufzukliren, ob neben der cis-2-Dezensiure
weitere Fettsduren bzw. QS-Molekiile anderer bakterieller Spezies als mogliche Agonisten fiir
TAS1R3 fungieren konnten. So kontrolliert die cis-11-Methyl-Dodezensiaure im nosokomialen
Pathogen Stenotrophomonas maltophilia dessen Motilitat, Virulenz und Biofilm-Bildung
[706, 707]. Die gleichen Eigenschaften konnten fiir Burkholderia cepacia und dessen QS-Mo-
lekiil, die cis-2-Dodezensaure, identifiziert werden [708-711]. Obwohl fiir die cis-2-Dezensaure
aus P. aeruginosa sowohl ein Beitrag an der Biofilmbildung sowie die Eigenschaft der Disper-
sion etablierter P. aeruginosa Biofilme und Biofilme anderer Spezies nachgewiesen werden
konnte, ist der genaue Funktionsmechanismus dieses QS-Molekiils sowohl fiir das Pathogen

selbst, als auch in Bezug auf den Wirt noch nicht vollstindig verstanden [533, 538]. Es bedarf
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weiterer Studien, um diese diffusionsfihigen Signalfaktoren intensiver zu charakterisieren, um
deren Fahigkeiten moglicherweise fiir die Entwicklung von Therapeutika oder biotechnologi-
scher Prozesse zu nutzen. Als mogliche Einsatzbereiche der Biofilm-Dispersionsfahigkeit der
cis-2-Dezensaure von P. aeruginosa waren beispielsweise kontaminierte Bioreaktoren oder

mit Krankenhauskeimen infizierte Katheter bzw. biomedizinische Gerate denkbar.

Neue Anwendungsmoglichkeiten, insbesondere fiir die Lebensmittelindustrie und Lebensmit-
telkontrollen, liefert ebenso der im Rahmen dieser Arbeit identifizierte Geosmin-Rezeptor
OR11A1. Zahlreiche Schlechtgeriiche wurden bereits in Nahrungsmitteln beschrieben [712-
720], die sowohl die Produktqualitét als auch die Verbraucherakzeptanz negativ beeinflussen
[721]. Eine Moglichkeit, diese ungewiinschten Geriiche zu detektieren und folglich gezielt da-
gegen vorzugehen, bieten elektronische Biosensoren, auch bioelektronische Nasen genannt —
Gerite, die das menschliche Geruchssystem nachahmen [722]. Sie bestehen aus immobilisier-
ten Geruchsrezeptoren an eine Support-Matrix, aufgebaut aus Graphen, Kohlenstoff-Nano-
rohrchen oder Silizium-Nanodrahten. In Folge der Bindung von Zielanalyten (Geruchsmole-
kiilen) an den entsprechenden Rezeptor kommt es zu einer Konformationsianderung des Pro-
teins und gleichzeitig zu einer elektrischen Signaltransduktion. Diese wird auf dem Sensor
durch eine Anderung des Widerstands erkannt, welcher aus einem verinderten Ladungstrans-
fer resultiert, der mit Konformationsdnderungen einhergeht [723, 724]. Goodwin et al. [7724]
immobilisierten den humanen Geruchsrezeptor OR2AG1 an einen Graphenresistor und konn-
ten auf diese Weise selektiv und sensitiv den Geruchsstoff Amylbutyrat detektieren. Einen an-
deren Ansatz verfolgten Marrakchi et al. [725], die anstelle einzelner Geruchsrezeptoren he-
terologe, den menschlichen OR3A1 (OR17-40) exprimierende Saccharomyces cerevisiae Zel-
len auf interdigitale Diinnfilm-Mikroelektroden immobilisierten und durch veranderte Leitfa-
higkeiten der Hefen eine Interaktion zwischen Geruchsstoffmolekiil und Rezeptor detektieren
konnten. Zudem berichten Studien iiber die Immobilisierung von Riechschleimhautgeweben
[726] bzw. Riechrezeptorneuronen [727] zum Nachweis von Geriichen auf Nanochips. In Hin-
blick auf Geosmin existieren bereits erste Entwicklungsansitze elektronischer Biosensoren,
deren Anwendungsbereiche die Entwickler in erster Linie in der Uberwachung von Wasser-
qualitaten und der Detektion von geosmin-produzierenden Algen sehen [728, 729].

Ein wesentlicher Aspekt, der die Entwicklung von spezifischen elektronischen Nasen und letzt-
lich deren industrielle Anwendbarkeit jedoch bisher einschrankt, ist die Zuordnung von Ge-
ruchsrezeptoren zu ihren entsprechenden Agonisten. Bis heute konnten fiir nur etwa 15 % der
funktionalen humanen Geruchsrezeptoren Liganden identifiziert werden [730]. Zudem wer-
den mehr als 20 % der menschlichen ORs auch auB3erhalb des Geruchsgewebes in vielen Teilen
des Korpers exprimiert, deren funktionales Spektrum eine wesentliche Aufgabe aktueller For-

schung darstellt [731]. Der Einsatz von Hochdurchsatzmethoden zum Screening potentieller
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Rezeptor-Geruchsstoff-Interaktionen sowie die stetige Entwicklung und Verbesserung von in
vitro Assays, wie sie sowohl im Rahmen dieser Arbeit in Bezug auf die Geschmacksrezeptoren
mGluR2 und TAS1R3 [474], als auch fiir die Ermittlung von Geosmin als Agonist fiir OR11A1
durchgefiihrt wurden [486], wird in den kommenden Jahren die Anzahl neuer Rezeptor-Ago-
nist-Wirkungen deutlich erh6hen. Die daraus gewonnenen Datensitze gemeinsam mit Fort-
schritten in der Entwicklung von elektronischen Biosensoren konnten in naher Zukunft einen
wesentlichen Beitrag bei der Verarbeitung und Qualitdtskontrolle von Lebensmitteln und in
Bereichen der Umweltanalytik hinsichtlich der Uberpriifung von Wasser- oder Luftverschmut-

zungen leisten.

Das wachsende Verstandnis iiber die biologische Relevanz der Interaktion von mikrobiellen
bzw. (semio-)chemikalien-vermittelten Interaktionen mit Geruchsrezeptoren, wie im Falle von
Geosmin, liefert zudem wesentliche neue Erkenntnisse iiber die Physiologie des Menschen so-
wie dessen Orthologen. Es ist bekannt, dass Geruchsrezeptoren als die sensitivsten, periphéaren
molekularen Sensoren fiir die Wahrnehmung und Erfassung umweltrelevanter Geriichte gel-
ten [16, 485]. Transkriptionsstudien von Saraiva et al. [485] zeigen, dass die Haufigkeit der
Expression von Geruchsrezeptoren mit der Sensitivitit gegeniiber der Detektion umweltrele-
vanter Aromastoffe korreliert. Interessanterweise scheint der im Rahmen dieser Arbeit als
Geosmin-Rezeptor identifizierte OR11A1, gemessen an seinen Transkriptniveaus, einer der am
hochsten exprimierten ORs in der Riechschleimhaut des Menschen zu sein [732], was fiir seine
moglicherweise bedeutende biologische Rolle als ,Warnsensor gegeniiber dem Verzehr von
verdorbener Nahrung oder Trinkwasser in Folge von mikrobieller Besiedlung spricht. Gleich-
zeitig nimmt dieser Rezeptor bei der Kinguru-Ratte unter Beriicksichtigung deren Lebensstils
und Erndhrung mutmabBlich eine von Grund auf andere Funktion ein: Trockene Lebensraume
wie sandige Boden oder Sanddiinen [733, 734] sind charakteristische Habitate dieses Organis-
mus, der sich hauptsidchlich von Pflanzenmaterial ohne Zugang zu Trinkwasser zu erndhren
scheint [735] und sich auf diesem Wege perfekt an seine Umgebung angepasst hat. Seine Nah-
rung beinhaltet unter anderem Kaktusfeigen und Kaktussamen [736, 737] — bekannte Geos-
minproduzenten, wie auch bodenbewohnende, sich von geosminproduzierenden Bakterien er-
nahrende Arthropoden [733, 738], die zu 75 % Massenanteil aus Wasser bestehen [739], und
in einer groBen Dichte im Bau von Kinguru-Ratten zu finden sind [740]. Dieser Lebensstil
konnte eine mogliche Erklarung fiir doOR11A1 als Rezeptor mit dem geringsten EC;o-Wert und
der besten Effizienz aller getesteten Orthologen gegeniiber Geosmin [486] darstellen und zeigt
einmal mehr die Komplexitat und Vielfalt der GPCRs in Bezug auf deren Zusammenspiel mit
umweltrelevanten Chemikalien und Metaboliten im Mensch- und Tierreich auf. Im Gegensatz
zur Kanguru-Ratte halten sich Orang-Utans hauptsachlich in Baumen auf, wo sie sich in erster

Linie von Friichten und Blittern erniihren [741]. Uber ihre pflanzenreiche Ernihrung und
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Wasser aus Baumhohlen decken sie einen GroBteil ihres Wasserbedarfs ab [742] und sind auf-
grund dieses Lebenstils vermutlich nicht auf geosmin-reiche Umgebungen angewiesen. Ahn-
liches konnte fiir den Menschen zutreffen. Diese Annahme steht im Einklang mit der im in-
vitro-Assay beobachteten geringen chemorezeptiven Empfindlichkeit von OR11A1 beider Ho-
miniden (Orang-Utan und Mensch) gegeniiber Geosmin verglichen mit einer um mehrere Gro-

Benordnungen hoheren Sensitivitiat der anderen getesteten OR11A1-Orthologe [486].

Interessanterweise zeigte der OR11A1-Rezeptor des Eisbaren eine dhnliche Empfindlichkeit
gegeniiber Geosmin wie das Rezeptorortholog der Maus, fiir die bereits die Fahigkeit zur De-
tektion von mit Schimmel assoziierten Geruchsstoffen (ohne Geosmin) im ng/L-Bereich zur
Vermeidung von potenziell toxische Verbindungen in verfaulenden Nahrungsmitteln nachge-
wiesen wurde [743]. Sequenzanalysen von Liu et al. [744] identifizierten die OR-Genfamilie
des Eisbaren als Ziel positiver Selektion wiahrend der Evolution. So scheint eine schnelle 6ko-
logische Anpassung an die chemisch weniger komplexe arktische Umwelt mit einer Abnahme
der Kopienzahl von OR-Genen im Eisbar einherzugehen, die mit einer spezifischen Entwick-
lung des Geruchssinns assoziiert zu sein scheint [745, 746]. Gleichzeitig besitzt der Eisbar un-
ter den arktoiden Carnivoren und Caniden die groite bekannte Oberflache des Riechepithels
[747]. Dabei scheint die RiechkolbengroBe mit der Ausdehnung des Verbreitungsgebiets von
Raubtieren zu korrelieren [748]. Eine hohere Geruchssensitivitat und —spezifitit des Eisbaren
konnte seine 6kologische Anpassung und das Aufspiiren von Artgenossen oder Beute iiber gro-
Bere Entfernungen hinweg widerspiegeln. Es ist bekannt, dass Eisbaren weite Strecken
schwimmen bzw. zuriicklegen konnen [749]. Ein Geosmin-Gradient aus dem Boden, der durch
Fliisse und Regenwasser in ug/L-Konzentrationen in den Ozean gespiilt wird [44, 750-752],
konnte als Signal dienen, um an Land zu gelangen, wie es bereits fiir die Wanderung von Glas-
aalen in Richtung SiiBwasser angenommen wird [753]. Insgesamt weist die Identifzierung von
isofunktionalen OR11A1-Rezeptor-Homologen in verschiedenen Spezies mit einer bis zu 100-
fach hoheren Empfindlichkeit fiir Geosmin im Vergleich zum menschlichen Rezeptor im Rah-
men dieser Arbeit eindeutig auf die biologische Relevanz von Geosmin als Semiochemikalie
hin. Diese Erkenntnis liefert die Grundlage fiir mogliche Anwendungen in rezeptorbasierten
Sensoren fiir Qualititskontrollen von Lebensmittels oder als Instrument zur Uberwachung von

Wasserqualititen in SiiBwasserreservoirs.

Obgleich die Sammlung experimenteller Daten iiber spezifische Rezeptor-Agonist-Interaktio-
nen, die Identifizierung neuer (bakterieller) Liganden fiir ektopisch exprimierte GPCRs oder
den Nachweis moglicher heterodimerer Rezeptorkonstrukte fiir die Forschung nach wie vor
eine ungemeine Aufgabe bedeutet, so bietet sie auch eine enorme und unglaubliche Gelegen-

heit, das Verstiandnis des komplexen funktionalen GPCR-Netzwerks im menschlichen Korper
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voranzubringen und Stiick fiir Stiick aufzuklaren. Das Potential, das jeder Rezeptor und jedes
potentielle Heterodimer bietet, werden kiinftig dazu dienen, neurologische und autoimmune
Erkrankungen sowie Krebs spezifisch behandeln zu konnen und auf diese Weise das Wohlbe-
finden vieler Patient:innen verbessern [439]. Bereits heute werden einige GPCR-Heterodimere
mit neurologischen Erkrankungen in Verbindung gebracht [553]. Das Wissen dariiber, ist ein
erster Schritt fiir die Entwicklung gezielter Therapeutika. Jedoch stehen Wissenschaftler:in-
nen neben der Vielseitigkeit von GPCRs in Bezug auf ihre Agonisten, die sowohl exogene als
auch endogene, korpereigene und korperfremde Substanzen und (bakterielle) Metabolite um-
fassen, vor dem Problem ihrer weit verbreiteten Gewebeexpression, die eine gezielte Behand-
lung ohne systemische Nebenwirkungen deutlich erschweren. Allosterische Interaktionen zwi-
schen zwei GPCRs, wie Liu et al. [441] fiir mGluR2 und mGluR4 gezeigt haben, eroffnen die
Moglichkeit mit Hilfe allosterischer Modulatoren gezielt die Aktivitat dieser Rezeptoren zu
steuern und auf diesem Weg prizise einzelne Signalvorgiange zu modulieren. Zudem konnten
Subpopulationen von Blutleukozyten mit individuellen Expressionsmustern von GPCRs bzw.
ihrer Signalproteine in der Zukunft dazu dienen, gezielte Therapieansitze zu entwickeln, um
spezifisch Entziindungen bzw. Gewebeschdden zu behandeln, ohne das Immunsystem dabei
gravierend zu schwichen. Insbesondere in den vergangenen 20-25 Jahren konnten auf dem
Gebiet der GPCR-Forschung mit der Identifizierung von ektopisch exprimierten Rezeptoren
und dem allmihlich beginnenden Verstindnis iiber den unglaublichen funktionellen Beitrag
dieser Proteine im gesamten menschlichen Korper gro3e Fortschritte erzielt werden, die enor-
mes Potential fiir diverse Anwendungsbereiche der Medizin, Ernahrungsforschung sowie bio-
technologischer Verfahren bieten. Nicht zuletzt auf dem Gebiet der Rezeptorheterodimerisie-
rung fand ein Paradigmenwechsel statt: Die Frage {iber eine Existenz von Heterodimeren ist
der Frage gewichen, welchen Mechanismen bzw. physiologischen Abldufen bestimmte Rezep-
tor-Heteromere dienen — eine Fragestellung, die die Forschung in den kommenden Jahrzehn-

ten stetig beschaftigen wird.
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A.1 Oligonukleotide

Die aufgefiihrten Oligonukleotide und Sonden wurden von der Firma Eurofins Genomics
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert, mittels HPLC aufgereinigt und in Reinstwasser
(100 uM) gelost. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Oligonukleotide mit Abkiirzungen ,,dk“ bzw.
»,ab“ wurden von Dr. Dietmar Krautwurst bzw. Dr. Agne Malki erstellt und zur Verfiigung ge-

stellt. Oligonukleotide, die aus einer Zahlenkombination bestehen, stammen von Julia Bauer.

Tabelle A.1: Oligonukleotidsequenzen fiir RT-qPCR

Gen Oligo- Twm Sequence 5 2> 3~
nukleotid (°C)
GAPDH dk-918a 58 fw CAT GGG TGT GA ACCA TGA GAAGTATGAC
dk-919 58 rv. CAC GGA AGG CCATGCCAGTGAGCTTC
ACTB ab-270 58 fw  GCC AAC CGC GAG AAG ATG ACC
ab-271 58 rv  CAG GTC CAG ACG CAG GAT GG
GRM1 ab-124 58 fw  GGA GGA AAA GCC TGG GAG TGG
ab-125 58 rv. GGCTGT TCCTTG GCAAGCATGG
GRM2 ab-126 58 fw  GGA GGG AGA CTT GGT GCT GG
ab-127 58 v  GGT GCG GGT CACGGT TGA TG
GRM3 ab-128a 59 fw GCG CTT CTT CAA CTG GAC CTA CG
ab-129a 58 rv GGA CTT GCG GAT GTT GGA GCG
GRM4 Ib-027 58 fw  GCG CAA CGATTC TGC CGA GTAC
Ib-028 58 rv GTA CCC TGT GCA AGG CTC GC
GRM5 ab-132 58 fw  GGC GGT CCG TGA ACA GTATGG
ab-133 58 rv. GGCCCAATGACCCCTACTATGG
GRM6 ab-134a 58 fw  GGC GAT GGA ACC CAC TGA TGG
ab-135a 58 rv CCA GTC TGA GGG TCT CTG CC
GRM7y ab-136 58 fw  GCA CTC AAT CCG GAT CGA GGG
ab-137 58 rv  GCG CCT GGA CGA AAG TAA GCG
GRMS Ib-029 58 fw  GAT CTC GAG GGA GAT TGG TGG TG
Ib-030 58 rv  CCT CCT GAT GTC ATC CTC ATT GGC
TAS1R1 ab-114 58 fw  GGT GGA CCT GGA TCT CTC TGG
ab-115a 58 rv. GAG GCA CTG CAT CCT CTCATCG
TAS1R2 ab-102 58 fw GCT GGA ACT GGA TCA TTG TGC TGG
ab-103 58 rv  GTG CTC TGC TGC AGC TTG TCC
TAS1R3 ab-106 58 fw  GGT GCT AGC ATG GAG CTG CTG
ab-107 58 v  GAG AAG ATG CTC AGG CCCTGC

Tu = Schmelztemperatur, fw = forward, rv = reverse. Grofle der Amplikons: 150 — 308 bp
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Tabelle A.2: Oligonukleotid- und Sondensequenzen fiir ddPCR

(Alle Isoformen, darun- 58
ter NM_000839.5)

CAATGC GGTTGGTCTTGGT

GRMz2 Isoform Tm Sequence 5’ > 3
(NCBI Referenzse- (&(8))
quenz)
Isoform 1 58 fw CGCTCCACT CCG ATT CTC
(NM_001349116.2) 58 v CAG TCT CGC TGC CGG AA
68 s CGC GCC AGA GCC TGG ACC CT
Isoform 2 58 fw ACC TGA AAG TCT CCT GAA ATC
(NM_001349117.2) 58 rv  CAA GCT TTG TCT CCC ACT GT
68 s AGT GCC AGC TTT AAG AGA AAT GAC TGC
Isoform 3 58 fw TCT GCT ACT GCA TGA CCT TCA
Iv
S

68

CCA CGG CAG TGT GTA CCT TAC GG

Tum = Schmelztemperatur, fi = forward, rv = reverse. s = Sonde. Grifle der Amplikons: 126 — 131 bp

Tabelle A.3: Vektorinterne Oligonukleotide

Vektor Oligo- Twm Sequenz 5‘ > 3¢
nukleotid (°C)
pcDNA3.1 T 56 fw TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
(Hygro+)  pgp 58 v TAG AAG GCA CAG TCG AGG
pFN210A 520 60 fw GTG GAC ATC GGC CCG GGT C
550 52 v CAC AAA TAA AGC ATT TTT TTC ACT GC
pl2-dk dk-231 57 fw GCA GAG CTG GTT TAG TGA ACC G
dk-232a 59 v GCA AGT AAA ACC TCT ACA AAT GTG GTA

TGG

Tm = Schmelztemperatur, fw = forward, rv = reverse
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Tabelle A.4: NCBI Referenzsequenzen der fiir die gPCR, ddPCR bzw. Funktionsassays verwendeten

Rezeptorgene

Gen Spezies NCBI Referenzsequenz
(Accession number)

ACTB Homo sapiens NM_oo01101.5
GAPDH Homo sapiens NM_002046.7
GRM1 Homo sapiens NM_001278064.2
GRM2 Homo sapiens NM_000839.5
Grmz2 Mus musculus NM_001160353.1
GRM3 Homo sapiens NM_000840.3
GRM4 Homo sapiens NM_000841.4
GRM5 Homo sapiens NM_001143831.3
GRM6 Homo sapiens NM_000843.4
GRM7 Homo sapiens NM_000844.4
GRMS8 Homo sapiens NM_001371086.1
TAS1R1 Homo sapiens NM_138697.4
TAS1R2 Homo sapiens NM_152232.5
TAS1R3 Homo sapiens NM_152228.2
Tas1r3 Mus musculus NM_o031872.2
OR11A1 Homo sapiens NM_001394828.1
OR11A1 Dipodomys ordii XM_013031123.1
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A.3 Sequenzen fiir IL-6, Halo-Tag® und rho-tag(39)

IL-6 (Nukleotidsequenz, 87 bp):
ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGCCTTCGGTCCAGTTGCCTTCTCCCTGGGTCTGCTCCTGGTGTTGCCTGCTG
CCTTCCCTGCTCCG

IL-6 (Proteinsequenz, 29 AS):
MNSFSTSAFGPVAFSLGLLLVLPAAFPAP

Halo-Tag® (Nukleotidsequenz, 891 bp):
ATGGCAGAAATCGGTACTGGCTTTCCATTCGACCCCCATTATGTGGAAGTCCTGGGCGAGCGCATGCACTAC
GTCGATGTTGGTCCGCGCGATGGCACCCCTGTGCTGTTCCTGCACGGTAACCCGACCTCCTCCTACGTGTGGC
GCAACATCATCCCGCATGTTGCACCGACCCATCGCTGCATTGCTCCAGACCTGATCGGTATGGGCAAATCCG
ACAAACCAGACCTGGGTTATTTCTTCGACGACCACGTCCGCTTCATGGATGCCTTCATCGAAGCCCTGGGTC
TGGAAGAGGTCGTCCTGGTCATTCACGACTGGGGCTCCGCTCTGGGTTTCCACTGGGCCAAGCGCAATCCAG
AGCGCGTCAAAGGTATTGCATTTATGGAGTTCATCCGCCCTATCCCGACCTGGGACGAATGGCCAGAATTTG
CCCGCGAGACCTTCCAGGCCTTCCGCACCACCGACGTCGGCCGCAAGCTGATCATCGATCAGAACGTTTTTAT
CGAGGGTACGCTGCCGATGGGTGTCGTCCGCCCGCTGACTGAAGTCGAGATGGACCATTACCGCGAGCCGTT
CCTGAATCCTGTTGACCGCGAGCCACTGTGGCGCTTCCCAAACGAGCTGCCAATCGCCGGTGAGCCAGCGAA
CATCGTCGCGCTGGTCGAAGAATACATGGACTGGCTGCACCAGTCCCCTGTCCCGAAGCTGCTGTTCTGGGG
CACCCCAGGCGTTCTGATCCCACCGGCCGAAGCCGCTCGCCTGGCCAAAAGCCTGCCTAACTGCAAGGCTGTG
GACATCGGCCCGGGTCTGAATCTGCTGCAAGAAGACAACCCGGACCTGATCGGCAGCGAGATCGCGCGCTGG
CTGTCGACGCTCGAGATTTCCGGC

Halo-Tag® (Proteinsequenz, 297 AS):
MAEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYVWRNIIPHVAPTHRCIAPDLIGMGKS
DKPDLGYFFDDHVRFMDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIAFMEFIRPIPTWDEWPE
FARETFQAFRTTDVGRKLIIDQNVFIEGTLPMGVVRPLTEVEMDHYREPFLNPVDREPLWRFPNELPIAGEPA
NIVALVEEYMDWLHQSPVPKLLFWGTPGVLIPPAEAARLAKSLPNCKAVDIGPGLNLLQEDNPDLIGSEIARW
LSTLEISG

Rho-tag(39) (Nukleotidsequenz, 117 bp):

ATGAACGGGACCGAGGGCCCAAACTTCTACGTGCCTTTCTCCAACAAGACGGGCGTGGTGCGCAGCCCC
TTCGAGGCCCCGCAGTACTACCTGGCGGAGCCATGGCAGTTCTCCATG

Rho-tag(39) (Proteinsequenz, 39 AS):
MNGTEGPNFYVPFSNKTGVVRSPFEAPQYYLAEPWQFSM
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CMV Promotor CMV Promotor
puC 5000
Replikationsursprung
- Nhel N
- 4000 —
pFN210A pcDNA3.1(+)
6,1kb, Ampicillin 5,4 kb, Ampicillin
__ 4000
2000
Sv4o
T TEV Replikationsursprung
SVa0
Polyadenylierungssignal
SV40 Polyadenylierungssignal
pUC Replikationsursprung CMV Promotor CMV Promotor
\
\ )
\ f/
pl2-dk (rho-tag(39)) i — pFN21K
4,1kb, Kanamycin 1000 _ |® T SV40 Polyadenylierungssignal 4,8]&), Kanamycin

— 3000 ~_

HSV-TK
Polyadenylierungssignal

SV4o0 Replikationsursprung

Abbildung A.1:

SV4o0 Polyadenylierungssignal

’ "~ Balkterieller Promotor fiir Kanamycin Gen

SV40 Polyadenylierungssignal

Vektorkarten der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Vektorplasmide. Die Plasmide pFN210A
(A), pcDNA 3.1(+) (B) und pI2-dk (rho-tag(39)) dienten zur Klonierung der jeweiligen Rezepto-

ren bzw. G-Proteine. pFN21K (D) wurde als Mock-Kontrolle in der Durchflusszytometrie ver-
wendet. DRD1 = Dopaminrezeptor D1, TEV = TEV (Tobacco Etch Virus)-Protease Schnittstelle,
HSV-TK = Herpes Simplex Virus — Thymidin Kinase
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A.5 Erginzungen zum Material- und Methodenteil

RIN: 6.80 RIN: 7.10 RIN: 6.60

—T T T T T T T T T

T-Zellen #1 T-Zellen #2 T-Zellen #3
RIN: 6.80

PMN &7 PMN #7 PMN #9 PMN #9

RIN: 7.60 ohne MSG RIN:S mit MSG RIN: 6.80 ohne MSG RIN: 6.80 mit MSG

T-Zellen #1 T-Zellen #22.1 T-Zellen #22.1

mit MSG RIN: 6,50 ohne MSG RIN: 6.60 mit MSG

Abbildung A.2: Elektropherogramme der analysierten RNAs mit entsprechenden RIN-Werten. Stichpunktartige
RNA-Qualitdtsbestimmung isolierter RNAs aus PMNs (A), T-Zellen (B) sowie MSG-stimulierten
PMNs (C) und T-Zellen (D).
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Abbildung A.3: Agarose Gelelektrophorese (0,7 % Agarose Gel) von PCR-Produkten aus unstimulierten Blutzellen
Amplifikate wurden durch die durch Amplifikation des GAPDH-Gens aus cDNAs unstimulierter
PMNs (A) und T-Zellen (B) bzw. derer Negativkontrollen (-RT) (jeweils untere Zeile) erhalten.
NTC = No template control (PCR ohne cDNA-Template). Grofie der PCR-Amplikons: 308 bp.

[T}

Abbildung A.4: Agarose Gelelektrophorese (0,7 % Agarose Gel) von PCR-Produkten aus stimulierten Blutzellen.
Amplifikate wurden durch Amplifikation des GAPDH-Gens aus cDNAs von PMNs (A) und T-Zel-
len (B-D) bzw. derer Negativkontrollen (-RT) (jeweils untere Zeile) erhalten. Die Zahl 50 steht hier
fiir die Stimulation mit 50 uM MSG. NTC = No template control (PCR ohne cDNA-Template).
Grofie der PCR-Amplikons: 308 bp.
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A.6 Erginzungen zum Ergebnisteil — Kapitel 4.1: Geosmin als Beispiel eines bakteri-

ellen Metabolits und Geruchsstoffs aktiviert in vitro den Geruchsrezeptor

OR11A1

A

Kiinguru-Ratte

EC,,= 0,24 £ 0,04 umol/L

0,0
0,001 0,01 0,1 1 10 100
Geosmin [umol/L]
C
Rhesus-Affe
1,0

E
£
3
=
S 05
|
I~

EC,,= 19,63 % 4,75 umol/L
0,01
0,001 0,01 0,1 1 10 100
Geosmin [umol/L]
E
Kamel
1,0 .

50°
*—a

0,0

0,001 0,01 0,1 1 10 100
Geosmin [umol/L]

EC.,= 1,26 £ 0,17 umol /L

°

RLU/RLU,,,,
(=]
o

0,0

Maus

EC,,= 0,59 £ 0,19 pmol/L

0,001 0,01 0,1

°

RLU/RLU,,,
[=]
o

1 10 100
Geosmin [umol/L]

Eisbir

EC,,= 0,81 % 0,07 pmol/L

0,0 L —
0,001 0,01 0,1 1 10 100
Geosmin [umol/L]
Sumatra-Orang-Utan
1,0
=
-
4
D 05
3
=
EC,,= 80,97 £ 33,23 umol /L
0,0

0,001 0,01 0,1 1 10 100

Geosmin [pmol/L]

Abbildung A.5: Konzentrationsabhingige Antwort von OR11A1-Orthologen auf Geosmin. Konzentrations-Wir-

kungskurven von OR11A1-Orthologen bzw. mock und Geosmin mit den jeweiligen ECso-Werten.
Gezeigt sind die Mittelwerte + Standardabweichung aus n=3-4 unabhdngigen Messungen nor-
malisiert auf die jeweils hochste Rezeptorantwort. Die Daten stammen von Tim Frey (LSB)

[486].
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A.7 Erginzungen zum Ergebnisteil — Kapitel 4.4: Funktionsanalyse des Heterodi-
mers mGluR2/TAS1R3 in PMNs

Tabelle A.5: ECso-Werte von fMLF in behandelten und unbehandelten PMNs [474].

Behandlung ECs0.-Werte
Unbehandelt 2.38 + 1.09
MSG 2.15 + 1.11
mGluR2 Antagonist 1 1.19 + 0.28
Lactisol 2.10 + 1.13
mGluR2 Antagonist 1 + Lactisol 1.34 + 0.26

Gezeigt sind die Werte als Mittelwert + Standardabweichung von n= 6-13 verschiedenen Blutproben in umol/L.

2,0
_
£5
==
SR
E3 15
g
Q=
- T
- o
o @
En
T2 1,04
EE
=N
=g
s B
=
g3
ol
U e
z= 054
E
=]
==
&

RPMI

LY379268
[20 nM]

LY379268 [20 nM] +
mGluR2 Antagonist 1
[300 nM]

Abbildung A.6: Der mGluR2-spezifische Agonist LY379268 vereinfacht die fMLF (3 nM)-induzierte IL-8-Sekre-
tion, die durch den mGluR2-Antagonisten 1 gehemmt wird. Vierstiindige fMLF-induzierte (3
nM) IL-8-Sekretion in isolierten PMNs nach zweistiindiger Vorstimulation mit dem mGIluR2-
spezifischen Agonisten LY379268 (20 nM) in An- bzw. Abwesenheit des mGluR2-spezifischen An-
tagonisten 1. Anderungen der IL-8-Konzentration sind normalisiert auf RPMI-behandelte Pro-
ben ohne LY379268 (,RPMI"). Die Daten sind der Mittelwert + SEM (n=5). Die Signifikanz der
Unterschiede wurde mit einem einseitigen t-Test gepriift: (»+) p < 0,01; (#) p < 0,05. Abbildung
modifiziert nach Ball et al. (2023) [474].
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