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Biographisches

New York City ist meine Welt. Ich wurde in Brooklyn als
erstes Kind einer Immigrantenfamilie geboren. Die Ausbil-
dung meiner Eltern war durch den Einmarsch der Nazis in
Polen unterbrochen worden, und obwohl sie selbst nicht
gebildet waren, hielten sie grofie Stiicke auf das Lernen. Ich
wuchs auf in einem Heim, das reich an Wirme, aber arm an
Biichern, Kunst oder Musik war. Meine Jugendjahre ver-
brachte ich in den Straf3en von Brooklyn. Stickball — Baseball
mit einem rosafarbenen Ball und einem Besenstil — und
Schulhofbasketball waren meine Kultur. Beim Stickball
gewann man ein Single, wenn man mit einem Schlag einen
Kanaldeckel erreichte, und einen Home Run, den ,,Nobel-
preis“, wenn man vier Kanaldeckel schaffte. Mein Vater war
Schneider. Meine Mutter, obwohl schnell und ausdrucksstark,
entwickelte keinerlei intellektuellen Ehrgeiz, und ich dachte
nicht im Entferntesten an eine akademische Karriere. Ich war
gliicklich auf der Strafe. Zu dieser Zeit fingen wir relativ jung
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an zu arbeiten. Mit elf Jahren lieferte ich als Bote falsche
Zahne an Zahnirzte, mit zwolf verlegte ich Teppiche und mit
dreizehn servierte ich Corned Beef and Pastrami in einem
Feinschmeckerlokal. Vladimir, der russische Kiichenchef, war
der erste, der mich mit Shakespeare bekannt machte, den er
zitierte, wiahrend wir Kohlkopfe fiir Krautsalat schnitten.
Die benachbarte High School hatte das beste Basketball-
team in Brooklyn, aber der Direktor meiner Grundschule sah
die Sache anders als ich und dringte darauf, dass ich die
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Stuyvesant High School, weit entfernt in Manhattan, besuch-
te. Stuyvesant High pries sich selbst als Schule fiir lernbegabte
Jungen an, hatte aber das schlechteste Basketballteam der
Stadt. Ich war ungliicklich iiber die Aussicht, diese Schule zu
besuchen, schien sie doch so gar nicht meinem Selbstver-
standnis zu entsprechen. Doch der Eintritt in diese Schule
veranderte mein Leben. Ich genoB die Kultur und Asthetik
von Manhattan. Eine Welt der Kunst, Biicher und Musik tat
sich vor mir auf, und ich verschlang sie. In der Schule horte ich
zum ersten Mal Stiicke aus einer Oper. Ich erinnere mich
genau an das Briefduett aus Mozarts Hochzeit des Figaro. Am
néchsten Abend besuchte ich 7annhduser in der Metropolitan
Opera, und so begann eine lebenslange Liebesgeschichte.
Zweimal pro Woche stand ich Schlange fiir Stehplatztickets in
der Metropolitan Opera, wo ich von weitaus sachkundigeren
Gleichgesinnten die verzwickten Zwischentone dieses facet-
tenreichen Genres erlernte. Der grof3e italienische Tenor
Franco Corelli wiirde uns Kaffee servieren und die Diva Joan
Sutherland wiirde uns Backstage einladen.

Richard Axel

Andere Tage verbrachte ich im Leseraum der Central
New York Public Library in der 42nd Street. Man schreitet
zwischen den beiden Lowenskulpturen hindurch, steigt eine
Treppe hinauf und betritt einen riesigen Saal mit hoher
Decke, in dem eine beeindruckende Stille herrscht. Hier holte
ich mit neuentdeckter Begeisterung durch zielloses Lesen
nach, was ich in meinen Jugendjahren versdumt hatte. Ich traf
auf eine Gemeinschaft von Bibliotheksbewohnern, Manner
und Frauen aus New York, die all ihre Tage im Leseraum
verbrachten. Ich wusste weder, wer sie waren, noch woher sie
kamen, aber ihr Wissen und ihr Verstiandnis fiir Literatur
erstaunten mich damals wie heute. Das war mein New York —
eine Stadt von Kulturbesessenen, die mich in eine neue Welt
einfiithrten.

Dieses fiir einen Schiiler extravagante Leben wollte
finanziert sein, und so kellnerte ich in den Cafés und
Nachtlokalen von Greenwich Village. In den Sechzigern
war das Village die Heimat der Beatgeneration, die durch
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Musik und Poesie und schlieflich durch Protest wichtige
Veranderungen in Amerika und weltweit herbeifiihrte. Die
Stuyvesant High School lag am Rand von Greenwich Village
und einige Lehrer waren Kiinstler, Schriftsteller oder Schau-
spieler. Sie trieben die politisch denkenden Schiiler an, die
nicht selten Sohne marxistischer Immigranten waren. Mit
diesem Aufgebot an Kiinstlern ndhrte Stuyvesant meinen
neuen, unerséttlichen Appetit.

Alte Gewohnheiten legt man schwer ab. Daher spielte ich
an der High School weiterhin Basketball, und dies brachte
mir eine unvergessliche und erntichternde Erfahrung ein. Ich
lief als Center auf, und der Center des gegnerischen Teams
von der Power Memorial High School tapste auf das Spielfeld
— ein Schlacks, 7 FuBB 2 Zoll und sechzehn Jahre alt. Bei
meinem ersten Ballkontakt streckte er mir seine Hdnde vors
Gesicht, sah mich an und fragte: ,,Was hast Du hier verloren,
Einstein?“ Ziemlich wenig, wie ich zugeben musste. Er
erzielte 54 Punkte, ich zwei. Er war Lew Alcindor, spater
bekannt als Karim Abdul Jabar, und er wurde eine der
grofiten Basketball-Legenden. Ich wurde Neurobiologe.

Meine Entscheidung, in New York zu bleiben und das
Columbia College zu besuchen, gibt Aufschluss iiber den
provinziellen, aber liebenswerten Charakter meiner Familie.
Mein Vater war enttiuscht dariiber, dass ich das Stipendium
von Columbia annahm, wo doch jedermann wusste, dass die
intelligentesten Kinder der Brooklyn-Immigranten das City
College besuchten. Mein erstes Studienjahr verlebte ich vollig
unbekiimmert. Oper, Kunst, Freiheit und Protest lieBen mir
wenig Zeit fiirs Studium. Im ersten Semester lernte ich Kevin
Brownlee kennen, einen Studenten aus Tennessee. Heute
lehrt er als Professor fiir mittelalterliches Franzosisch an der
University of Pennsylvania, und wir sind immer noch be-
freundet. Brownlee drangte mich dazu, mich wieder ganz dem
Lernen zu widmen. Die Kiinste wiirden bleiben, meine Zeit
an der Columbia University aber war begrenzt. Wieder
erschloss sich mir eine neue Welt. Gemeinsam mit Kevin
studierte ich leidenschaftlich, wenn nicht besessen. Mein
Leben spielte sich in der Columbia Bibliothek ab; in einem
kleinen Zimmer, vollgestopft mit Banden von Keats* Poesie,
vergrub ich mich in meine Studien. Der Dichter Kenneth
Koch und die Kritiker Lionel Trilling, Moses Hadas und
Jacques Barzun machten das Literaturstudium am Columbia
College in den Sechzigern zu einem fesselnden Ereignis. Ein
gliicklicher Zufall fiithrte mich dann allerdings zur Biologie.

Um meinen College-Besuch zu finanzieren, jobbte ich als
Glasgeritereiniger im Labor von Bernard Weinstein, einem
Medizin-Professor an der Columbia University. Bernie un-
tersuchte die Allgemeingiiltigkeit des genetischen Codes. Die
frithen Sechziger waren die Jahre kurz nach der Aufkldrung
der DNA-Struktur. Man hatte erkannt, dass die DNA die
Quelle aller Informationen ist, der genetische Code war
gerade erst entschliisselt worden, und das zentrale Dogma
war komplett. Ich war fasziniert vom neuen Feld der Mole-
kularbiologie und seiner enormen potenziellen Bedeutung.
Da mich die Experimente sehr viel mehr interessierten als
schmutzige Glaskolben, war ich ein schrecklich schlechter
Glasgeritereiniger. Folglich wurde ich in dieser Funktion
gefeuert und als Forschungsassistent wieder eingestellt, und
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Bernie verbrachte geduldig endlose Stunden damit, einen
wissenschaftlich ahnungslosen, aber eifrigen jungen Studen-
ten zu unterrichten. Ich war hin und her gerissen zwischen
Literatur und Wissenschaft. Zweifelnd an meinen literari-
schen Ambitionen und fasziniert von der Molekularbiologie
entschied ich mich fiir ein Aufbaustudium in Genetik.

Meine Pline wurden aber von einem unseligen Krieg
durchkreuzt; um meine Zuriickstellung vom Militdrdienst
sicherzustellen, schrieb ich mich trotz einiger Bedenken als
Student an der Johns Hopkins University School fiir Medizin
ein. Ich war ein schrecklich schlechter Medizinstudent, denn
der stindige Umgang mit Leidenden quélte mich, und ich
durfte nicht experimentieren. Das wurde von den Fakultéts-
mitgliedern und den Dekanen sofort erkannt. Ich horte selten
ein Herzgerdusch, sah niemals die Netzhaut, meine Brille fiel
in einen Bauchschnitt und ich ndhte beim Schlieen eines
Schnittes einen Chirurgenfinger an den Patienten an. In
dieser Periode der Inkompetenz und des Desinteresses lernte
ich Frederick Kass, einen weiteren sehr guten Freund kennen,
der heute Professor fiir Psychiatrie an der Columbia Univer-
sity ist. Fred war ein ungewohnlicher Medizinstudent, ein
Texaner mit einem Kunstgeschichte-Abschluss von Harvard,
und ich verstehe mich immer noch gut mit ihm.

In dieser schwierigen Zeit wurde ich von Howard Dintzis,
Victor McCusick und Julie Krevins gefordert und beschiitzt.
Diese drei Professoren am Johns Hopkins hatten meinen
Konflikt erkannt und respektierten ihn irgendwie. Ohne ihr
Zutun ware ich zweifellos gefeuert worden, aber sie driangten
die Dekane, eine Losung zu finden. Ich musste versprechen,
niemals als Arzt an lebenden Patienten zu praktizieren, und
durfte vorzeitig als Doktor der Medizin abgehen. Ich kehrte
als Assistenzarzt an die Columbia University zuriick und hielt
mein Versprechen, indem ich Autopsien durchfiihrte. Nach
einem Jahr wurde ich von Don King, dem Préisidenten der
Pathologie, gebeten, nie wieder an toten Patienten zu prak-
tizieren.

SchlieBlich bot sich mir die Moglichkeit, mich ernsthaft
mit Molekularbiologie zu befassen. Ich trat der Gruppe von
Sol Spiegelman am Institut fiir Genetik an der Columbia
University bei. Spiegelman war ein gedrungener, lebhafter
Mann, dessen Zunge ebenso scharf war wie sein Verstand. Er
synthetisierte als Erster infektiose RNA in vitro, und mit
einer Reihe durchdachter Experimente erklédrte er daraufhin
die Darwinsche Selektion auf Molekiilebene im Reagenzglas.
Sol erkannte die Bedeutung der frithen RNA-Welt fiir die
Evolution des Lebens; daher hatte er sein Labor kurz zuvor
fiir die Untersuchung von RNA-Tumorviren eingerichtet. Wir
verstanden uns sofort, und Sol lehrte mich, wissenschaftlich
zu denken, wichtige Probleme zu erkennen und Losungen
dafiir zu finden.

Obwohl ich ein wachsendes Zutrauen in meine moleku-
larbiologischen Fahigkeiten verspiirte, wusste ich von ande-
ren Bereichen der Biologie kaum etwas, insbesondere von
Biophysik. Doch ich hatte schon zu diesem frithen Zeitpunkt
meiner Karriere das Gefiihl, dass mein Interesse an Biologie
umfassend war; was mir fehlte war ein breites biologisches
Grundwissen. Daher untersuchte ich als Postdoktorand bei
Gary Felsenfeld an den National Institutes of Health (NIH)
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DNA- und Chromatinstrukturen. Seit ich Medizin studiert
hatte, um der Musterung zu entgehen, hatte ich eine Ver-
pflichtung dem Militar gegeniiber. Diese verniedlichend als
»gelbes Barett,, bezeichnete Verpflichtung erfiillte ich durch
meine Jahre am NIH. Gary war grofartig, aber an das NIH,
eine Regierungseinrichtung mit festen Arbeitszeiten, konnte
ich mich nicht gewohnen. Als Nachtmensch machte mir dies
in mancher Hinsicht zu schaffen: Als ich mittags ankam,
waren schon alle Parkplidtze besetzt, und dadurch, dass ich
erst um Mitternacht ging, kassierte ich einen Strafzettel nach
dem anderen. Mitten in einer molekularen Hybridisierungs-
reaktion wurde ich von zwei FBI-Agenten (das NIH ist eine
bundesstaatliche Institution) wegen 100 Strafzetteln verhaf-
tet.

In Felsenfelds Labor untersuchte ich die Rolle von
Chromatin bei der Regulierung der Genexpression. Auch
hier schloss ich neue Freundschaften, die bis heute andauern.
Ich diskutierte mit Tom Maniatis und Harold Weintraub am
Strand von Cold Spring Harbor iiber Chromosomenreplika-
tion und Genexpression, und diese wenigen Stunden gentig-
ten, um ein Band aus Respekt vor dem anderen und seiner
Denkweise zu kniipfen, das dreifig Jahre bestehen sollte. Hal
starb leider vor zehn Jahren an einem Gehirntumor, aber
seine Warme und Kreativitit sind unvergessen.

Sol Spiegelman lud mich 1974 ein, als Assistant Professor
an das Institute of Cancer Research an die Columbia
University zuriickzukehren. Ich freute mich sehr dariiber,
ein Labor mit Biiro direkt neben ihm zu belegen. In jenen
Jahren empfing Sol viele Besucher, und wenn ein Gesprich
ihn langweilte, ging er unter einem Vorwand und versteckte
sich in meinem Biiro, wo wir wissenschaftliche Fragen
diskutierten bis seine Besucher schlieflich aufgaben und
verschwanden. Ich untersuchte die Struktur der Gene im
Chromatin und hatte das groBe Gliick, an einer bahnbre-
chenden Entwicklung beteiligt zu sein, die durch die rekom-
binante DNA-Technologie moglich wurde. Ich verbrachte
sehr viel Zeit mit Tom Maniatis, einem Wegbereiter vieler
rekombinanter DNA-Techniken. Tom verlie3 Harvard und
wechselte ans Caltech, da die Durchfiihrung rekombinanter
DNA-Versuche in Cambridge, Massachusetts, eingeschrankt
worden war. Wir lernten, DNA zu schneiden und zu verbin-
den, Gene zu isolieren und ihren Aufbau bis ins kleinste
Detail zu analysieren. Um Gensteuerung und Genfunktion
aufzuklédren, war allerdings eine Funktionsanalyse erforder-
lich. Wenige Monate nachdem ich 1974 mein eigenes Labor
bezogen hatte, entwickelte Michael Wigler, mein erster
Student, in Zusammenarbeit mit Professor Sol Silverstein
von der Columbia University, neue Methoden zur DNA-
vermittelten Transformation von Sdugetierzellen. Bereits in
diesem frithen Stadium seiner Karriere war Michael in
konzeptioneller und technischer Hinsicht groBartig, und
innerhalb weniger Jahre erfand er Verfahren, die das Einset-
zen nahezu jeden Gens in eine beliebige Zellkultur ermog-
lichten. Er entwickelte ein System, mit dem Gene nicht nur
isoliert, sondern auch hinsichtlich ihrer Arbeitsweise detail-
liert analysiert werden konnten. Wir verfiigten nun iiber ein
einfaches Priifverfahren fiir die Sequenzen, die Genexpres-
sion und Genfunktion regulieren.
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Michael wechselte an die Cold Spring Harbor Laborato-
ries und identifizierte gleichzeitig mit Bob Weinberg am MIT
das mutierte ras-Gen als Ursache der malignen Transforma-
tion in vielen Krebszellen. Meine Gruppe forschte in viele
Richtungen; zuerst versuchten wir, die regulatorischen Se-
quenzen der spezifischen Genexpression zu identifizieren.
Zur gleichen Zeit erhielt unsere Gruppe Verstirkung von
Dan Littman, der jetzt Professor an der NYU ist. Er
interessierte sich fiir die beiden Molekiile, die die wichtigsten
Klassen der T-Zellen charakterisieren, und gemeinsam mit
einem Studenten, Paul Maddon, gelang es ihm, den Gen-
transfer zur Isolierung dieser beiden Molekiile zu nutzen. Wie
so oft in der Wissenschaft, vergroerte ein gliicklicher Zufall
das Interesse an diesen beiden Molekiilen: Wir zeigten, dass
einer dieser Rezeptoren, CD4, der hochaffine Rezeptor fiir
HIV ist, der die Anlagerung an Immunzellen und ihre
Infektion ermoglicht.

Diese frithen Untersuchungen zu rekombinanter DNA
fielen in eine aufregende Zeit, denn sie fiihrten zu einem
grundlegenden Umdenken in der Biologie und sie bereiteten
den Weg fiir neue Technologien und einen neuen Industrie-
zweig, die Biotechnologie. Anfangs waren wir als ihre Mit-
gestalter moglicherweise ein bisschen hochmiitig, aggressiv
und stolz, und viele haben uns deswegen beschuldigt, ,,Gott*
zu spielen. Als Beweis notierte die Presse, dass ,,ich meinem
ersten Kind den Namen Adam gab.“

Die rekombinante DNA entfachte einige Streitigkeiten.
Es wurde behauptet, dass am Leben herumgepfuscht und
dadurch das Leben gefihrdet werde, und dieser Aufschrei
wurde einer der Hauptanklagepunkte gegen die moderne
Biologie. Die Experimente 16sten endlose Debatten aus, weil
schon die Vorstellung an sich beunruhigend ist, dass Gene aus
einem Organismus entnommen und in einen anderen einge-
setzt werden konnen. Die Leistungsfihigkeit rekombinanter
DNA wurde nicht vorurteilsfrei beurteilt. Man fiirchtete, dass
Biologen mithilfe von rekombinanter DNA sowohl Individu-
en als auch die Evolution ganzer Spezies verdndern konnten.
Diese Kontroverse bestitigt, dass Fortschritte in der Wissen-
schaft nicht immer Vorteile bringen, sondern manchmal auch
Nachteile. Im Fall der rekombinanten DNA sagte Francois
Jacob sinngemif: ,,Die Apokalypse wurde vorhergesagt, aber
nichts geschah. Tatsdchlich hatte die rekombinante DNA
nur positive Effekte. Auf praktischer Ebene ermdglichte uns
die Fahigkeit, eukaryotische Gene replizierende Bakterien zu
bilden, die Produktion von immer mehr klinisch wichtigen
Proteinen. Auf konzeptioneller Ebene lieferte uns das Klonen
von Genen einen detaillierten Einblick in den molekularen
Aufbau einzelner Gene. Durch die prizise Analyse dieser
Gene erfuhren wir ihren Informationsgehalt und die Art und
Weise, mit der sie die FEigenschaften eines Organismus
festlegen.

Auf personlicher Ebene fiihrte mich der Aufstieg der
Biotechnologie in die Welt aulerhalb der Hochschule, und
ich lernte, dass Scharfsinn kein Vorrecht der Universitéten ist.
Ich traf zwei dynamische Leitfiguren der technologischen
Entwicklung, Fred Adler und Joe Pagano, mit denen ich heute
noch gut befreundet bin. Ungeachtet unserer ungleichen
Werdeginge bleiben wir eng verbunden, und sie faszinieren
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mich stets auf Neue, da sich ihr Leben so sehr von dem eines
Universitatsprofessors unterscheidet.

1982 begann ich, iiber mogliche Anwendungen von Mo-
lekularbiologie und rekombinanter DNA-Technologie auf
neurowissenschaftliche Fragen nachzudenken. Die Moleku-
larbiologie wurde erfunden, um grundlegende Probleme der
Genetik auf molekularer Ebene zu 16sen. Mit der Entmysti-
fizierung des Gehirns, mit der Erkenntnis, dass der Verstand
aus dem Gehirn hervorgeht und dass die Gehirnzellen sehr
haufig den gleichen Organisations- und Funktionsprinzipien
gehorchen wie ein Bakterium oder eine Leberzelle, konnten
Molekularbiologen und Genetiker sich vielleicht der Neuro-
wissenschaft anschlieBen, um eine Verbindung zwischen
Genen und Verhalten, Erkenntnis, Gedichtnis, Gefiihlen
und Wahrnehmung zu etablieren. Zu dieser Ansicht kamen
Eric Kandel und ich wiahrend einer Fakultatssitzung, bei der
wir unsere Langeweile durch ein wissenschaftliches Gespriach
bezwangen. Eric pries wie immer tberschwinglich sein
jlingstes Ergebnis, eine Korrelation zwischen einer einfachen
Form des Gedéachtnisses bei der Meeresschnecke Aplysia und
dem Zellgedichtnis auf der Ebene einer spezifischen Sy-
napse. Auf das Zellgeddchtnis waren Molekularbiologen
zuvor bei der Steuerung der Genexpression gestoBen. Der
Zeitpunkt schien gekommen, molekularbiologische Techni-
ken auf die Gehirnfunktion anzuwenden, und Eric Kandel
sollte dabei mein Lehrer sein.

Ein mutiger Postdoktorand, Richard Scheller, jetzt For-
schungsleiter bei Genentech, iibernahm ein Thema der
molekularen Neurobiologie, ohne dass irgendjemand in
meiner Arbeitsgruppe Erfahrungen in Neurowissenschaft
hatte. Gemeinsam mit Richard und Eric suchten wir die
Gene, die angeborene Verhaltensmuster erzeugen. Alle Or-
ganismen zeigen angeborene Verhaltensweisen, die durch die
Evolution geprdgt wurden, iiber Generationen vererbt
werden und trotz Erfahrungen und Lernprozessen weitge-
hend unveridndert bleiben. Die Annahme erschien verniinftig,
dass diese angeborenen Verhaltensweisen von Genen diktiert
werden, die auf molekulares Klonen ansprechen. Die Unter-
suchungen waren aufregend und amiisant, wenn man be-
denkt, dass ich von Aktionspotentialen etwa so wenig
Ahnung hatte wie Kandel vom zentralen Dogma. Richard
Scheller identifizierte mithilfe rekombinanter DNA-Techni-
ken eine Genfamilie fiir einen Satz verwandter Neuropeptide,
deren koordinierte Freisetzung wahrscheinlich das Verhal-
tensmuster bei der Eiablage festlegt. Ein einziges Gen, das
ELH-Gen, spezifiziert ein Polyprotein, das in kleine, biolo-
gisch aktive Peptide zerteilt wird. Auf diese Weise konnen
Peptide, die von einem einzigen Gen verschliisselt werden,
einzelne Komponenten eines Verhaltensmusters vermitteln.

Es hat grof3es Vergniigen bereitet, diese Schnittstelle von
Molekularbiologie und Neurowissenschaft zu untersuchen.
Wichtiger ist noch, dass aus der Zusammenarbeit eine
dauerhafte Freundschaft mit Eric Kandel erwuchs, dessen
scharfen Verstand, unnachahmliches Lachen und unbegrenz-
te Energie ich zu schitzen lernte. 1986 gewann die Neuro-
wissenschaft fiir mich weiter an Bedeutung, als Tom Jessell an
die Columbia University kam und ein Labor neben meinem
bezog. Da sein Labor erwartungsgemaf3 noch nicht fertig war,
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nahm ich Tom gerne als Gast auf, und es entwickelte sich eine
langandauernde wissenschaftliche und personliche Freund-
schaft. Jessell, der zu Understatement neigende, ironische
Brite mit dem scharfen Verstand, schloss sich mit meinem
Mitarbeiter David Julius zusammen, der heute an der Uni-
versity of California in San Francisco lehrt, und gemeinsam
ersannen sie einen intelligenten Versuch zur Isolierung von
Genen, die Neurotransmitter-Rezeptoren verschlisselten.
Durch diese Versuche, moglicherweise die letzten, die Jessell
eigenhédndig durchgefiihrt hat, gelang die Isolierung der Gene
des sieben Transmembrandoménen enthaltenden Sero-
toninrezeptors SHT1C. Allgemeiner lieferten sie ein Expres-
sionssystem zur Identifizierung funktionsféahiger Rezeptorge-
ne, fiir das die Proteinsequenz nicht bekannt sein muss. Mit
Kandel eine Etage tiber mir und Jessell direkt neben mir
konnte ich der Neurowissenschaft nicht entkommen. Ich war
umzingelt, aber ich wollte nicht fliichten, denn ich spiirte, dass
die Neurowissenschaft eine geeignete Beschiftigung fiir
Molekularbiologen war. Woody Allen, wie ich ein New
Yorker, wiirde es so formulieren: ,,Das Gehirn ist mein
zweitliebstes Organ.*

In den spiten 80er Jahren hat mich das Problem der
Wahrnehmung beschéftigt: Wie bildet das Gehirn die Au-
Benwelt ab? Die Beobachtung tierischer Verhaltensweisen
versetzte mich in Erstaunen. Jeder Organismus nimmt nur
einen Teil seiner Umgebung wahr, und worin dieser Teil
besteht, kann bei unterschiedlichen Organismen variieren.
Das Gehirn speichert demnach kein exaktes Bild der Welt,
sondern es erschafft selektiv ein eigenes Bild. Die biologische
Realitét spiegelt somit die besondere Abbildung der Aufien-
welt wider, die ein Gehirn aufbauen kann, und fiir diese
Aufgabe benutzt es Gene. Wenn die Gene tatsdchlich be-
stimmen, welchen Teil der AuBenwelt wir wahrnehmen, dann
sollte die Aufklarung der Genfunktion uns einen Einblick
vermitteln, wie die Aulenwelt im Gehirn représentiert wird.
Gemeinsam mit meiner Kollegin Linda Buck untersuchte ich,
wie chemische Reize im Gehirn abgebildet werden. Die
Aufklarung des Geruchssinns war die perfekte intellektuelle
Zielsetzung fiir einen Molekularbiologen. Wie erkennen wir
die unermessliche Vielfalt von Geruchsstoffmolekiilen? Wir
gingen davon aus, dass daran eine grofe Genfamilie beteiligt
sein miisste, und Linda Buck entwickelte einen kreativen
Ansatz, mit dem sie die Gene der Geruchsrezeptoren iden-
tifizierte. Sie zeigte mir spit eines Nachts voller Uberschwang
ihre Versuchsauswertungen, und ich verstummte — was sonst

1. Einleitung

Das Gemailde La Bonne Aventure des Surrealisten René
Magritte stellt keine Nase dar (Abbildung 1), sondern es gibt
vielmehr die Abbildung von der AuBlenwelt im Gehirn des
Malers wieder. Dieses Bild verrét die Spannung zwischen
Vorstellung und Wirklichkeit, eine stetige Quelle kiinstleri-
scher Kreativitidt, die im Surrealismus ihren Hohepunkt
erreichte. Die Abbildung der AuBenwelt im Gehirn ist nicht
nur ein zentrales Thema in der Kunst, sondern auch die
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nicht meine Art ist. Das Erbgut der Ratte enthielt 1000
Geruchsrezeptorgene, die gro3te Genfamilie im Chromosom,
und somit war der Schliissel fiir die Erkennung einer Vielfalt
von Gertichen gefunden. Noch bedeutender war, dass die
Identifizierung dieser 1000 Gene und deren Expression schon
frith eine unvorhergesehene Logik des Geruchssinns offen-
barte. Die Verwendung dieser Gene zur Manipulation des
Erbguts von Miusen hat uns in der Folge einen Eindruck
vermittelt, wie Geriiche im Gehirn abgebildet werden konn-
ten und wie die Gene unsere Wahrnehmung der Umwelt
gestalten. Von diesem Moment an bis heute war es ein
Vergniigen, diese Entwicklung zu beobachten.

Fiir diese Untersuchungen haben Linda Buck und ich den
Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin verliechen bekom-
men, der uns mit tiefempfundener Ehre und groem Gliick
erfiillt. Aber es gibt tiefere, menschlichere Freuden — meine
beiden Sohne, Adam und Jonathan, meine Schwester Linda,
ein Kreis enger Freunde und eine neue Liebe. Einerseits ist es
bewegend, meine Kinder aufwachsen zu sehen und meinen
Beitrag dazu zu leisten. Andererseits muss ich erniichtert
eingestehen, wie sehr mich meine intensive Beschéftigung mit
der Wissenschaft, die an Besessenheit grenzte, vom Vatersein
abgehalten hat. Aber meine S6hne haben sich von unbéindi-
gen Teenagern zu anstédndigen Studenten entwickelt, und es
ist duBerst unwahrscheinlich, dass sie eine wissenschaftliche
Karriere einschlagen werden. Meine Schwester bleibt ein
enges Mitglied unserer zusehends kleiner werdenden Familie.
Eine neue Liebe ist in mein Leben getreten: die Verhaltens-
genetikerin Cori Bargmann, die heute an der Rockefeller
University arbeitet. Hinter ihrem intensiven Engagement fiir
die Wissenschaft verbirgt sich eine Leidenschaft fiir Biicher,
Musik und Kunst. Ich habe viel von ihr gelernt, am wichtigs-
ten aber ist, dass Cori mich gelehrt hat, Wissensdurst mit
Menschlichkeit und Warme zu verbinden.

Der Nobelpreis wurde mir nicht als Mensch, sondern fiir
meine Arbeit zuteil. Dazu haben zahlreiche hervorragende
Studenten mit ihren Untersuchungen und meine Kollegen mit
scharfsinnigen Anregungen beigetragen. Ich bin ebenfalls
stolz auf die wissenschaftlichen Leistungen meiner Gruppe
und auf die Forscher, die fiir mich gearbeitet haben und nun
eigenstdandig zum Verstdndnis der Biologie beitragen. Des-
wegen nehme ich den Nobelpreis zu treuen Hénden entgegen,
stellvertretend fiir meine Gruppe und die Columbia Univer-
sity, denen ich zu groem Dank verpflichtet bin.

Kernfrage von Philosophie, Psychologie und Neurowissen-
schaft. Wir haben untersucht, wie die Sinneswelt im Gehirn
abgebildet wird.

Alle Organismen haben einen Mechanismus entwickelt,
mit dem sie Sinnesinformationen in der Umwelt erkennen
und ins Gehirn weiterleiten, wo dann eine interne Abbildung
der AuBenwelt erstellt werden muss. Organismen verfiigen
iiber zahlreiche Moglichkeiten, mit der Au3enwelt in Kontakt
zu treten: Einige riechen sie, andere horen sie, viele sehen sie.
Jede Spezies lebt so in ihrer eigenen, einzigartigen Sinneswelt,
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Leci nest pas un nen,

Abbildung 1. Das Gemilde La Bonne Aventure (,,Das schéne Abenteu-
er) von René Magritte (1937) zeigt eine monumentale Nase. Ich habe
die Uberschrift ,,Ceci n’est pas un nez“ (,Dies ist keine Nase*) in Ma-
grittes Handschrift eingefiigt, um die Spannung zwischen Bild und
Realitit zu betonen — ein Konflikt, der vielen seiner Kunstwerke ebenso
innewohnt wie der Wahrnehmungswissenschaft.

die anderen Spezies teilweise oder vollstindig verschlossen
bleibt. So wurde eine Reihe spezifischer Hilfsmittel entwi-
ckelt, die dem menschlichen Wahrnehmungsvermogen fremd
sind: das Biosonar bei Fledermiusen, Infrarotdetektoren bei
Schlangen, elektrische Organe bei Fischen und die Empfind-
lichkeit fiir Magnetfelder bei Vogeln. Ein Organismus nimmt
lediglich einen Teil seiner Umgebung wahr, und dieser Teil ist
bei unterschiedlichen Organismen verschieden. Die Gehirn-
funktionen geben die Umwelt daher nicht genau wieder,
sondern sie schaffen sich ihr eigenes, selektives Bild — ein
Bild, das weitestgehend davon bestimmt wird, was wichtig ist
fiir das Uberleben und die Fortpflanzung der Art.

Sinneseindriicke werden folglich durch das jeweilige
Gehirn verarbeitet; das Gehirn muss also grundsétzlich
iiber die Moglichkeit verfiigen, die Sinneswelt zu erkennen."
Unsere Wahrnehmungen sind keine direkten Aufzeichnun-
gen unserer Umwelt, sie werden vielmehr von uns nach
angeborenen Regeln erzeugt. Farben, Klidnge, Geschmécker
und Geriiche sind Gebilde, die unser Gehirn aus der Sinnes-
erfahrung heraus aktiv errichtet; auflerhalb unserer Sinnes-
erfahrung existieren sie als solche nicht.” Meiner Meinung
nach ist die biologische Realitidt demzufolge gleichbedeutend
mit der jeweiligen Abbildung der Aulenwelt, die ein Gehirn
erstellen kann — und ein Gehirn tut dies mit Genen.

Wenn unsere Gene tatsdchlich unsere Wahrnehmung der
AuBlenwelt bestimmen, dann sollte die Kenntnis ihrer Funk-
tion zeigen, auf welche Weise die AuBenwelt in unserem
Gehirn abgebildet wird. Aber was kann die Molekularbiolo-
gie uns iber die schwer fassbare Gehirnfunktion der Wahr-
nehmung verraten ? Die Molekularbiologie 16st grundlegende
Probleme der Genetik auf molekularer Ebene. Durch die
Entmystifizierung des Gehirns und die Erkenntnis, dass der
Verstand im Gehirn entsteht und die Gehirnzellen hiufig die
gleichen Organisations- und Funktionsprinzipien einsetzen
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wie ein Bakterium oder eine Leberzelle, konnten Molekular-
biologie und Genetik sich mit der Neurowissenschaft zusam-
menschlieBen, um die Beziehung zwischen Genen und Ver-
halten, Erkennen, Gedéchtnis, Gefiihl und Wahrnehmungs-
fahigkeit aufzuklaren.

Warum sollte sich ein Molekularbiologe als Neurowissen-
schaftler, der sich fiir das Wahrnehmungsvermogen interes-
siert, auf den Geruchsinn konzentrieren? Beim Menschen
wird der Geruch hiufig als ein &sthetischer Sinn angesehen,
der bleibende Gedanken und Erinnerungen auslésen kann;
doch der Geruch ist der wichtigste Sinn, denn die meisten
Organismen erkennen so Nahrung, Feinde und Partner. Uber
den Geruch als zentrales Sinneselement nehmen die meisten
Organismen Kontakt zu ihrer Umgebung auf. Menschen sind
weiterhin in der Lage, Hunderttausende verschiedener Ge-
riiche zu erkennen. Der Mechanismus, mit dem ein Organis-
mus die Vielzahl molekularer Strukturen, die Geriiche defi-
nieren, unterscheidet, ist ein faszinierendes Problem der
molekularen Erkennung und des Wahrnehmungsvermogens.
SchlieBlich fiithrt die Untersuchung der Wahrnehmungsfiahig-
keit zwangslaufig zu der Frage, wie ein Sinnesreiz letztlich in
ein aussagekraftiges Ergebnis auf neuraler Ebene — Gedan-
ken und Verhalten — {iibersetzt wird. Beim Geruchssinn
erfolgt der Sinnesreiz durch Chemikalien mit exakt definier-
ter molekularer Struktur. Diese Art der Eingabe ist bei
weitem einfacher als bei einem visuellen Bild, das sich aus
Konturen, Strukturen, Farben, Bewegung und Formen von
verwirrender Komplexitdt zusammensetzt. Das Problem der
Abbildung ist beim Geruchssinn auf die Frage reduziert, wie
definierte chemische Strukturen vom Gehirn erkannt werden.

Linda Buck und ich haben das Thema der Geruchswahr-
nehmung in zwei Fragen aufgeteilt: Welche Mechanismen
wurden zur Erkennung der unermesslich grolen Zahl mole-
kularer Strukturen, die Geriiche definieren, entwickelt?
Offensichtlich miissen die Sinnesnervenzellen der Nase Re-
zeptoren enthalten, die Geruchsstoffmolekiille binden
konnen. Verfiigen wir iiber eine relativ kleine Anzahl ,,pro-
miskuitiver Rezeptoren, die jeweils auf viele Geruchsstoff-
molekiilen ansprechen? Oder l4uft die Geruchserkennung
iiber viele ,keusche*“ Rezeptoren ab, die jeweils nur eine
begrenzten Menge von Geruchsstoffmolekiilen binden? Die
zweite Frage ist konzeptionell sehr viel schwieriger: Wie
unterscheidet der Geruchssinn zwischen der Vielzahl von
Geruchsstoffmolekiilen, die von der Nase erkannt werden?
Formulieren wir es einfacher: Woher weif3 das Gehirn, was
die Nase riecht? Um diese Frage zu beantworten, muss man
wissen, wie die verschiedenen Geriiche im Gehirn abgebildet
und verschliisselt werden.

2. Die grofie Familie der Geruchsrezeptorgene

Wir haben uns der Frage nach der Geruchserkennung
direkt gendhert, indem wir die Gene zur Verschliisselung der
Geruchsrezeptoren isolierten.”’! Die Experimente zur Isolie-
rung dieser Gene beruhten auf drei Hypothesen: 1) Die
Geruchsrezeptoren gehoren wahrscheinlich zur GroBfamilie
der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (G-protein coupled
receptors, GPCR), die intrazelluldre Signale durch Kopplung
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an GTP-Bindungsproteine iibertragen.*” 2) Die groBe

Bandbreite strukturell unterschiedlicher Geruchsmolekiile
lasst vermuten, dass die Geruchsrezeptoren selbst deutliche
Unterschiede aufweisen miissen und deswegen wahrschein-
lich von einer Multigenfamilie verschliisselt werden. 3) Die
Expression der Geruchsrezeptorgene sollte auf das Riech-
epithel beschriankt werden. Im Experiment vervielfiltigten
wir die Mitglieder der GPCR-Genfamilie, die in Riechneu-
ronen exprimiert werden, mithilfe der Polymerase-Kettenre-
aktion (PCR). AnschlieBend untersuchten wir, ob die PCR-
Produkte einer grofen Multigenfamilie angehoren. Dabei
erzeugte die Spaltung einer einzelnen PCR-Bande durch ein
Restriktionsenzym einen Satz von DNA-Fragmenten, deren
summarisches Molekulargewicht deutlich grofer war als das
des urspriinglichen PCR-Produkts.”’! Auf diese Weise identi-
fizierten wir eine Multigenfamilie, die eine gro3e Zahl von
GPCRs verschliisselt und deren Expression auf die Riech-
neuronen beschriankt ist. Spiter wurde gezeigt, dass die
Rezeptoren mit den Geruchsstoffen wechselwirken, wobei
die Energie der Geruchsstoffbindung in Anderungen des
Membranpotentials iibertragen wird.[51

Die komplette Entschliisselung des Erbguts von Maus
und Mensch hat schlieBlich 1300 Geruchsrezeptoren bei der
Maus 2% und 500 beim Menschen identifiziert.'*'%! Wenn
Maiuse 20000 Gene besitzen, dann verschliisseln 5% des
Erbguts (eines von 20 Genen) die Geruchsrezeptoren. Eine
groBle Familie von Geruchsrezeptoren wurde nicht nur bei
den Wirbeltieren, sondern auch in den weitaus einfacheren
Sinnessystemen von Wirbellosen beobachtet. Eine etwas
kleinere, aber hoch diversifizierte Familie von iiber 80
Geruchsrezeptorgenen liegt im Erbgut von Drosophila
vor."1%30:67 Der Wirbellose C. elegans mit lediglich 302
Neuronen und 16 Riechneuronen exprimiert iiber 1000
Geruchsrezeptorgene.™?!l Diese Experimente beantworten
die erste Frage: Wir erkennen die Vielzahl molekularer
Strukturen, die als Geriiche definiert sind, durch eine grof3e
Anzahl von Geruchsrezeptoren, die in unserem Erbgut durch
Gene verschliisselt sind.

Die Beobachtung, dass zum Erkennen von Geriichen
mehr als 1000 Rezeptoren benétigt werden, ldsst einen
konzeptionellen Unterschied zwischen dem Geruchssinn
und anderen Sinnen vermuten. Beim Farbensehen unter-
scheidet der Mensch mithilfe von nur drei verschiedenenen
Photorezeptoren zwischen iiber hundert Farbtonen.>%!
Diese Photorezeptoren haben unterschiedliche, aber iiber-
lappende Absorptionsspektren. Die Farberkennung wird als
Ergebnis eines Vergleichs von Informationen dieser drei
Arten von Photorezeptoren angesehen. Wohingegen drei
Photorezeptoren Licht des gesamten sichtbaren Spektrums
absorbieren, lassen unsere Ergebnisse den Schluss zu, dass
eine kleine Anzahl von Geruchsstoffrezeptoren nicht das
komplette Spektrum verschiedener Molekiilstrukturen ab-
deckt, die von der Sdugetiernase wahrgenommen werden.
Vielmehr erfolgt die Geruchswahrnehmung durch eine Viel-
zahl von Rezeptoren, die jeweils nur wenige Geruchsstoffe als
Liganden erkennen.

Die verglichen mit der Rezeptorzahl in anderen Sinnes-
systemen grofle Zahl von Geruchsrezeptoren spiegelt viel-
leicht die Tatsache wider, dass der Reiz beim Sehen und
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Horen stufenlos variiert. Bei Farbe ist es ein quantitativer
Unterschied eines einzigen Parameters, der Wellenldnge des
Lichts. Ebenso stetig dndert sich ein wichtiger Parameter
beim Horen, die Schallfrequenz. Die vielféltigen chemischen
Strukturen von Geruchsstoffen unterscheiden sich nicht
durch die stetige Verdnderung eines einzelnen Parameters,
und deshalb konnen sie nicht von wenigen Rezeptoren erfasst
werden. Vielmehr erfordert das komplette Spektrum mole-
kularer Strukturen, die vom Geruchssinn wahrgenommen
werden, eine Vielzahl von Rezeptoren, die jeweils nur wenige
Geruchsstoffe spezifisch als Liganden erkennen.

3. Eine topographische Karte im Riechhirn

Als néchstes wandten wir uns der Frage der Geruchsun-
terscheidung zu: Woher wei3 das Gehirn, was die Nase
riecht? Durch die Identifizierung einer groen Familie von
Rezeptorgenen war es uns moglich, diese Frage auf moleku-
larer Ebene zu formulieren: Woher weif3 das Gehirn, welcher
der zahlreichen Rezeptoren von einem bestimmten Geruchs-
stoff aktiviert wurde ? Die Erklarung eines Mechanismus, mit
dem das Gehirn die von verschiedenen Geruchsstoffen
aktivierten Rezeptorkombinationen erkennt, wiirde eine
Logik der Geruchsunterscheidung liefern. Durch den
Beweis, dass jedes einzelne Riechneuron nur eines von 1000
Rezeptorgenen exprimiert, wurde das Problem weiter ver-
einfacht.!”?Y Diese Beobachtung resultierte aus Klonierungs-
versuchen mit cDNA aus einzelnen Neuronen. So konnten
wir die Frage, wie das Gehirn feststellt, welcher Rezeptor
aktiviert wurde, weiter reduzieren: Woher weif3 das Gehirn,
welches Neuron von einem bestimmten Geruchsstoff akti-
viert wurde ? Ebenso wie in anderen Sinnessystemen konnte
ein unveridnderliches raiumliches Muster der Projektionen der
Riechneuronen eine topographische Karte der Rezeptorak-
tivitat liefern, die die Qualitit eines Reizes festlegt.

In anderen Sinnessystemen erzeugen rdumlich getrennte
afferente Eingaben von peripheren Sinnesneuronen eine
topographische Karte, die den Ausgangspunkt des Reizes in
der Umgebung lokalisiert und seine Qualitét festlegt. Die
Prozesse der Geruchswahrnehmung liefern keine Informa-
tionen iiber die Position der Quelle eines Geruchsreizes. Da
es diese Lokalisierungsfunktion nicht ausfiihrt, konnte das
olfaktorische System die rdumliche Auftrennung einsetzen,
um die Qualitét eines Geruchs zu definieren. Mein Mitarbei-
ter Robert Vassar und Kerry Ressler in Linda Bucks Gruppe
haben aus diesem Grund das rdumliche Muster der Rezep-
torgenexpression im Riechepithel mithilfe von In-situ-Hy-
bridisierung untersucht. Dabei beobachteten sie, dass Zellen,
die ein bestimmtes Rezeptorgen exprimieren, auf einen von
vier ausgedehnten, aber getrennten Zonen beschréankt
sind.®>?! Das Hauptmerkmal bei dieser Ordnung besteht
allerdings darin, dass Neuronen, die ein bestimmtes Rezep-
torgen exprimieren, innerhalb einer Zone nicht in Gruppen
angeordnet sind, sondern vielmehr wie zufillig verstreut
erscheinen. Bei In-situ-Hybridisierungsexperimenten am
Riechhirn, der ersten Anlaufstelle der Riechneuronen im
Gehirn, entdeckten sie eine topographische Ordnung:*"*!
Neuronen, die ein bestimmtes Rezeptorgen exprimieren,
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projizieren trotz ihrer willkiirlichen Position im Riechepithel
auf rdumlich unverdnderliche Glomeruli an bestimmten
Stellen im Riechhirn und erzeugen so eine topographische
Karte.

Mein Mitarbeiter Peter Mombaerts entwickelte eine
genetische Methode, um den Weg der Axone von Riechneu-
ronen, die ein bestimmtes Geruchsrezeptorgen exprimieren,
zum Gehirn zu visualisieren.””) Wir haben Rezeptorgene
durch gezielte Mutagenese in der Keimbahn von Maéusen
verdndert. Diese genetisch veridnderten Rezeptorgene ver-
schliisselten nun eine bicistronische mRNA, die die Transla-
tion des Rezeptors zusammen mit tau-lacZ ermoglicht, einer
Fusion aus dem Mikrotubuli-assoziierten Protein tau und (3-
Galactosidase. Bei diesen Méusen exprimierten die Riech-
neuronen, die einen bestimmten Rezeptor transkribieren,
auch tau-lacZ in ihren Axonen, sodass die Projektionsmuster
im Gehirn direkt visualisiert werden konnten (Abbildung 2).

Neuronen, die ein bestimmtes Rezeptorgen exprimieren,
enden in nur zwei topographisch feststehenden Orten oder
Glomeruli; so werden in beiden Riechhirnhilften spiegel-
bildliche Karten erzeugt. Neuronen, die unterschiedliche
Rezeptorgene exprimieren, projizieren auf verschiedene
Glomeruli. Die Position der einzelnen Glomeruli ist topo-
graphisch definiert und bei allen Individuen einer Spezies
gleich (Abbildung 3). Einzelne Geruchsstoffe konnten eine
Teilmenge von Rezeptoren aktivieren, die dann im Riechhirn
ein spezifisches topographisches Aktivititsmuster erzeugen
wiirden; so wire die Qualitit eines Geruchsreizes durch ein
rdumliches Muster der Glomeruliaktivitit verschliisselt.

Die Identifizierung einer anatomischen Karte des Ge-
ruchssinns wirft vier Fragen auf. 1) Wie verhalt es sich mit der
Einzigartigkeit bei der Rezeptorgenauswahl? Welcher Me-
chanismus stellt sicher, dass ein Sinnesneuron nur einen
einzigen Rezeptorgen exprimiert und dann prézise zu einem

R. Axel

von 1000 topographisch feststehenden Glomeruli verlduft.
2) Wird die anatomische Karte in eine funktionale Karte
iibersetzt, sodass unterschiedliche Geriiche verschiedene
Aktivitdtsmuster auslosen? 3) Besteht eine Verbindung zwi-
schen bestimmten rdumlichen Mustern der Glomeruliaktivi-
tiat und spezifischen Verhaltensweisen ? 4) Wie wird die Karte
gelesen? Wie ordnet das Gehirn einem Aktivitdtsmuster
einen bestimmten Geruch zu?

4. Rezeptorauswahl und die topographische Karte

Die topographische Karte des olfaktorischen Systems
unterscheidet sich in ihrer Art von den geordneten retinoto-
pischen, tonotopischen oder somatotopischen Sinneskarten,
die die periphere Rezeptoranordnung im zentralen Nerven-
system (ZNS) in einer Weise abbilden, dass Nachbarschaften
in der Peripherie im ZNS konserviert sind (fiir Ubersichten
siche Lit. [30,31]). So kann die Identitdt peripherer Rezep-
torzellen durch ihren Platz in einer Rezeptoranordnung
vorherbestimmt werden. Rdumliche Muster in der Peripherie
geben in diesen Fillen den individuellen Neuronen Lagein-
formationen vor, die ihre geordnete Abbildung im Gehirn
regeln.

Im olfaktorischen System liegen die Rezeptorzellen in der
Peripherie dagegen nicht geordnet vor. Neuronen, die einen
bestimmten Rezeptor abbilden, sind iiber eine festgelegte
Zone verstreut, und die Ordnung wird erst im Riechhirn
hergestellt, indem Neuronen, die ein bestimmtes Rezeptor-
gen exprimieren, an einem Glomerulus gebiindelt werden,
und so eine topographische Karte erzeugen. Riechneuronen
unterscheiden sich voneinander nicht durch ihre Position in
einer Rezeptoranordnung, sondern vielmehr durch die Art
des Rezeptorgens. Die enge Verflechtung zwischen der

P2 [IRES

Abbildung 2. Die Konvergenz der Axone von Neuronen, die ein bestimmtes Rezeptorgen exprimieren. Geruchsrezeptorgenloci wurden durch ho-
mologe Rekombination in ES-Zellen verindert, um Miusestimme zu erzeugen, bei denen Zellen, die einen bestimmten Rezeptor synthetisieren,
auch ein Fusionsprodukt aus dem Mikrotubuli-assoziierten Protein tau und B-Galactosidase produzieren. Die Photos zeigen Neuronen, die entwe-
der das M12- (links) oder das P2-Rezeptorgen (rechts) exprimieren, sowie deren Axone, die durch das Siebbein zu einem definierten Ort im Riech-
hirn verlaufen. Neuronen, die verschiedene Rezeptorgene exprimieren, enden in unterschiedlichen Glomeruli. Die genetischen Verdnderungen, die
zur koordinierten Expression von Rezeptorgen und tau-lacZ fiihren, sind unterhalb der Photos zu sehen.
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Abbildung 3. Topographische Karte der Axone von Sinneszellen im Riechhirn. Das Bild zeigt Neuronen, die zwei modifizierte P2-Allele exprimie-
ren: P2-IRES-tau-lacZ (rot) oder P2-IRES-GFP (griin). Die Axone dieser Neuronen treffen sich in einem gemeinsamen Glomerulus des Riechhirns.
Neuronen, die unterschiedliche Rezeptorgene exprimieren, enden in verschiedenen Glomeruli (schematisch dargestellt). Alle Zellkerne sind mit
TOTO-3 blau eingefarbt. Die relativen Positionen der verschiedenen Glomeruli sind bei individuellen Mausen identisch; dies belegt die Unverin-

derlichkeit der topographischen Karte im Riechhirn.

Auswabhl eines Geruchsrezeptors und dem Ort der Axonkon-
vergenz lasst auf ein Modell schlieBen, bei dem der Geruchs-
rezeptor sowohl in Dendriten vorliegt, wo er in der Peripherie
Geruchsstoffe erkennt, als auch in Axonen, wo er die
Zielauswahl im Riechhirn bestimmt. Dies wiirde dem Riech-
neuron eine eindeutige Identitdt geben: Sowohl der Geruchs-
stoff, auf den es anspricht, als auch der Zielglomerulus, in dem
sein Axon endet, sind vorgeschrieben. Dient der Geruchsre-
zeptor auch als Aktivierungsmolekiil, so ergeben sich zwei
experimentell iiberpriifbare Voraussagen: Zum einen sollte
der Rezeptor sowohl in Axonen als auch in Dendriten
vorhanden sein, und zum anderen konnten genetische Ver-
anderungen in der Rezeptorsequenz die topographische
Karte verdndern.

Die erste Voraussage wurde von Gilad Barnea gepriift,
der spezifische Antikorper gegen zwei Geruchsrezeptoren
erzeugte und den Ort der Rezeptorgenexpression in Sinnes-
neuronen untersuchte."’” Mit Antikérpern gegen extrazellu-
lare und cytoplasmatische Epitope der Geruchsrezeptoren
MOR28 und MORI11-4 der Maus stellten wir in den dendri-
tischen Veristelungen des Riechepithels, in denen die Ge-
ruchsstoffbindung erfolgt, eine intensive Anfarbung fest. Im
Riechhirn fiarbte der Antikérper Axontermini, deren Stringe
zu zwei Glomeruli fithren (Abbildung 4). Die Anfirbung im
Riechhirn von Méiusen, die das Allel MOR28-IRES-tau-lacZ
tragen, zeigt deutlich, dass die mit dem Antikorper fiir
MOR28 angefiarbten Glomeruli auch die tau-lacZ-Fasern
aufnehmen. Somit wurde der Rezeptor sowohl in den Den-
driten als auch in den Axonen der Sinnesneuronen nachge-
wiesen.

In einer zweiten Versuchsreihe lieferte meine Studentin
Fan Wang den genetischen Beweis dafiir, dass der Rezeptor
auf Axonen ein Aktivierungsmolekiil ist. Wir modifizierten
unseren Gentargeting-Ansatz, um festzustellen, ob die Sub-
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stitution der P2-Rezeptor-Codierungssequenz das Projekti-
onsverhalten der Neuronen verindert, die dieses modifizierte
Allel exprimieren.® Wir tauschten die Codierungsregion des
P2-Gens gegen die Codierungsregionen verschiedener ande-
rer Rezeptoren und untersuchten die Auswirkungen auf die
topographische Karte. Die Substitution der Codierungsregion
von P2 durch diejenige des Rezeptorgens P3, das homolog zu
P2 ist und in der gleichen Epithelregion exprimiert wird,
fithrte zur Projektion von Axonen auf einen anderen Glo-
merulus, der sich in unmittelbarer Ndhe des P3-Glomerulus
im Wildtyp befand. Substitutionen, bei denen die P2-Codie-
rungssequenzen durch Rezeptorgensequenzen ersetzt
werden, die entweder aus anderen Regionen oder von
anderen Chromosomenloci stammen, fiihrten ebenfalls zur
Konvergenz an anderen Glomeruli. Zusammen mit neueren
Experimenten mit weitreichenderen genetischen Modifika-
tionen ! stiitzen diese Beobachtungen die Annahme, dass
der Geruchsrezeptor als Komponente des Aktivierungspro-
zesses eine wichtige Rolle beim Axon-Targeting spielt.

Auf welche Weise beteiligen sich die Geruchsrezeptoren
am Aktivierungsprozess? In einem Modell liegt der Geruchs-
rezeptor gemeinsam mit anderen Aktivierungsrezeptoren am
Axon-Terminus vor, wo er Positionssignale des Riechhirns
erkennt. Jede der 1000 verschiedenen Arten von Sinnesneu-
ronen wird folglich eine einzigartige Kombination von Akti-
vierungsrezeptoren enthalten, die jeweils einen Code fiir
einen einzigen Glomerulus definiert. Ein solches Modell
impliziert nicht notwendigerweise, dass 1000 verschiedene
Signale an bestimmten Stellen des Riechhirns auftreten.
Vielmehr konnte eine kleine Zahl abgestufter Signale fiir die
unterschiedliche Aktivierung der verschiedenen Geruchsre-
zeptoren auf den Axon-Termini sorgen. Auf diese Weise
werden die unterschiedlichen Affinitdten einzelner Rezepto-
ren fiir eines oder wenige Signale, und moglicherweise die
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Abbildung 4. Der Geruchsrezeptor liegt sowohl an den Dendriten als auch an den Axonen der Riechneuronen vor. Im Riechepithel (obere Bilder)
und Riechhirn (untere Bilder) der Maus wurde der MOR28-Rezeptor mit einem Antikérper an einem cytoplasmatischen (links) oder extrazelluldren
Epitop (Mitte) angefirbt. Diese Experimente bestitigen, dass Geruchsrezeptoren sowohl im Zellkérper und den Dendriten im Epithel als auch in
den Axon-Termini innerhalb eines Glomerulus des Riechhirns vorhanden sind. Die Antikérperanfirbung im Riechhirn zeigt den Ort, an dem die

MOR28-Axone konvergieren. Adaptiert mit Erlaubnis aus Lit. [32].

verschiedenen Rezeptorkonzentrationen, die Auswahl des
Zieles bestimmen. Ein solches Modell entspricht den Reti-
notopie-Modellen, bei denen ein Gradient des Aktivierungs-
rezeptors auf Retina-Axonen zu einem Positionsgradienten
der Aktivierungssignale im Tectum fiihrt (fir Ubersichten
siehe Lit. [31]).

5. Die einmalige und dauerhafte Rezeptorauswahl

Wenn ein Geruchsrezeptor die Funktion eines Sinnes-
neurons und seinen Projektionsort im Gehirn festlegt, dann
ist die Expression eines einzelnen Rezeptorgens in einem
Neuron ein Hauptmerkmal der Geruchswahrnehmung. Dies
wirft sofort die Frage auf, welcher Mechanismus zur Expres-
sion eines einzigen Rezeptorgens aus einer Familie von iiber
1000 Genen entwickelt wurde. Ein Modell zur Kontrolle der
Geruchsrezeptorgenexpression sagt die Existenz von 1000
verschiedenen Sinnesneuronen voraus, die jeweils durch eine
einzigartige Kombination von Regulatoren dazu gebracht
werden, ein anderes Geruchsrezeptorgen auszuwihlen.
Dieses deterministische Modell besagt, dass alle Geruchsre-
zeptorgene verschiedene cis-regulatorische Sequenzen ent-
halten, die von einzigartigen Sdtzen von Transkriptionsfak-
toren erkannt werden. Eine Variante, das stochastische
Modell der Rezeptorgenauswahl, geht davon aus, dass alle
Geruchsrezeptorgene innerhalb eines Bereichs die gleiche
cis-regulatorische Information enthalten und von dem glei-
chen Satz von Transkriptionsfaktoren gesteuert werden. Bei
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diesem Modell muss ein spezieller Mechanismus sicherstel-
len, dass genau ein Rezeptorgen exprimiert wird. Sobald ein
spezifischer Rezeptor zur Expression ausgewéhlt wurde, muss
dariiber hinaus die gewihlte Transkription iiber die gesamte
Lebensdauer der Zelle Bestand haben, weil ein Wechsel des
Rezeptors nach der Bildung stabiler Synapsen starke Stérun-
gen bei der Geruchsunterscheidung hervorrufen wiirde.
Eine Reihe transgener Experimente, die von Ben Shykind
in meiner Arbeitsgruppe sowie von anderen Gruppen ausge-
fiihrt wurden, hat den stochastischen Mechanismus der
Rezeptorauswahl bestitigt.***”1 Wir erzeugten Miuse, bei
denen das endogene Allel P2 durch das Allel P2-IRES-tau-
lacZ ersetzt war, und setzten ebenfalls ein zuféllig integriertes
P2-IRES-GFP-Transgen in die Chromosomen dieses Stamms
ein. Bei einem deterministischen Modell sollte eine einzigar-
tige Kombination von Transkriptionsfaktoren sowohl das
endogene als auch das transgene Allel P2 aktivieren, sodass
Zellen, die lacZ des endogenen Allels P2-IRES-tau-lacZ
exprimieren, auch das GFP des Transgens P2 exprimieren
miissten. Bei der Untersuchung des Riechepithels dieser
Maiuse zeigte sich allerdings eine ausschlieliche P2-Expres-
sion: Zellen, die das endogene Allel P2 exprimieren, expri-
mieren niemals das Transgen. Bei einem konzeptionell &hn-
lichen Experiment erzeugten wir transgene Mause mit einer
integrierten Reihe multipler P2-Transgene, darunter P2-
IRES-tau-lacZ und P2-IRES-GFP, am gleichen Chromoso-
menlocus. Bei diesen Stimmen beobachteten wir eine aus-
schlieBliche Transgenexpression: Neuronen, die das Transgen
P2-IRES-tau-lacZ exprimieren, exprimieren nicht das ange-
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bundene Gen P2-IRES-GFP. Diese Experimente stiitzen ein
Modell, in dem die Rezeptorauswahl nicht deterministisch,
sondern vielmehr stochastisch ist.

Sobald ein bestimmtes Rezeptorgen zur Expression aus-
gewihlt wurde, muss diese Transkription wéhrend der Le-
bensdauer der Zelle Bestand haben, weil ein Wechsel des
Rezeptors nach der Bildung stabiler Synapsen starke Stérun-
gen bei der Geruchsunterscheidung hervorrufen wiirde.
Kiirzlich entwickelte mein Mitarbeiter Ben Shykind zusam-
men mit den Gruppen um Randall Reed und Hitoshi Sakano
genetische Strategien, um die Stabilitdt der Rezeptorauswahl
zu priifen.®*! Wir verfolgten mithilfe eines Markers das
Verhalten von Sinnesneuronen, die entweder ein intaktes
oder ein infolge Deletion nichtfunktionales MOR28-Gen
exprimieren. Vollentwickelte Neuronen, die ein intaktes
MOR28-Rezeptorgen exprimieren, aber noch keine stabilen
Synapsen im Gehirn gebildet haben, konnen den Rezeptor
wechseln, wenn auch nur langsam. Solche Wechsel sind eine
Eigenart der Rezeptorgenauswahl im Wildtyp. Neuronen, die
zunichst ein mutiertes MOR28-Rezeptorgen exprimieren,
wechseln schnell zur Expression anderer Rezeptorgene,
sodass jedes Neuron nur ein bestimmtes Rezeptorgen stabil
transkribiert. Diese Beobachtungen lassen einen Mechanis-
mus der Rezeptorgenauswahl vermuten, bei dem eine Zelle
nur ein Rezeptorallel auswéhlt, aber langsam wechseln kann.
Die Expression eines Gens fiir einen funktionsfdhigen Re-
zeptor wiirde dabei ein Signal auslosen, das den Wechsel
unterdriickt und die Geruchsrezeptorauswahl stabilisiert.
Neuronen, die zunéchst ein mutiertes Rezeptorgen exprimie-
ren, erhalten kein solches Signal und wechseln die Gene, bis
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sie sich auf das Gen eines funktionsfihigen Rezeptors
festlegen (Abbildung 5).

Das Erbgut der Maus enthélt 340 Geruchsrezeptor-Pseu-
dogene, wohingegen das menschliche Erbgut 550 Pseudogene
enthilt, von denen einige weiterhin transkribiert werden.!!®!
Die Expression eines Pseudogens wiirde Sinnesneuronen
erzeugen, die unfihig zur Geruchserkennung sind. Ein Me-
chanismus, der einen Wechsel ermdglicht, 16st das Problem
der Pseudogene: So steht eine alternative Transkriptions-
moglichkeit zur Verfiigung, falls Pseudogene ausgewihlt
werden, und jedes Neuron kann ein Gen fiir einen funkti-
onsfidhigen Rezeptor exprimieren. Durch dieses Serienmo-
nogamie-Modell ist sichergestellt, dass jedes Neuron tiber
seine gesamte Lebensdauer nur einen einzigen Rezeptor
synthetisiert. Die Riickkopplung, die bei Expression des Gens
eines funktionsfihigen Geruchsrezeptors den Wechsel zu
anderen Geruchsrezeptoren verbietet, erinnert an das Prinzip
des Allelausschlusses bei T- und B-Lymphozyten.

6. Eine geklonte Maus aus einem Riechneuron

Welcher Mechanismus steuert, dass ein einzelnes Rezep-
torgen stochastisch in einem Sinnesneuron ausgewihlt wird ?
Ein Modell postuliert die DNA-Rekombination von Ge-
ruchsrezeptorgenen an einem einzigen aktiven Expressions-
ort im Chromosom. Die DNA-Rekombination stattet Sac-
charomyces cerevisiae,”"" Trypanosomen® und Lymphozy-
ten® mit einem Mechanismus aus, um ein stochastisch
ausgewdihltes Mitglied eines Gensatzes, der Wechselwirkun-

A Auswahl eines funktionsfahigen Rezeptors fihrt zu Stabilisierung durch Rickkopplung:

Zellkern
instabile Expression

Zellkem
Stabilisierung

B Auswahl eines nicht funktionsfahigen Rezeptors fuhrt zum Wechsel:

Zellkem
instabile Expression

Zellkemn
instabile Expression

Wechsel

Zellkemn
Stabilisierung

Abbildung 5. Riickkopplungsmodell der stabilen Expression eines funktionsfihigen Rezeptorgens. A) Die Transkriptionsmaschinerie (blaue Kugel)
exprimiert nur eines von 1000 Geruchsrezeptorgenen (im Beispiel R2). R2 verschliisselt einen funktionsfihigen Rezeptor; eine Riickkopplung (rote
Kugel) schreibt die Rezeptorauswahl fest. B) Wihlt die Transkriptionsmaschinerie den nicht funktionsfihigen Rezeptor R1 aus, der keine Riick-
kopplung senden kann, so kommt es zu einem Wechsel: Die Transkriptionsmaschinerie wahlt einen zweiten Rezeptor zur Expression aus, der
eine Riickkopplung aussendet (im Beispiel R2). Durch diesen Mechanismus ist sichergestellt, dass ein Neuron das Gen eines funktionsfihigen

Geruchsrezeptors exprimiert.
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gen der Zellen mit der Umgebung vermittelt, zu exprimieren.
Die Neuordnung der Gene in Trypanosomen und Lympho-
zyten hat ein wichtiges Merkmal mit der Rezeptorgenauswahl
bei Riechneuronen gemeinsam: die zufillige Genauswahl.
Der Nachweis der Rekombination von Geruchsrezeptorge-
nen wurde allerdings erheblich durch den Umstand er-
schwert, dass keine Neuronenpopulationen oder Populatio-
nen klonaler Zell-Linien erhalten werden konnten, die das
gleiche Rezeptorgen exprimieren. Meine Mitarbeiterin Kris-
tin Baldwin beschiftigte sich in Zusammenarbeit mit Rudy
Jaenisch, Kevin Eggan und Andy Chess am MIT mit dieser
Aufgabe; sie erzeugten ES-Zell-Linien und klonten M&use
ausgehend von den Zellkernen der Riechneurone, die das P2-
Rezeptorgen exprimieren (Abbildung 6).*! Die Idee fiir die

A —> —

[RosA26|10xP [sTOP|I0xP [weakaFP]

C

D . E .
Abbildung 6. Klonen einer Maus aus Riechneuronen, die das P2-Ge-
ruchsrezeptorgen exprimieren. A) Genetische Strategie zur Markierung
des Sinnesneurons, das P2 exprimiert, mit GFP sowie zur Markierung
von Riechneuronen durch eine einzige Deletion in der DNA. B) Das
Riechepithel einer Maus mit den in (A) beschriebenen genetischen Ver-
dnderungen. Der Kern einer Zelle, die das P2-Geruchsrezeptorgen ex-
primiert, wurde ausgewihlt und in einen Oozyten ohne Zellkern einge-
setzt. Das Epithel wurde einerseits mit dem Antikérper von Cre-Re-
combinase (rot) angefirbt, um die Sinnesneuronen zu markieren, an-
dererseits mit GFP (griin), um Zellen zu identifizieren, die P2 exprimie-
ren. C) Ein griines P2-IRES-GFP-exprimierendes Neuron wurde dem
Riechepithel eines Versuchstiers entnommen. D) Das Riechepithel
einer Maus, die aus dem Kern einer das P2-Rezeptorgen exprimieren-
den Zelle geklont wurde, zeigt eine normale Verteilung von P2-expri-
mierenden Zellen. Axone dieser Neuronen konvergieren in einem einzi-
gen Glomerulus im Riechhirn (E). Alle Zellkerne wurden mit TOTO-3
blau gefirbt. Da Miuse, die aus Kernen von P2-exprimierenden Zelle
geklont wurden, dieses Gen nicht vorzugsweise im Riechepithel expri-
mieren, liegt die Vermutung nahe, dass die Rezeptorgenauswahl nicht

mit einer DNA-Rekombination einhergeht. Adaptiert mit Erlaubnis aus
Lit. [44].
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Erzeugung geklonter Méuse aus Nasenzellen stammt ur-
spriinglich aus der futuristischen Komddie Sleeper, die Woody
Allen 1978 verfilmte. In diesem Film wird versucht, einen
totalitdren Fiihrer durch Klonen seines einzigen iiberleben-
den Korperteils, der Nase, wieder auferstehen zu lassen.
Fiinfundzwanzig Jahre spater hat die Wissenschaft die Kunst
durch die Erzeugung geklonter Miuse aus einem einzigen
Riechneuron eingeholt.

Falls eine DNA-Rekombination mit der Rezeptorgenaus-
wahl einhergeht, so behaupten wir, dass das Riechepithel
geklonter Méuse, die von einem P2-exprimierenden Sinnes-
neuron abstammen, in Bezug auf die Rezeptorgenexpression
klonal wire; alle Zellen miissten das neugeordnete Allel P2
transkribieren. Die Analyse der DNA-Sequenz und -Organi-
sation in der Umgebung des in geklonten Méusen exprimier-
ten Allels P2 ergab keinen Hinweis auf Genkonversion oder
-verschiebung am P2-Locus. Dariiber hinaus war das Muster
der Rezeptorgenexpression im Riechepithel der geklonten
Maus normal. Multiple Geruchsrezeptorgene werden abge-
bildet, ohne dass eine Priferenz fiir das im Stammkern
transkribierte Allel P2 festzustellen wire (Abbildung 6).
Diese Daten und die Ergebnisse dhnlicher Experimente von
Peter Mombaerts*! belegen, dass der Mechanismus fiir die
Auswahl eines einzigen Geruchsrezeptorgens keine irrever-
siblen Verdnderungen der DNA bewirkt. Weiter gefasst
deutet die Erzeugung fruchtbarer geklonter Miuse, die in
Bezug auf Anatomie und Verhalten vom Wildtyp nicht
unterscheidbar sind, darauf hin, dass das Erbgut eines post-
mitotischen, vollstdndig differenzierten Riechneurons wieder
in den Zellzyklus eintreten und nach Kerntransfer einen
Totipotenzzustand erreichen kann. Die stochastische Aus-
wahl eines einzelnen Geruchsrezeptorgens erfolgt demnach
nicht durch DNA-Rekombination, sondern vielmehr mit
einem geschwindigkeitsbestimmenden Transkriptionsprozess,
an dem moglicherweise eine einzelne Transkriptionsmaschi-
nerie beteiligt ist, die nur ein bestimmtes Geruchsrezeptorgen
stabil anzuordnen vermag.

7. Der Geruchssinn der Fliege: eine funktionale
Karte in den Antennalloben

Die Identifizierung einer anatomischen Karte im Riech-
hirn wirft sofort die Frage auf, ob diese Karte die Geruchs-
qualitidt aussagekriftig wiedergibt und in ein geeignetes
Verhalten umsetzt. Wir haben die Abbildung von Geruchs-
reizen aus der Umwelt im Gehirn der Fruchtfliege untersucht.
Bei Fruchtfliegen werden komplexe Verhaltensweisen durch
ein olfaktorisches System gesteuert, das in anatomischer und
genetischer Hinsicht einfacher ist als das der Wirbeltiere. Die
genetische Analyse des Geruchssinns von Drosophila bietet
uns somit ein Modell, um den mechanistischen Zusammen-
hang zwischen Verhalten und Geruchswahrnehmung zu er-
forschen. Die Geruchserkennung erfolgt bei Drosophila tiber
Sinneshirchen auf der Oberfldache des dritten Antennenseg-
ments und des Kieferfiihlers. Die Riechneuronen im Innern
der Sinneshirchen verlaufen zu einem der zahlreichen Glo-
meruli im Antennallobus des Gehirns.***! Leslie Vosshall
und Allan Wong haben gezeigt, dass diese Sinnesneuronen
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nur jeweils eines von tiber 80 Geruchsrezeptorgenen expri-
mieren. Neuronen, die das gleiche Rezeptorgen exprimieren,
projizieren genau auf ein, oder selten zwei, rdumlich unver-
dnderliche Glomeruli im Antennallobus, dem anatomischen
Aquivalent zum Riechhirn der Séugetiere (Abbildung 7

) [48-50]

Abbildung 7. Eine Karte der Geruchswahrnehmung im Antennallobus
der Fliege. Neuronen, die das Geruchsrezeptorgen OR47b exprimieren,
exprimieren auch das Transgen Synaptobrevin-GFP und konvergieren
jeweils in einem einzigen Glomerulus. Die Karten in beiden Teilen des
Antennallobus sind symmetrisch.

Die anatomische Organisation des olfaktorischen Systems
ist somit bei Drosophila und den Siugetieren bemerkenswert
dhnlich. Ungeachtet der 600 Millionen Evolutionsjahre, die
Insekten von Sdugetieren trennen, hat sich das Prinzip der
Geruchserkennung also nicht geéndert, und daher ist es als
eine effiziente Losung fiir dieses komplexe Problem anzuse-
hen. Bei Fliegen wie bei Maiusen liefert die Konvergenz
gleicher Axone in diskreten Glomeruli ein Muster der
Rezeptoraktivierung in der ersten Anlaufstelle fiir Geruchs-
informationen im Gehirn, sodass die Qualitit eines Geruchs
durch rdumliche Aktivitdtsmuster wiedergegeben wird, zu-
ndchst im Antennallobus bzw. im Riechhirn und schlielich in
hoheren Riechzentren.

Y

Hexan

Hexan
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Eine funktionale Analyse der Logik der Geruchswahr-
nehmung zeigt durch Geriiche hervorgerufene Aktivitéts-
muster auf neuraler Ebene und entschliisselt letztlich die
Bedeutung dieser Muster fiir die Geruchsunterscheidung.
Mithilfe von Zweiphotonen-Calciumbildgebung untersuch-
ten wir die Beziehung zwischen der anatomischen Karte und
der funktionalen Karte im Antennallobus.”'! Meine Mitar-
beiter Jing Wang und Allan Wong stellten Drosophila-
Gehirnpréparate her, die durch Zweiphotonen-Calciumbild-
gebung analysierbar waren und bis zu fiinf Stunden auf
Geruchsstimulation ansprachen. Wir fiihrten das calcium-
empfindliche fluoreszierende Protein G-CaMP in primére
Riechneuronen und Projektionsneuronen ein. G-CaMP be-
steht aus einem circular permutierten EGFP, das am N-
Terminus von der Calcium-Bindungsstelle von Calmodulin
und am C-Terminus vom M13-Fragment der Myosin-Light-
Chain-Kinase flankiert ist.”? In Gegenwart von Calcium
wechselwirkt Calmodulin mit dem M13-Fragment und 16st
damit eine Konformationsinderung im EGFP aus. Der
daraus resultierende Anstieg der Fluoreszenzintensitét spie-
gelt die Verdnderungen der intrazelluldren Calciumkonzen-
tration wider, die als Maf} fiir die elektrische Aktivitit
angesehen wird. Dariiber hinaus konnten wir durch die
Expression von G-CaMP in genetisch definierten Neuronen-
populationen den Ort der neuralen Aktivitét sicher bestim-
men. Durch Geriiche hervorgerufene Verdnderungen der
Fluoreszenzintensitdt im Antennallobus wurden mit einem
Zweiphotonen-Laserrastermikroskop beobachtet.[>)

Mithilfe dieser Bildgebungstechnik gelang es uns, die
Ansprechverhalten von 23 Glomeruli auf 16 verschiedene
Geruchsstoffe zu messen.”!! Die Experimente haben einige
interessante Gesichtspunkte der Reaktion von Glomeruli auf
Gerliche aufgezeigt. Erstens fithren verschiedene Geriiche zu
verschiedenen Mustern der Glomeruliaktivierung, und diese
Muster sind innerhalb einer Tierart konserviert (Abbil-
dung 8). Bei Geruchsstoffkonzentrationen, wie sie wahr-
scheinlich in der Natur anzutreffen sind, ist die Karte nur
wenig aktiv und die Glomeruli sind fein abgestimmt.

Ispamylacatal

Abbildung 8. Unterschiedliche Geruchsstoffe rufen verschiedene Muster der Glomeruliaktivierung hervor, die in unterschiedlichen Organismen
konserviert sind. Zwei Fliegen (obere und untere Felder), die die Transgene GH146-Gal4 und UAS-G-CaMP tragen, wurden drei Geruchsstoffen
ausgesetzt. Die Glomeruli zeigen bei den unterschiedlichen Geriichen spezifische Aktivitdtsmuster, die in einer Tierart konserviert sind. Die Bilder
vor der Stimulation (links) zeigen die Glomerulistruktur, rechts sind die einzelnen Glomeruli schematisch bezeichnet.
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Zweitens haben die Aktivitdtsmuster Inselcharakter: Be-
nachbarte Glomeruli reagieren nicht notwendigerweise ge-
meinsam auf einen bestimmten Geruchsstoff, vielmehr
scheint jeder anatomisch sichtbare Glomerulus eine eigene
Funktionseinheit zu sein. Drittens sind die Muster der
Glomeruliaktivitdt bei der Bildgebung von Sinnesneuronen
oder Projektionsneuronen qualitativ dhnlich. Diese Beob-
achtungen weisen auf die zuverlissige Ubertragung des
Sinnesreize auf hohere Gehirnzentren hin. Viertens haben
wir genetische Experimente und Bildgebung gekoppelt, um
zu zeigen, dass die Reaktion, die ein Geruch in einem
bestimmten Glomerulus hervorruft, direkt das Ansprechen
eines individuellen Geruchsstoffrezeptors widerspiegelt.
Diese Ergebnisse sind in Einklang mit fritheren molekular-
biologischen und anatomischen Studien, die belegen, dass
Neuronen, die nur eine einzige Rezeptorart in dhnlichen
Axonen aufweisen, in einem einzigen Glomerulus konver-
gieren. Gemeinsam mit anderen Bildgebungsstudien an In-
sekten® > beweisen diese Untersuchungen somit, dass die
anatomische Karte auch funktional ist. Jeder Geruch sollte zu
einem Glomeruliaktivierungsmuster fithren, das als Signatur
des jeweiligen Geruchs an das Gehirn weitergeleitet wird.
Bildgebungsexperimente an Wirbeltieren ergaben eine dhn-
liche funktionale Darstellung der anatomischen Karte.*>*!

8. Ridumliche Darstellungen und angeborenes
Verhalten

Alle Tiere reagieren auf spezifische Sinnesreize mit
angeborenen Verhaltensweisen, die wahrscheinlich durch
die Aktivierung in der Entwicklung programmierter Schalt-
kreise ausgelost werden. Meine Mitarbeiter Allan Wong und
Jing Wang untersuchten in Zusammenarbeit mit Greg Suh,
David Anderson und Seymour Benzer vom Caltech, ob eine
Beziehung zwischen dem durch einen Geruch ausgeldsten
Glomeruliaktivititsmuster und einem spezifischen Verhalten
besteht.’”) Zuvor hatte Benzer beobachtet, dass Drosophila
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energisch Geriichen ausweicht, die von gestressten Fliegen
ausgelost wurden. Durch Gaschromatographie und Massen-
spektrometrie wurde CO, als eine Komponente dieses
»Drosophila stress odorant” (DSO) identifiziert. CO,-Kon-
zentrationen von 0.1 % geniigten bereits, um bei Fliegen ein
Vermeidungsverhalten auszulosen (Abbildung 9).

Wir versuchten deswegen in Zweiphotonenmikroskopie-
Bildgebungsexperimenten mit dem calciumempfindlichen
Fluoreszenzindikator G-CaMP herauszufinden, ob wir ein
Muster der Glomeruliaktivitdt als Reaktion auf DSO und
CO, erkennen konnen. Zunichst untersuchten wir Fliegen,
bei denen der G-CaMP-Indikator durch den panneuralen
Aktivator Elav-Gal4 in allen Neuronen angetrieben wurde.
DSO aktivierte lediglich zwei Glomeruli, DM2 und den V-
Glomerulus, wohingegen CO, nur den V-Glomerulus akti-
vierte. Dieser Glomerulus wurde schon durch CO,~Konzen-
trationen von 0.05 % aktiviert, dafiir aber von keinem ande-
ren der 26 getesteten Geruchsstoffe (Abbildung 9).

Wir haben bewiesen, dass die zum V-Glomerulus proji-
zierenden Axone von Sinnesneuronen stammen, die den
Rezeptor GR21A enthalten.”” Wir untersuchten deswegen
Fliegen mit Calciumbildgebung, bei denen der Reporter UAS
G-CaMP von einem GR21A-Promotor-Gal4-Aktivator an-
getrieben wurde. Sowohl CO, als auch DSO aktivierten die
sensorischen Termini der GR21A-exprimierenden Neuronen
in den V-Glomeruli. Als nichstes fragten wir uns, ob die
GR21A-Sinnesneuronen fiir die Vermeidungsreaktion auf
CO, notwendig sind. Die Hemmung der synaptischen Trans-
mission in den GR21A-Sinnesneuronen, die den V-Glome-
rulus innervieren, durch das temperaturempfindliche Gen
shibire, shi®[® unterbindet die CO,-Vermeidungsreaktion
(Abbildung 9). Bei der iiberwiegenden Mehrheit der Riech-
neuronen oder Projektionsneuronen, die den V-Glomerulus
nicht anregen, hatte die Hemmung der synaptischen Freiset-
zung keine Auswirkungen auf dieses Verhalten.

Die Identifizierung der Riechneuronen, die einen einzel-
nen Glomerulus innervieren, der ein ausgeprégtes Vermei-
dungsverhalten gegeniiber einem natiirlichen Geruchsstoff

4 Gr2ia-GaM
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Abbildung 9. CO, aktiviert einen einzelnen Glomerulus und 18st ein Vermeidungsverhalten aus. A) Vermeidung des Geruchs gestresster Fliegen
(CS) sowie erhdhter CO,-Konzentrationen. Die Hemmung der synaptischen Transmission in den GR21A-Neuronen, die auf den V-Glomerulus pro-
jizieren, durch shi* verhindert die CO,-Vermeidung. Rote und blaue Balken zeigen das Vermeidungsverhalten bei nicht tolerierten (28°C) bzw. tole-
rierten Temperaturen (21°C). B) Zweiphotonenbildgebung in einem Stamm mit GR21A-Gal4 und UAS G-cAMP zeigt eine starke Aktivierung des

V-Glomerulus.
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hervorruft, vermittelt uns einen Einblick in das neurale
Schaltschema, das diesem angeborenen Verhalten zugrunde-
liegt. Diese Beobachtungen legen nahe, dass bei Drosophila
eine einzige Gruppe von Riechneuronen die CO,-Detektion
bewirkt. Da diese erste Stufe der Geruchsverarbeitung so
einfach aufgebaut ist, konnen die Schaltkreise erforscht
werden, die die Geruchsdetektion in eine Vermeidungsreak-
tion tibertragen.

9. Wie wird die Karte gelesen?

Unsere Experimente zeigen, dass unterschiedliche Gertii-
che verschiedene Muster der Glomeruliaktivitidt im Anten-
nallobus der Fliege hervorrufen und dass bestimmte Aktivi-
tatsmuster mit spezifischen Verhaltensweisen in Verbindung
gebracht werden konnen. Beim Betrachten der Aktivitdts-
muster im Antennallobus unter einem Zweiphotonenmikro-
skop konnten wir erkennen, welchen Geruch die Fliege
erfasst. Somit konnen wir mit unseren Augen (und unserem
Gehirn) bestimmen, welchen Geruchsstoff die Fliege riecht —
wie aber liest das Gehirn der Fliege die Sinneskarte ?

Auf einer topographischen Karte im Antennallobus rufen
unterschiedliche Geriiche verschiedene rdumliche Aktivitéts-
muster hervor, bei denen es sich um einen Code fiir die
Geruchsqualitidt handelt konnte. Die bloBe Existenz einer
Karte — anatomisch oder funktional — beweist allerdings nicht,
dass ihre raumliche Information der grundlegende Parameter
des Geruchscodes ist. Es wurde beispielsweise behauptet,
dass die Qualitét eines Geruchs durch die zeitliche Dynamik
eines verstreuten Ensembles von Projektionsneuronen ver-
schliisselt wird.”*?! Bei diesem Modell kann ein bestimmter
Geruch wenige Glomeruli und ein groB3es Ensemble von
Projektionsneuronen aktivieren, wobei unterschiedliche Ge-
riiche verschiedene zeitliche Aktivititsmuster des gleichen
Projektionsneurons hervorrufen. Diese Hypothese einer zeit-
lichen Verdnderung setzt in ihrer einfachsten Form voraus,
dass das Gehirn auf der Grundlage dynamischer Schaltkreise
ein Raum-Zeit-Muster der Neuronenaktivierung erstellt und
auf diese Weise die Codierungsmoglichkeiten vergrofert. Um
welchen Code auch immer es sich handelt, die Aktivitits-
muster im Antennallobus miissen durch hohere Sinneszen-
tren iibersetzt werden, um die komplexe Geruchsinformation
zu verarbeiten. Wenn die Geruchsqualitidt durch rdumliche
Muster verschliisselt wird, konnen wir davon ausgehen, dass
die Ordnung der Glomerulikarte durch das Vorderhirn
iibernommen wird.

Wir haben uns mit der Frage beschiftigt, wie die Karte im
Antennallobus in hoheren Riechzentren abgebildet wird,
indem wir die Bahnen der Projektionsneuronen verfolgten,
die von den Glomeruli ins Vorderhirn fithren. Allan Wong
und Jing Wang kennzeichneten einzelne Projektionsneuro-
nen nach dem Zufallsprinzip und beobachteten, wie definier-
te Glomeruli mit ihren Zielen im Pilzkorper und Vorderhirn
verbunden sind. Wir haben dazu eine ,,Enhancer-trap“-Linie
verwendet, bei der Gal4 in einer Subpopulation von Projek-
tionsneuronen exprimiert wird, mit der ,,FLP-out“-Technik
kombiniert, um einzelne Projektionsneuronen mit einem
CD8-GFP-Reporter zu markieren.!”®! Mit einer #hnlichen
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experimentellen Methode wurde die Verzweigung individu-
eller Projektionsneuronen bestimmt und das Muster ihrer
Axon-Projektionen untersucht.**®) Dabei zeigte sich, dass
die meisten Projektionsneuronen Dendriten zu einem einzel-
nen Glomerulus senden. Die Axone von Projektionsneuro-
nen, die mit einem bestimmten Glomerulus verbunden sind,
bilden ein unveréinderliches raumliches Muster im Vorderhirn
(Abbildung 10).

VATIm

VA1Im VA1Im

Abbildung 10. Projektionsneuronen, die den gleichen Glomerulus anre-
gen, haben dhnliche Axon-Projektionsmuster. Individuelle Projektions-
neuronen, die mit VA1-LM-Glomeruli verbunden sind, wurden im Vor-
derhirn verschiedener Fliegen visualisiert. Die Muster von Projektions-
neuronen, die in einem bestimmten Glomerulus enden, sind auffallend
analog. Auch im Vorderhirn liegt also eine unverinderliche topographi-
sche Karte vor, die sich jedoch in ihren Eigenschaften von der Karte im
Antennallobus unterscheidet (Wiedergabe mit Erlaubnis aus Lit. [63]).

Die Axon-Projektionsmuster der Projektionsneuronen
verschiedener Glomeruli sind getrennt, aber hdufig mitein-
ander verwoben (Abbildung 11). Unsere Daten zeigen eine
auffallende Invarianz der Muster bei den Axonbdumen von
Projektionsneuronen, die einen bestimmten Glomerulus in-
nervieren; diese prizise Verkniipfung stellt den Informa-
tionstransfer sicher.

¥L2a

Abbildung 11. Der Verlauf der Axone einzelner Projektionsneuronen
Uber den Pilzkérper bis zur Verzweigung im Vorderhirn kann visuali-
siert werden. Projektionsneuronen, die mit unterschiedlichen Glome-
ruli verbunden sind, zeigen verschiedene Muster der Axon-Projektion.
Anders als die isolierten Baume in den Glomeruli, sind die Axonbdume
im Vorderhirn verzweigt und kénnen somit in hoheren Riechzentren in-
tegriert werden (Wiedergabe mit Erlaubnis aus Lit. [63]).
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Eine rdumliche Darstellung der Glomeruliaktivitdt in
hoheren Gehirnzentren belegt die Genauigkeit der Projek-
tionsneuronen. Die Eigenschaften dieser Karte unterscheiden
sich aber von denjenigen der Karte im Antennallobus: Im
Vorderhirn sind die Axonbdume weit verzweigt und grofB3fla-
chig, hdufig breiten sie sich iiber die gesamte Hirnhélfte aus
(Abbildung 10 und 11). Dies ist ein deutlicher Unterschied zu
der strengen Konvergenz der priméren sensorischen Axone,
deren Bédume in einem nur 5-10 um groBen kugelférmigen
Glomerulus enden. Daher sind die Projektionsneuronen
verschiedener Glomeruli, obwohl klar getrennt, hdufig mit-
einander verflochten, und die Punkt-zu-Punkt-Auflosung, die
im Antennallobus beobachtet wird, ist in den Projektionen
zweiter Ordnung im Vorderhirn nicht mehr gegeben. So
konnen die Eingaben mehrerer verschiedener Glomeruli
zusammengefiihrt werden, was fiir Prozesse hoherer Ordnung
entscheidend ist. Neuronen dritter Ordnung im Vorderhirn
konnen mit Projektionsneuronen mehrerer verschiedener
Glomeruli verbunden sein und dadurch die rdumlichen
Muster entschliisseln, die die Grundlage fiir Geruchsunter-
scheidung und Verhaltensreaktionen bilden.

10. Schlussfolgerungen

Die vorgestellten Ergebnisse stiitzen ein Modell, bei dem
Informationen aus zerlegten Mustern im Antennallobus auf
einer hoheren Hierarchieebene des Wahrnehmungssystems,
durch Kardinalzellen im Vorderhirn, wieder zusammengefiigt
werden. Bei der Geruchswahrnehmung aktivieren zunéchst
die Strukturelemente eines Geruchsstoffs einen definierten
Satz von Rezeptoren, was wiederum zur Aktivierung eines
Satzes von Glomeruli fithrt. Hohere Sinneszentren miissen
daraufhin ermitteln, welche der zahlreichen Glomeruli akti-
viert wurden, und ausgehend von dieser Information die
Geruchsreize rekonstruieren. Die rdumlich unveréinderliche,
breit gestreute Sinneskarte im Vorderhirn ermoglicht hohe-
ren Geruchsneuronen die Integration der Signale vieler
Glomeruli.

Mit all unserem Wissen iiber die Geruchskarten sowohl
im Riechhirn oder Antennallobus als auch in hoheren
Riechzentren stehen wir immer noch vor einer Reihe offener
Fragen. Wir konnen zwar diese durch Geriiche hervorgeru-
fenen Bilder betrachten und mit unserem Gehirn verarbeiten.
Dabei werden wir ein rdumliches Muster als einzigartig
erkennen und leicht mit einem besonderen Reiz in Verbin-
dung bringen — doch das Gehirn selbst hat keine Augen. Wie
wertet das Gehirn das Geruchsbild aus? Wie liest es die
Karte ? Wie wird eine rdumliche Anordnung von Datenpunk-
ten mit elektrischer Information im Gehirn entschliisselt, um
einen Geruch wahrzunehmen? Wir bleiben mit einem alten
Problem zuriick: dem Problem des Geistes in der Maschine.

Wie konnen wir die Einzigartigkeit der Geruchswahrneh-
mung erkldren? Die angeborene Sinneswahrnehmung durch
die von mir beschriebenen Karten des Geruchssinns muss
plastisch sein. Unsere Gene erzeugen nur einen Rohbau, den
unsere Erfahrungen bei der Wahrnehmung der AuBenwelt
weiter formen. Sicherlich ruft der Duft einer Madeleine nicht
in uns allen dieses ,,unermeBliche Gebdude der Erinnerung*
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hervor, wie es Marcel Proust beschrieben hat. Fiir Proust ist
der Geruchssinn der Sinn, der starke Erinnerungen und
Assoziationen heraufbeschwort, und dies in einer bei anderen
Sinnesreizen unbekannten Fiille. Nirgends ist das offensicht-
licher als in der Passage seines Romans Auf der Suche nach
der verlorenen Zeit, in der er sich der Begebenheit mit der
Madeleine entsinnt.[*"!

»--. Aber wenn von einer fritheren Vergangenheit nichts
existiert nach dem Ableben der Personen, dem Untergang der
Dinge, so werden allein, zerbrechlicher aber bestindiger,
immateriell und doch haltbar, bestindig und treu Geruch und
Geschmack noch lange wie irrende Seelen ihr Leben weiter-
fiihren, sich erinnern, warten, hoffen, auf den Triimmern alles
iibrigen und in einem beinahe unwirklich winzigen Tropfchen
das unermefiliche Gebdude der Erinnerung unfehlbar in sich
tragen.”

Dieser Vortrag umfasst die Arbeiten zur molekularen Logik
der Geruchswahrnehmung, die meine Gruppe wihrend der
vergangenen dreizehn Jahre ausgefiihrt hat. Ich mochte dem
Howard Hughes Medical Institute, den National Institutes of
Health und der Mathers Foundation fiir ihre stetige Unterstiit-
zung unserer Forschung danken. Das Howard Hughes Medi-
cal Institute bot uns die Moglichkeit, Molekularbiologie und
Neurowissenschaft miteinander zu verbinden und neue Rich-
tungen einzuschlagen. Die Verleihung des Nobelpreises fiir
Physiologie oder Medizin erfiillt Linda Buck und mich mit
tiefempfundener Ehre und grofiem Gliick. Doch diese Aus-
zeichnung ehrt nicht mich als Person, sondern als den Wis-
senschaftler, der durch die Arbeiten zahlreicher hervorragen-
der Studenten und wichtige Anregungen von Kollegen unter-
stiitzt wurde. Daher bin ich stolz auf die Leistungen meiner
Gruppe und auf die Wissenschaftler, die zu unseren Untersu-
chungen beigetragen haben, und ich nehme diesen Preis zu
treuen Hinden entgegen — stellvertretend fiir meine Arbeits-
gruppe und die Columbia University, die uns wdhrend der
vergangenen dreif3ig Jahre durch ein Umfeld gefordert hat, das
intellektuelle Strenge und Kreativitit mit Wirme und Kolle-
gialitit verband.

Eingegangen am 19. Mai 2005
Ubersetzt von Charlotte Gentes, Maulbronn
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