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Biographisches
SEATTLE

Ich wurde 1947 in Seattle, einer von Bergen, Wildern und
dem Meer umgebenen Stadt, als die zweite von drei Tochtern
geboren. Die Eltern meiner Mutter waren gegen Ende des
19. Jahrhunderts aus Schweden in die USA eingewandert.
Mein Vater stammte einerseits von Iren ab, andererseits von
Amerikanern, die schon zur Zeit des Unabhéngigkeitskriegs
im Land waren. Meine Mutter war eine ausnehmend freund-
liche und humorvolle Hausfrau, die Kreuzwortrétsel liebte.
Mein Vater war Elektroingenieur und verbrachte einen
grofen Teil seiner Freizeit damit, Dinge zu erfinden und in
unserem Keller zu basteln. Es mag diese Kombination
gewesen sein, die den Grundstock fiir mein zukiinftiges
Interesse an der Wissenschaft legte. Allerdings traumte ich als
Kind nie davon, einmal eine Wissenschaftlerin zu werden.

Wihrend meiner Kindheit spielte ich, wie viele andere
Miédchen, gerne mit Puppen; andererseits war ich neugierig,
wenn auch schnell gelangweilt, und begab mich haufig auf die
Suche nach neuen Abenteuern. Abgesehen von der Schule
und dem Musikunterricht genoss ich dabei weitgehende
Freiheiten. Ich lernte durch meine Mutter Musik und Schon-
heit schiatzen und mein Vater unterwies mich im Gebrauch
von Elektrowerkzeugen und in handwerklichen Fahigkeiten.
Ich war viel mit meiner Gromutter miitterlicherseits zusam-
men, die mir Geschichten von ihrer Kindheit in Schweden
erzdhlte und mir beibrachte, wie ich neue Kleider fiir meine
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Puppen nédhen konnte. Ich bin gliicklich dariiber, dass ich so
wunderbar hilfreiche Eltern hatte, die mir sagten, ich konne
aus meinem Leben machen, was ich wolle. Sie brachten mir
auch bei, unabhingig zu denken und meine eigenen Ideen
skeptisch zu priifen — und sie drédngten mich, in meinem
Leben etwas Wichtiges zu tun und mich, mit den Worten
meiner Mutter, nicht mit ,dem MittelmaB3 zufrieden zu
geben®“. Wie ich nun erkenne, habe ich diese Lehren in
meiner Karriere als Wissenschaftlerin beherzigt.

Ich begann mein Studium an der University of Washing-
ton, die nur ein paar Meilen von meinem Elternhaus entfernt
war. Ich wollte stets einen Beruf einschlagen, in dem ich
anderen helfen konnte. Daher hatte ich zunédchst Psychologie
studiert, um Psychotherapeut zu werden. Mit der Zeit
entdeckte ich neue Interessen, und ich erwog eine Reihe
unterschiedlicher Berufe. Allerdings erschien mir keiner ideal
und ich z6gerte, etwas anzufangen, das sich als falsch heraus-
stellen konnte. Die néchsten Jahre verbrachte ich abwech-
selnd reisend, auf einer nahe gelegenen Insel oder studierend

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim '.‘

[*] Dr. L. B. Buck
Howard Hughes Medical Institute
Fred Hutchinson Cancer Research Center
1100 Fairview Avenue North, Seattle, WA 98109-1024 (USA)
Fax: (+1)206-667-1031
E-mail: Ibuck@fhcrc.org
*] Copyright© Die Nobel-Stiftung 2004. Wir danken der Nobel-
Stiftung, Stockholm, fiir die Erlaubnis zum Abdruck einer deutschen
Fassung des Vortragstextes.

3

-'-“.
:

MRILEY .
InterScience’



Nobelaufsditze

6284

in Seattle. Schlief3lich fand ich meinen Weg, als ich einen Kurs
in Immunologie belegte: Dieses Fach faszinierte mich, und
daher wiirde ich Biologin werden.

DALLAS

1975 fing ich als Graduate Student am Institut fir
Mikrobiologie des Southwestern Medical Center der Univer-
sity of Texas in Dallas an. Das Institut war kurz zuvor um das
noch junge Arbeitsgebiet die Immunologie erweitert worden,
und es war ein anregender Studienort. Ich hatte an der
University of Washington schon geforscht, zuerst iiber Psy-
chologie bei Walter Makous und dann bei Ursula Storb in
Immunologie, aber erst in Texas wurde ich wirklich zur
Wissenschaftlerin. Fiir meine Doktorarbeit hatte ich in Ellen
Vitetta eine wundervolle Betreuerin; sie erwartete in der
Forschung hochste Qualitdt und Prézision — Eigenschaften,
die Studenten meines Erachtens erwerben miissen. In meiner
Doktorarbeit verglich ich die Funktionen von Untertypen
von B-Lymphozyten, deren Zelloberfldchen tiber Immunglo-
buline unterschiedlicher Klassen als Antigenrezeptoren ver-
fiigten. Wie auch bei einem Grofteil meiner spéteren For-
schungen, trachtete ich bereits danach, die molekularen
Mechanismen in biologischen Systemen mit meinen Experi-
menten aufzukliren.

NEW YORK

1980 wechselte ich dann als Postdoktorandin in die
Gruppe des Immunologen Benvenuto Pernis an der Colum-
bia University in New York City. Als Studentin hatten mich
die unbekannten Ablédufe bei der Immunantwort der Proteine
des Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC) fasziniert,
die spéter aufgeklédrt werden sollten. Ich entschied mich, diese
Fragestellung zu untersuchen und konzentrierte mich dabei
auf MHC-Proteine der Klasse II auf der Oberfliche von B-
Lymphozyten. Anders als erwartet sammelten sich die MHC-
Proteine schnell im Innern dieser Zellen an, nachdem sie
aktiviert wurden. Meine weiteren Ergebnisse deuteten darauf
hin, dass sie von der Zelloberfldche ins Innere geholt und
spater wahrscheinlich zuriicktransportiert werden. Es war
bekannt, dass Antigene zusammen mit Antigenrezeptoren
durch Endocytose in die Zelle transportiert und anschlieSend
abgebaut werden. Die Internalisierung und die vermutete
Regenerierung von MHC-Molekiilen konnten dadurch er-
klart werden, dass die Molekiile in der Zelle in eine spezielle
Mikroumgebung iiberfilhrt werden, in der sie mit dem
abgebauten Antigen wechselwirken konnen. Die MHC-An-
tigen-Komplexe konnten anschlieBend an die Zelloberfldche
gebracht werden und dort an der Erkennung von T-Helfer-
zellen beteiligt sein.

Inzwischen war mir klar geworden, dass die Untersuchung
molekularer Mechanismen in biologischen Systemen die
Kenntnis der neuen molekularbiologischen Verfahren vor-
aussetzte. Ich wechselte daher in die Gruppe von Richard
Axel, der ebenfalls an der Columbia University forschte.
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Richard hatte einige Jahre zuvor im Zuge einer Kooperation
mit Eric Kandel von derselben Universitdt begonnen, auf
dem Gebiet der Neurowissenschaften zu arbeiten. Ihre
Zusammenarbeit konzentrierte sich auf molekularbiologische
Untersuchungen des Nervensystems von Aplysia, einer Mee-
resschnecke. Eric hatte diese Schnecke in zahlreichen Studien
iber Lernen und Gedichtnis als Modellorganismus einge-
setzt, fiir die er im Jahr 2000 einen Nobelpreis erhielt. Es ist
vielleicht nicht iiberraschend, dass ich mich fiir Gene inter-
essierte, die Rezeptoren neuronaler Zelloberflachen codie-
ren. Da Richard aber die Erforschung von Aplysia fortsetzen
wollte, ibernahm ich ein Teilprojekt: Ich suchte nach einem
Verfahren zum Klonen von Genen, die in einem Aplysia-
Neuron exprimiert werden, in anderen aber nicht. Nach einer
kurzen Unterweisung in molekularbiologischen Techniken
durch Jim Roberts, einen meiner Studenten, fing ich mit
meinem Projekt an. Eric Kandels Gruppe zeigte mir, wie man
die Aplysia-Riesenneuronen isoliert, denen man Namen
gegeben hatte und die anhand ihrer Position identifiziert
werden konnten. Schon nach relativ kurzer Zeit fand ich
Gene, die in den Aplysia-Neuronen unterschiedlich expri-
miert werden.

Bei der Untersuchung eines Gens fiir ein Neuropeptid,
das in Neuron R15 exprimiert wird, entdeckte ich, dass das
Gen auch in einigen anderen Neuronen exprimiert wird. Das
primdre Transkript wird aber jeweils anders gesplei3t und
fithrt daher zu unterschiedlichen Polyproteinen. Die beiden
Polyproteine konnten in verschiedenen Neuronen unter-
schiedliche Peptidkombinationen liefern, woraus sich physio-
logische oder Verhaltensprogramme mit partiell iiberlappen-
den Komponenten ergeben konnten. Zahlreiche technische
Schwierigkeiten zwangen mich, mein Wissen zu erweitern
und meine Féhigkeiten zu verbessern. Wahrend dieser Zeit
lernte ich auch eine Menge iiber Molekularbiologie von
Richard und seiner Gruppe. Ich machte auch die Bekannt-
schaft von Eric Kandel, der mich im Laufe der Jahre stets
inspirierte und ermutigte.

Von Beginn meiner neurowissenschaftlichen Studien an
war ich fasziniert von der Vielseitigkeit der Zellen und
Verkniipfungen im Gehirn. Parallel zu meinen Experimenten
mit Aplysia suchte ich sporadisch nach Wegen, um Gene im
Genom aufzuspiiren, die umgelagert oder umgewandelt
worden waren. Meiner Auffassung nach konnten Gene mit
diesem Charakteristikum an der Entstehung verschiedenar-
tiger Neurone beteiligt sein. Ein Verfahren war bei Droso-
phila aussichtsreich, fiir das viel groBere Genom von Séduge-
tieren (das mich interessierte) aber nicht empfindlich genug.
Dennoch hielten mich diese kreativen Bemiihungen bei
Laune, wéahrend ich meine weniger spektakuldre Suche
nach winzigen abweichenden Exons im Genom von Aplysia
fortsetzte.

Ich bin Richard dankbar dafiir, dass er meine Extratouren
tolerierte. Er war ein ungewoOhnlicher Mentor, der seinen
Mitarbeitern bei ihren Forschungen weitgehende Freiheit
lieB, wenn sie sich erst einmal bewidhrt hatten. Wihrend
dieser Zeit an der Columbia University fiihrte ich mit vielen
Kollegen anregende und lange wissenschaftliche Diskussio-
nen. Dazu gehoren George Gaitanaris, der mir iiber die Jahre
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ein enger Freund geblieben ist, sowie die Neurowissenschaft-
ler Tom Jessell und Jane Dodd, von denen ich eine Menge
iiber die Entwicklung von Nerven lernte.

Gegen Ende des Aplysia-Projekts stie ich auf eine
Publikation, die mein Leben verdnderte: Im Jahr 1985
schilderte die Gruppe von Sol Snyder mogliche Mechanismen
der Geruchserkennung. Ich hatte mich vorher nie auf diese
Weise mit dem Geruchssinn beschiftigt und war fasziniert.
Wie konnen Menschen und andere Sdaugetiere die Geriiche
von 10000 oder mehr Chemikalien wahrnehmen, und wie
konnen nahezu identische Chemikalien unterschiedliche Ge-
ruchsempfindungen auslosen ? Ich stand vor einem beispiellos
komplexen Problem. Mir war klar, dass man zur Losung des
Ritsels an der Frage ansetzen musste, wie Geruchsstoffe in
der Nase erfasst werden. Es galt also, die Geruchsrezeptoren
zu identifizieren, eine Molekiilklasse, deren Existenz vermu-
tet, aber noch nicht nachgewiesen worden war. Sofort nach
Abschluss meiner Arbeit {iber die Neuropeptide wiirde ich
mich dieser Aufgabe zuwenden!

Ich blieb in Richards Gruppe, als ich 1988 die Suche nach
den Geruchsrezeptoren begann. Kiirzlich beschrieb ich in
einem Kommentar in Cell, was man zu dieser Zeit iiber die
Geruchswahrnehmung wusste und welche Ansitze ich bei der
Suche nach den Geruchsrezeptoren verfolgte. Kurz, es war
bekannt, dass Geruchsstoffe Riechzellen in der Nase depo-
larisieren und dabei aktivieren. Es gab mehrere Vorschlige
dazu, welche Molekiile mit Geruchsstoffen wechselwirken
konnten, als gesichert galt aber die Beteiligung einer G-
Protein-induzierten Anstiegs des cAMP-Spiegels bei der
olfaktorischen Wahrnehmung. Nach einigen Anldufen iden-
tifizierte ich die Familie der Geruchsrezeptoren. Die entspre-
chenden Experimente fufliten auf drei Annahmen: Da die
Strukturen von Geruchsstoffen variieren, diese Unterschiede
aber erkannt werden, miisste es erstens eine Familie unter-
schiedlicher, aber verwandter Rezeptoren geben, die durch
eine umfangreiche Genfamilie codiert werden. Zweitens
miissten Geruchsrezeptoren wenigstens entfernt mit der
relativ kleinen Gruppe G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
verwandt sein, deren Sequenzen bereits bekannt waren.
Drittens miissten Geruchsrezeptorgene selektiv im Riechepi-
thel exprimiert werden, in dem sich die Riechzellen befinden.

Es dauerte eine Weile, bis ich die Verfahren entwickelt
hatte, die ich bei meiner Suche einsetzen wollte, am Ende
hatte ich aber Erfolg. Bei der Betrachtung der ersten, aus
Ratten erhaltenen Sequenzen von Geruchsrezeptoren war ich
erstaunt iiber den Erfindungsreichtum der Natur: In Ratten
codiert eine umfangreiche Genfamilie mehr als 100 unter-
schiedliche Geruchsrezeptoren, die alle verwandt, aber auch
einzigartig sind. Die beispiellose Grofle und Vielfalt dieser
Familie erklarte, warum Séugetiere eine riesige Anzahl
unterschiedlicher Geriiche wahrnehmen konnen. 1991 be-
schrieben Richard Axel und ich die Identifizierung der
Geruchsrezeptoren in einer Veroffentlichung.
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BOSTON

Im gleichen Jahr wurde ich Assistant Professor am Institut
fiir Neurobiologie der Harvard Medical School in Boston.
Dort tauchte ich in eine Welt ein, in der ich mein Wissen iiber
das Nervensystems erweitern konnte. Ich erhielt hervorra-
gende Starthilfe durch den Institutsdirektor Gerry Fischbach.
Unter den vielen namhaften Kollegen war auch David Hubel,
dessen bahnbrechende Untersuchungen zum visuellen
System (fiir die Torsten Wiesel und er 1981 einen Nobelpreis
erhielten) ich stets bewundert hatte. 1994 wurde ich Investi-
gator am Howard Hughes Medical Institute, das unsere
Forschungen in den vergangenen elf Jahren grofiziigig unter-
stiitzt hat. Wiahrend der nédchsten zehn Jahre blieb ich in
Harvard und wurde zum Associate Professor und dann zum
Full Professor berufen. 1994 traf ich Roger Brent, einen
wunderbaren Kollegen, der seitdem mein Lebenspartner
ist.

(Phota: Roland Margan

Mit der Entdeckung der Geruchsrezeptoren war klar, wie
das olfaktorische System Geruchsstoffe erkennt. Als nichstes
wollte ich aufkldaren, wie diese Rezeptorsignale im Gehirn
verarbeitet werden und Geruchsempfindungen entstehen.
Dabei tnterstiitzten mich einige hervorragende Studenten
und Postdoktoranden. Die von der Nobel-Stiftung gewiirdig-
ten Entdeckungen iiber das olfaktorische System wurden
wihrend dieser zehn Jahre in Harvard gemacht.

Zuerst fragten wir uns, wie die Geruchsrezeptoren im
Riechepithel der Nase verteilt sind. Diese Untersuchung
wurde von meinem Diplomanden Kerry Ressler im Januar
1992 begonnen, als wir noch dabei waren, das Labor auszu-
statten. Ich hatte Méuse statt Ratten als Modellorganismus
ausgewahlt, weil die Verwendung isogener Inzucht-Stimme
die Suche nach einer Multigenfamilie erleichtern sollte.
Auflerdem konnten so transgene Versuchstiere geziichtet
werden. Nach dem Klonen und Sequenzieren einiger Rezep-
torgene fithrte Kerry unsere ersten In-situ-Hybridisierungen
durch, um Muster in der Rezeptorgen-Expression zu unter-
suchen. Ab Juni arbeitete Kerry dann Vollzeit, und mit Susan
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Sullivan hatte meine erste Postdoktorandin angefangen. Wir
begannen, die Genexpressionsmuster genau zu analysieren
und die Ergebnisse fiir mehrere Individuen zu vergleichen.
Vor der Erfindung der Digitalfotografie war das eine miih-
same Arbeit, bei der Dias projiziert und die Lagen einzelner
markierter Zellen auf Folien iibertragen wurden. Wir stellten
fest, dass jedes Rezeptorgen von etwa einem Promille der
Riechzellen exprimiert wird und dass im Riechepithel meh-
rere rdaumlich getrennte Zonen vorliegen, in denen unter-
schiedliche Sdtze von Rezeptorgenen exprimiert werden.
Auflerdem sind die Neuronen mit demselben Rezeptor tiber
eine Zone verstreut. Dies lie3 auf eine Aufteilung der Signale
unterschiedlicher Rezeptoren auf unterschiedliche Riechzel-
len und eine unabhéngige Weiterleitung ins Gehirn schlieen.
Ferner sind Neuronen, die den gleichen Geruchsstoff regis-
trieren, vermutlich iiber das Riechepithel verstreut, und
Neuronen fiir unterschiedliche Geruchsstoffe befinden sich
nebeneinander. Sinnesinformationen sind im Epithel also in
Zonen eingeteilt, insgesamt wird die Information aber weit-
laufig verteilt codiert. Wir veroffentlichten diese Ergebnisse
im Jahr 1993; im gleichen Jahr berichteten Richard Axel und
seine Kollegen iiber dhnliche Befunde an Ratten.
Anschlieend fragten wir uns, was mit den Rezeptorsi-
gnalen aus der Nase geschieht, wenn sie in die néchste Station
des olfaktorischen Systems, das Riechhirn, weitergeleitet
werden. Dort bilden die Axone der Riechneuronen in etwa
2000 sphérischen Strukturen, den Glomeruli, Synapsen aus.
Kerry untersuchte zunéchst mit retroviralen Vektoren die
Verteilung der Riechneuronen im Riechhirn, wir fanden dann
aber zufillig einen anderen Weg. Susan setzte die In-situ-
Hybridisierung ein, um einige Rezeptorgene aus jedem
Epithelbereich fiir eine Chromosomenkartierung zu identifi-
zieren. Dabei entdeckte sie in einem Gewebeschnitt, dass
eine Rezeptorsonde einen einzelnen Punkt im Riechhirn
markierte, der sich als ein Glomerulus herausstellte. Sonden,
die einzelne Rezeptorgene statt Familien verwandter Gene
erkannten, markierten dabei jeweils die mRNA von Ge-
ruchsrezeptoren in Riechzellen, die in einem oder wenigen
Glomeruli an nur jeweils einer Stelle auf jeder Seite des
Riechhirns konzentriert waren. Unterschiedliche Sonden
markierten unterschiedliche Glomeruli und diese befanden
sich bei allen Versuchstieren an nahezu identischen Stellen.
Ich erinnere mich immer noch an ein Gesprach mit Kerry und
Susan, bei dem ich Kerry fragte, wie viele Schnitte zwischen
den unterschiedlich markierten Glomeruli in den einzelnen
Versuchstieren lagen. Wir waren alle iiber seine Antwort
erstaunt, weil sie den ersten Hinweis auf eine Musterkarte der
Rezeptorsignale im Riechhirn lieferte, und wir uns nicht
vorstellen konnten, wie diese angesichts des Verteilungsmus-
ters der Genexpression im Epithel entstehen konnte. Dieses
Ratsel ist immer noch ungeldst. Die Axone von Tausenden im
Epithel verteilten Neuronen, die das gleiche Rezeptorgen
exprimieren, treffen sich im Riechhirn in wenigen spezifi-
schen Glomeruli. Das Ergebnis ist eine Musterkarte von
Rezeptorsignalen, bei der Signale unterschiedlicher Rezep-
toren getrennt von unterschiedlichen Glomeruli empfangen
und von den Projektionsneuronen weitergeleitet werden,
deren Dendriten diese Glomeruli innervieren. In der Gruppe
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von Richard Axel hatte Bob Vassar gleichzeitig entdeckt, dass
auch bei Ratten unterschiedliche Rezeptorsonden jeweils
andere Glomeruli im Riechhirn markierten. Unsere Gruppen
berichteten 1994 iiber diese Ergebnisse.

Einige Jahre spéter begannen wir zu untersuchen, wie die
Rezeptorfamilien und das Muster der Rezeptorsignale die
Identitdt von Geruchsstoffen codieren. Mithilfe von Einzell-
RT-PCR (Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion)
hatte meine Mitarbeiterin Bettina Malnic die Genexpression
einzelner Riechzellen verglichen. Wie wir bereits vermutet
hatten, exprimiert jedes Neuron nur ein einziges Rezeptor-
gen. Bettina konzentrierte sich anfangs auf die Suche nach
Genen, die an der Selektion der Rezeptorgene oder der
Axonlenkung im Riechhirn beteiligt sein konnten. Als Taka-
aki Sato unsere Gruppe besuchte und iiber seine Calcium-
Bildgebungsuntersuchungen der Geruchsantwort im Riech-
epithel berichtete, entschieden wir uns, den Kurs zu dndern.
Dies war der Anfang einer duflerst erfolgreichen Zusammen-
arbeit: Takaaki bestimmte anhand von Calcium-Bildgebung
die Antwortprofile einzelner Neuronen auf Geriiche, und
Bettina klédrte dann durch RT-PCR auf, welche Rezeptorgene
jedes responsive Neuron exprimiert. Diese Befunde maflen
den Rezeptorkombinationen eine entscheidende Rolle zu.
Unterschiedliche Neuronen werden durch jeweils andere
Rezeptorkombinationen angesprochen, jeder Rezeptor ist
aber Bestandteil des kombinatorischen Rezeptorcodes fiir
zahlreiche Geruchsstoffe. Die Ergebnisse erklidrten einige
interessante Merkmale menschlicher Geruchsempfindung, so
die Frage, warum eine geringe Strukturédnderung den wahr-
genommenen Geruch drastisch wandeln kann.

Nachdem wir die Vorginge im Riechhirn besser kannten,
wandten wir uns der nichsten Station des olfaktorischen
Systems, der Riechrinde, zu. Meine Doktorandin Lisa Horo-
witz untersuchte die Verbindung zwischen dem Riechhirn
und der Riechrinde zundchst mit klassischen anatomischen
Methoden. Sie platzierte Tracer in den dorsalen und ventralen
Teilen des Riechhirns und stellte fest, dass beide Areale
Axone in die gleichen Regionen der Hirnrinde entsenden.
Dies bestitigte frithere Resultate, die gegen ein Punkt-zu-
Punkt-Verbindungsmuster zwischen Riechhirn und Riechrin-
de sprachen. Wir versuchten dann, die neuronale Signalwei-
terleitung auch genetisch zu kartieren, indem wir ein Gen zur
Expression eines transneuronalen Tracers in Riechzellen
einschleusten. Lisa gelang dies mit transgenen Méusen, die
Gerstenlektin in allen Riechzellen produzierten. Das Lektin
tiberquerte zwei Synapsen und markierte dabei Neuronen
zweiter Ordnung im Riechhirn und dritter Ordnung in der
Riechrinde. Die Ergebnisse, tiber die wir 1999 berichteten,
beantworteten viele Fragen zu neuronalen Schaltkreisen,
nicht nur in Bezug auf Geruchsinformationen.

Auch zur Untersuchung der Riechrinde setzten wir gene-
tische Tracer ein. Durch Gen-Targeting erhielten wir trans-
gene Miuse, die Gerstenlektin zusammen mit einem einzel-
nen Rezeptorgen exprimierten. Lisa und mein Mitarbeiter
Jean-Pierre Montmayeur synthetisierten dazu kiinstliche
DNA-Fragmente. Zhihua Zou experimentierte dann an
Maiusen, die den Tracer zusammen mit unterschiedlichen
Rezeptorgenen produzierten. Das Verfahren war schwierig,
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und Zhihua verbrachte fast ein Jahr damit, die Bedingungen
zu perfektionieren, unter denen sich kleinste Tracermengen
in Neuronen der Riechrinde nachweisen lieBen. SchlieBlich
konnten wir zeigen, dass es auch in der Riechrinde eine
Musterkarte eingehender Rezeptorsignale gibt, die sich al-
lerdings von derjenigen des Riechhirns grundsitzlich unter-
scheidet. Statt einer Aufteilung der Rezeptorsignale auf
Glomeruli und Neuronen wie im Riechhirn werden die
Signale in der Riechrinde in komplexer Weise in partiell
tiberlappenden Gebieten verarbeitet. Einzelne Neuronen der
Rinde scheinen Signale von Kombinationen aus mehreren
Rezeptoren zu empfangen. Dadurch werden Elemente des
Rezeptorcodes eines Geruchsstoffs von einzelnen Neuronen
integriert. Dies konnte der erste Teilschritt bei der Rekon-
struktion eines Geruchsbilds aus den Bestandteilen des Codes
sein. Wir veroffentlichten die Ergebnisse iiber die Riechrinde
im Jahr 2001.

Wiéhrend der zehn Jahre in Harvard untersuchten wir
auch eine Reihe anderer Fragen. So erforschte Susan Sullivan
die chromosomale Verteilung der Geruchsrezeptorgene und
die Evolution der Rezeptorgenfamilie, Susan und Staffan
Bohm studierten die Entwicklung von Rezeptorgen-Expres-
sionsmustern, und Bettina Malnic und Paul Godfrey vergli-
chen in bioinformatischen Analysen die Geruchsrezeptorgen-
Repertoires von Mensch und Maus. Wir untersuchten aufler-
dem die Wahrnehmung von Pheromonen im Vomeronasal-
organ. Emily Liman und Anna Berghard entdeckten Unter-
schiede zwischen den Ubertrigermolekiilen bei der Geruchs-
und Pheromonwahrnehmung, Anna bestimmte ferner die
Zonenverteilung von Ubertragermolekiilen, die wahrschein-
lich an der Pheromonwahrnehmung beteiligt sind. Mehran
Sam analysierte die Reaktion des Vomeronasalorgans auf
Pheromone und Geruchsstoffe, und Hiroaki Matsunami
entdeckte eine Gruppe von Strukturen, die als Pheromonre-
zeptoren infrage kommen. Gegen Ende unserer Zeit in
Harvard begannen Hiroaki Matsunami, Jean-Pierre Mont-
mayeur und Stephen Liberles auch, die Mechanismen bei der
Geschmackswahrnehmung zu untersuchen; gleichzeitig mit
anderen Gruppen entdeckten sie dabei mogliche Rezeptoren
fiir bitteren und siilen Geschmack.

SEATTLE

Im Jahr 2002 kehrte ich nach Seattle zuriick und schloss
mich der Division of Basic Sciences am Fred Hutchinson
Cancer Research Center an. Ich wurde auferdem Affiliate
Professor of Physiology and Biophysics an der University of
Washington. Ich hatte immer vorgehabt, an die Westkiiste
zuriickzukehren, und war schon langer als erwartet in Boston
geblieben. Als Mark Groudine, der damalige Direktor der
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Basic Sciences Division am Hutchinson Center, mir eine
Stelle anbot, nahm ich daher freudig an. Das Zentrum hatte
den Ruf, Spitzenforschung zu betreiben und gleichzeitig eine
sehr kollegiale Atmosphére zu bieten. Dies beides war mir
wichtig — und ferner wiirde ich durch den Umzug meinem
Partner Roger, der in Berkeley lebt, meiner Familie und
meinen Freunden in Seattle néher sein.

In Seattle fithren wir die Untersuchungen zur Geruchs-
wahrnehmung fort, und wir studieren weiter, wie Pheromone
instinktives Verhalten auslosen. Wir erforschen inzwischen
auch die neuronalen Schaltkreise, die angeborenem Verhal-
ten und elementaren Trieben wie Angst, Appetit und Repro-
duktion zugrunde liegen. Gegenwértig entwickeln wir mole-
kularbiologische Techniken zur Suche dieser Schaltkreise, der
beteiligten Neurone und der Gene, die von ihnen exprimiert
werden. Eine andere Zielsetzung verfolgen wir mit einem
Hochdurchsatzverfahren, bei dem wir Chemikalienbibliothe-
ken zur Identifizierung derjenigen Gene einsetzen, die die
Alterung steuern. Dabei beschéftigt uns hauptsachlich eine
Frage: Gibt es einen zentralen Mechanismus, der die Le-
bensdauer bestimmt und die Alterung von Zellen im gesam-
ten Korper reguliert?

Riickblick

Seit Richard Axel und ich 1991 tiber die Entdeckung der
Geruchsrezeptoren berichteten, haben viele Arbeitsgruppen
diese Rezeptoren zur genauen Analyse der Mechanismen des
Geruchssinns und der Entwicklungsprozesse im olfaktori-
schen System eingesetzt. Diese Art der Anerkennung hat mir
Freude bereitet. Molekularbiologische Methoden zur Unter-
suchung der Geruchswahrnehmung sind auf andere Wirbel-
tiere und Wirbellose ausgedehnt worden. So hat Cori Barg-
mann in der Nematode C. elegans eine grofle Zahl von
Chemosensoren entdeckt, und einige Gruppen, einschlie3lich
der von Richard Axel, identifizierten Familien von Geruchs-
und Geschmacksrezeptoren in der Fruchtfliege D. melano-
gaster.

Es ist kaum zu fassen, welches Gliick ich hatte, als ich
Wissenschaftlerin wurde. Nur sehr wenige Menschen haben
jeden Tag die Gelegenheit, das zu tun, was sie lieben. In
Zusammenarbeit mit wunderbaren Mentoren, Kollegen und
Studenten durfte ich faszinierende Fragestellungen untersu-
chen und mich an den Entdeckungen erfreuen. Fiir all dies bin
ich dankbar — und ich bin gespannt darauf, welche Geheim-
nisse die Natur als nédchstes preisgeben wird.

Ich hoffe aufrichtig, dass die Vergabe des Nobelpreises an
mich als eine Wissenschaftlerin junge Frauen auf der ganzen
Welt ermutigen wird, ihren Traumen zu folgen — ihnen stehen
alle Moglichkeiten offen.

www.angewandte.de

6287


http://www.angewandte.de

Nobelaufsditze

6288

1. Einleitung

Mein Vortrag dreht sich um den Geruchssinn, einen der
fiinf Sinne, mit denen wir die Welt erfassen. Der Geruchssinn
von Menschen und Sdugetieren kann eine immense Zahl
unterschiedlicher Chemikalien aus der Auflenwelt wahrneh-
men. Schitzungsweise konnen wir Menschen 10000 bis
100000 Chemikalien am Geruch unterscheiden. Alle diese
Geruchsstoffe sind kleine, fliichtige Molekiile. Ihre Struktu-
ren variieren allerdings, und irgendwie werden diese Unter-
schiede als unterschiedliche Geriiche wahrgenommen (Ab-
bildung 1).
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Abbildung 1. Menschen und andere Siugetiere kénnen eine riesige
Zahl von Chemikalien am Geruch unterscheiden.

Der Sinneseindruck eines Geruchs wird vom olfaktori-
schen System vermittelt, das durch eine vorziigliche Emp-
findlichkeit und Unterscheidungsfdhigkeit besticht. Schon
eine geringfiigige Strukturédnderung eines Geruchsstoffs kann
sich auf die Geruchsempfindung auswirken. Beispielsweise
kann eine Chemikalie nach Birnen riechen, wéhrend eine eng
verwandte Verbindung einen Apfelduft aufweist. Das olfak-
torische System nimmt nicht nur Geruchsstoffe, sondern auch
Pheromone wahr. Diese werden von Tieren freigesetzt und
wirken auf Artgenossen, indem sie hormonelle Veridnderun-
gen stimulieren oder instinktives Verhalten wie Paarung oder
Aggression auslosen. Das olfaktorische System erkennt auch
den Geruch von Fressfeinden, der eine angeborene Angstre-
aktion auslost.

In den vergangenen 16 Jahren konzentrierte sich unsere
Arbeit auf zwei Fragen: Wie nehmen Séugetiere so viele
unterschiedliche Chemikalien in der Umgebung wahr? Und
wie iibersetzt das Gehirn dies in so vielfiltige Geruchsemp-
findungen und Verhaltensweisen?

Geruchsstoffe werden zundchst von Riechzellen im
Riechepithel der Nasenhohle wahrgenommen (Abbildung 2).
Diese Neuronen {iibermitteln Signale an das Riechhirn
(Bulbus Olfactorius oder Riechkolben), das die Signale
dann an die Riechrinde, auch olfaktorischer Cortex genannt,
weiterleitet. Von dort wird die Geruchsinformation an andere
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Abbildung 2. Der Weg der Geruchsinformationen: Geruchsstoffe
werden im Riechepithel von Riechzellen wahrgenommen. Die entste-
henden Signale werden von den Neuronen lber das Riechhirn und die
Riechrinde in andere Gehirnareale weitergeleitet.

Gehirnbereiche weitergeleitet. Dazu zéhlen hohere cortikale
Hirnbezirke, von denen man annimmt, dass sie an der
Unterscheidung von Geriichen beteiligt sind, und tiefe lim-
bische Areale des Gehirns, die vermutlich emotionale und
physiologische Reaktionen auf Geriiche auslosen. Im Unter-
schied dazu werden Pheromone hauptsédchlich im Vomero-
nasalorgan (VNO) erkannt, einer eigenstidndigen olfaktori-
schen Einheit im Septum nasale. Von den VNO-Neuronen
werden die Signale iiber einen Verbindungsknoten an den
medialen Mandelkern (Amygdala) und dann zum Hypotha-
lamus weitergeleitet; diese Bereiche wirken an der hormo-
nalen und der Verhaltensreaktion auf Pheromone mit.

Das Riechepithel enthdlt Millionen von Riechzellen,
daneben Hilfszellen und basal eine Stammzellschicht. Die
Riechzellen sind kurzlebig und werden kontinuierlich von der
Stammzellschicht neu gebildet. An der Oberfliche des Epi-
thels reichen von jedem Neuron Cilien in den Schleimfilm
hinein, der die Nasenhohle auskleidet. Diese Cilien treten mit
Geruchsstoffen in Kontakt, die im Nasenschleim gelost sind.
Jedes Neuron kommuniziert mit dem Gehirn iiber ein
einzelnes Axon, das bis ins Riechhirn reicht.

2. Geruchsrezeptoren

In unseren ersten Experimenten untersuchten Richard
Axel und ich, wie diese Neuronen Geruchsstoffe wahrneh-
men. Seit den Arbeiten von Robert Gesteland™ im Jahre 1965
hatten zahlreiche elektrophysiologische Untersuchungen ge-
zeigt, dass unterschiedliche Riechzellen durch unterschiedli-
che Geruchsstoffe depolarisiert, oder aktiviert, werden. Wie
John Amoore vermutete, weisen diese Neuronen Rezeptor-
proteine fiir Geruchsstoffe auf, die sich in ihrer Affinitét fiir
die einzelnen Geruchsstoffe unterscheiden.”?! Ab Mitte der
achtziger Jahre wurden Hinweise auf die Signaltransduktion
in den Cilien von Riechneuronen entdeckt. Doron Lancet,
Sol Snyder und ihre Kollegen wiesen nach, dass Geruchsstoffe
eine GTP-abhingige Zunahme der Adenylylcyclase-Aktivi-
tit in den Cilien induzieren. Dies deutet auf die Beteiligung
intrazellulirer G-Proteine hin,! und Randy Reed identifi-
zierte Goolf, ein G-Protein, das diese Reaktion auslosen kann
und in Riechzellen stark exprimiert wird.
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1988 begannen Richard Axel und ich mit der Suche nach
Geruchsrezeptoren. Unsere Strategie fufite auf drei Annah-
men: Zum einen miissten Geruchsrezeptorgene selektiv im
Riechepithel exprimiert werden. Zweitens miisste es eine
Familie einzigartiger, aber verwandter Rezeptoren geben
(weil die Struktur von Geruchsstoffen variiert), die durch eine
umfangreiche Genfamilie codiert wird. Drittens miissten
Geruchsrezeptoren mit anderen Rezeptortypen verwandt
sein, die mit intrazelluldren G-Proteinen wechselwirken. Bis
1989 waren durch molekulares Klonen die Strukturen von
etwa 20 dieser G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR)
aufgekldart worden. Alle diese Rezeptoren wiesen sieben
potenzielle Transmembrandoménen und einige gemeinsame
Aminosduresequenzen auf.

Wir nahmen dann die Suche nach einer Familie von
GPCRs auf, die im Riechepithel von Ratten
primiert werden.”! Dazu bedienten wir uns zunichst-
der Polymerasekettenreaktion (PCR) und suchten nach-
Rezeptoren, die mit bekannten GPCRs verwandt sind.-
Wir entwickelten elf entartete Oligonucleotidprimer, die zu
Aminosduresequenzen in den Transmembrandoménen 2 und
7 bekannter GPCRs passten. Alle 30 Zweierkombina-
tionen dieser Primer setzten wir dann zur Vervielfiltigung
verwandter cDNA-Sequenzen ein, die aus RNA aus dem
Riechepithel von Ratten hergestellt worden waren. Aus
diesen 30 PCR-Ansétzen erhielten wir im geeigneten-
GroBenbereich 64 unterschiedliche Produkte, die in einer
Agarose-Gelelektrophorese jeweils eine eigene Bande liefer-
ten.

Wir untersuchten dann, ob irgendeines der 64 PCR-
Produkte mehrere Mitglieder einer Multigenfamilie enthielt.
Dazu schnitten wir die DNA aller Sonden mit einem Re-
striktionsenzym. Die meisten Banden wurden in eine kleine
Zahl von Fragmenten zerteilt, die Bande Nr.13 wurde
hingegen in zahlreiche Stiicke gespalten, sodass wir vermu-
teten, sie konnte mehrere Mitglieder einer Multigenfamilie
enthalten. Nachdem wir fiinf der DNAs in dieser Bande
geklont und sequenziert hatten, entdeckten wir, wonach wir
gesucht hatten: Alle fiinf codierten bislang unbekannte
Proteine mit GPCR-Merkmalen. Ferner waren alle fiinf
unterschiedlich, aber miteinander verwandt.

Mit diesen DNAs als Sonden isolierten wir eine Reihe
verwandter cDNAs aus einer cDNA-Bibliothek des Riech-
epithels. Zunichst untersuchten wir die Proteine, die durch
zehn der cDNA-Molekiile codiert werden. Alle zehn Proteine
wiesen die sieben potenziellen Transmembrandoménen auf,
die fiir G-Protein-gekoppelte Rezeptoren charakteristisch
sind. Weiterhin traten einige der Aminosiduresequenzen auch
in anderen GPCRs auf. Allen zehn Rezeptoren waren aber
auch Sequenzen gemein, die in keinem anderen GPCR
vorhanden sind, was auf ihre Zugehorigkeit zu einer neuar-
tigen Rezeptorfamilie hindeutete.

In Abbildung 3 ist einer dieser Membranrezeptoren sche-
matisch wiedergegeben. Die einzelnen Aminosduren sind als
Kugeln dargestellt: Rote Kugeln stehen fiir Aminoséduren, die
bei den zehn Rezeptoren besonders variabel waren — denn die
zehn Geruchsrezeptoren variierten trotz ihrer Ahnlichkeit
stark in den Aminosiduresequenzen. Diese ,,Hypervariabili-
tat“ ist in Einklang mit der Fahigkeit der Rezeptoren zur
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Abbildung 3. Topologie eines Geruchsrezeptors in einer Membran:
Aminosiurereste sind als Kreise dargestellt; rote Kreise stehen fiir
Aminosiuren, die sich beim Vergleich von zehn Geruchsrezeptoren als
hypervariabel erwiesen haben. Enthommen aus Lit. [7] und modifiziert.

Wechselwirkung mit Geruchsstoffen mit unterschiedlichen
Strukturen.

In Ubereinstimmung mit der selektiven Expression dieser
Rezeptorgene im Riechepithel hybridisierte eine Sonde aus
der DNA verschiedener Geruchsrezeptoren mit RNA aus
dem Riechepithel, nicht aber mit solcher aus anderen Gewe-
ben. Ferner lieferte eine grofere Zahl von Riechzellen auch
eine groBBere Menge an Rezeptor-RNA, was auf eine iiber-
wiegende oder ausschlieBliche Expression der Rezeptorgene
durch die Riechzellen hinweist.

In Southern-Blot-Experimenten mit Genom-DNA hy-
bridisierten einzelne Rezeptorgene mit einigen Banden, und
eine gemischte Rezeptorgensonde mit vielen Banden. Dies
war ein weiteres Indiz fiir die Codierung der entdeckten
Rezeptoren durch eine grofle Genfamilie. Screenings der
Genombibliothek deuteten auf mehr als 100 Mitglieder in
dieser Multigenfamilie hin. Spéter konnten wir bei Miusen
sogar etwa 1000 unterschiedliche Geruchsrezeptorgene nach-
weisen.

Aus diesen Ergebnissen folgerten wir, dass die entdeckte
Genfamilie Geruchsrezeptoren (Odorant Receptors, ORs)
codiert, die durch Riechzellen in der Nase exprimiert
werden.”) AnschlieBende Untersuchungen belegten, dass
Vertebraten (Wirbeltiere) — vom Fisch bis zum Menschen —
iiber homologe Familien von Geruchsrezeptoren verfiigen.”!
Im Jahr 1991, nach der Publikation unsere Ergebnisse iiber
Geruchsrezeptoren,”! verlieB ich die Arbeitsgruppe von
Richard Axel und wechselte an die Harvard Medical School.

Zehn Jahre spiter ermoglichte die Sequenzierung des
Genoms von Mensch und Maus die Bestimmung der Zahl von
Geruchsrezeptorgenen in diesen Arten. Dies nahmen Lancet
und Zozulya fiir Menschen™'”) und Firestein und Trask fiir
Miuse vor,'"' und in meiner Gruppe arbeiteten Bettina
Malnic und Paul Godfrey an beiden Spezies.'*¥ Alle Er-
gebnisse deuten auf etwa 350 unterschiedliche Geruchsre-
zeptoren beim Menschen und etwa 1000 bei Méausen hin.
Grob geschitzt dienen also 1-5% der Gene in den Genomen
dem Nachweis von Geruchsstoffen. Geruchsrezeptorgene
verteilen sich tiber das gesamte Genom: Beim menschlichen
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Abbildung 4. Verteilung menschlicher Geruchsrezeptorgene auf die Chromosomen. Intakte
Rezeptorgene sind rot wiedergegeben, Pseudogene griin. Entnommen aus Lit. [14] und mo-
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Genom wiesen wir Geruchsrezeptorgene auf 21 Chromoso-
men und an 51 unterschiedlichen Loci nach, wo sie einzeln
oder in Clustern auftreten (Abbildung 4).1']

Mitte der neunziger Jahre wurden zwei weitere Rezep-
torfamilien im olfaktorischen System entdeckt: VIR und
V2R. Diese Rezeptoren sind beziiglich ihrer Aminosdurese-
quenz nicht mit den Geruchsrezeptoren verwandt, weisen
aber ebenfalls die charakteristischen sieben Transmembran-
doménen der GPCR-Rezeptoren auf. Die VIR- und V2R-
Gene werden selektiv im VNO exprimiert, was eine Codie-
rung von Pheromon-Rezeptoren nahe legt. Beide Rezeptor-
familien umfassen mehr als 100 Mitglieder. Die V1R-Genfa-
milie wurde 1995 durch Dulac und Axel nachgewiesen,“sa] die
V2R-Genfamilie wurde 1997 in meiner Gruppe von Hiroaki
Matsunami sowie durch die Arbeitsgruppen von Catherine
Dulac und Nicholas Ryba entdeckt.!>*16:17]

3. Die Verteilung der Geruchsrezeptoren
im Riechepithel

Nach dem Nachweis der Geruchsrezeptoren war klar, wie
das olfaktorische System eine so grofle Zahl von Chemikalien
in der Aulenwelt erkennt. Gleichzeitig konnte anhand der
Geruchsstoffmolekiile untersucht werden, wie das Nerven-
system chemische Strukturen in Geruchsempfindungen iiber-
setzt. In Harvard angekommen, begannen wir, uns damit zu
beschiftigen.

Bei Miusen konnten wir mehr als 1000 unterschiedliche
Geruchsrezeptorgene nachweisen. Zunichst untersuchten
wir, wie sich die unterschiedlichen Geruchsrezeptoren im
Riechepithel verteilen.'! Kerry Ressler, ein Student, und
Susan Sullivan, eine Postdoktorandin, fiihrten zu diesem
Zweck Hybridisierungsexperimente mit markierten Geruchs-
rezeptorgensonden an Schnitten durch die Miusenase aus
(Abbildung 5). Die Ergebnisse zeigten, dass in rdumlich
getrennten Arealen im Riechepithel nichtiiberlappende
Sétze von Geruchsrezeptorgenen exprimiert werden (Abbil-
dung 6). Jedes Rezeptorgen wird in etwa einem Promille der
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Neuronen exprimiert, und diese Neuronen sind
innerhalb eines Bereichs zufillig verteilt; Richard
Axels Arbeitsgruppe wies &hnliches auch fiir
Ratten nach."” Die Bereiche bilden Streifen, die
sich entlang der Léngsachse des Nasenhohle er-
strecken.

Aus diesen Resultaten ergeben sich zwei wich-
tige Befunde: Erstens sind die Geruchsrezeptoren
eines Typs, von denen eine gemeinsame Reizant-
wort ausgeht, weit iiber das Epithel verstreut.
Neuronen mit Rezeptoren fiir einen Geruchsstoff
(z.B. aus Erdbeeren) miissen durchsetzt sein mit
Neuronen, die Rezeptoren fiir andere Geruchs-
stoffe (z.B. aus Zitronen) enthalten. Zweitens
kann jedes Neuron nur ein Geruchsrezeptorgen
exprimieren. Wir bewiesen dies spiter durch die
Untersuchung der Genexpression in einzelnen
Neuronen.™ Das Signal der Reizung unterschied-
licher Geruchsrezeptoren wird in der Nase daher
an jeweils andere Neuronen iibergeben, und die
Information, die jedes Neuron ans Gehirn iibermittelt,
stammt von einem einzigen Rezeptortyp.

X

Abbildung 5. Expressionsmuster von Geruchsrezeptorgenen im Riech-
epithel von Mausen. Gewebeschnitte durch die Miusenase wurden
mit vier unterschiedlichen Rezeptorgensonden hybridisiert. Entnom-
men aus Lit. [18,30] und modifiziert.

Abbildung 6. Verteilungsmuster eingehender Signale von Geruchsre-
zeptoren in Riechepithel und Riechhirn. Riechzellen, die denselben
Rezeptortyp exprimieren, sind lber eine Zone des Epithels verstreut,
ihre Axone treffen sich aber in bestimmten Glomeruli im Riechhirn.
Entnommen aus Lit. [18,22,30] und modifiziert.
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4. Kombinatorische Rezeptorcodes
fiir Geriiche

Spéter fragten wir uns, wie die Geruchsre-
zeptorfamilie Geruchsstoffe codiert. Wir such-
ten dazu nach Rezeptoren, die spezifische
Geruchsstoffe erkennen.” Bei diesen Studien
arbeitete Bettina Malnic aus meiner Gruppe

mit Takaaki Sato und Junzo Hirono am Life P

Electronics Research Center in Japan zusam-
men. Wir setzten zunéchst einzelne Riechzel-
len von Miusen einer Reihe von Geruchsstof-
fen aus und verfolgten ihre Reaktionen durch
Calcium-Bildgebung. AnschlieBend isolierten
wir jedes responsive Neuron und bestimmten
durch Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR),
welche Rezeptorgene es exprimierte. Wir iden-
tifizierten pro Neuron stets nur einen Geruchs-
rezeptor, jedes Neuron exprimiert also nur ein

Geruchsstoff

einziges Geruchsrezeptorgen. R
Fiir diesen Geruchsstofftest setzten wir vier A

Klassen linearer aliphatischer Geruchsstoffe
mit variierenden funktionellen Gruppen und B =

einer Kettenldnge zwischen 4 und 9 Kohlen- B

stoffatomen ein. Jedes Neuron wurde fotogra-
fiert, wihrend es nacheinander verschiedenen

Geruchsstoffen ausgesetzt wurde (Abbil- MO, o

dung 7). Trat eine Reaktion ein, so wurde das
Neuron mit einer niedrigeren Konzentration o

des gleichen Geruchsstoffs nochmals unter- MO o

sucht. a®

Abbildung 8 gibt die Reaktionsprofile von b

14 Neuronen wieder (und damit die Erken-
nungseigenschaften der Geruchsrezeptoren in
diesen Neuronen). Die Daten liefern drei
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Abbildung 8. Die Reizung mehrerer Rezeptoren bildet die Grundlage der kombinatorischen Codie-
rung einer Geruchsstoff-ldentitit. Die Erkennungsprofile einzelner Rezeptoren fiir verschiedene
Geruchsstoffe wurden durch Calcium-Bildgebung und Einzell-RT-PCR gewonnen. Die Grofe der

wichtige Ergebnisse: Zum einen kann jeder  Kreise entspricht der Intensitit der Antwort. Entnommen aus Lit. [20] und modifiziert.

Geruchsrezeptor mehrere Geruchsstoffe er-
kennen; dies war bereits von Stuart Firestein

Abbildung 7. Reaktion einer einzelnen Riechzelle auf unterschiedliche
Geruchsstoffe. Die Fluoreszenzemission wurde gemessen, wihrend
ein Neuron, das den Indikatorfarbstoff Fura-2 enthielt, nacheinander
einer Reihe von Geruchsstoffen (C4-D9) ausgesetzt wurde. Reaktionen
auf niedrigere Geruchsstoffkonzentrationen sind darunter gezeigt. Ent-
nommen aus Lit. [20] und modifiziert.

fiir einen Geruchsrezeptor von Ratten nachgewiesen
worden.”!! Zweitens kann jeder Geruchsstoff von mehreren
Rezeptoren erkannt werden. Am Wichtigsten ist jedoch der
Befund, dass unterschiedliche Geruchsstoffe von unterschied-
lichen Rezeptorkombinationen erkannt werden.

Diese Resultate deuten auf eine kombinatorische Codie-
rung der Geruchsstoffe durch die Rezeptoren hin.*”! Die
Geruchsstoffe werden also durch unterschiedliche Rezeptor-
kombinationen erkannt. Jeder Rezeptor ist wiederum Be-
standteil des Codes zahlreicher Geruchsstoffe, und jeder
Geruchsstoff hat einen eigenen ,,Rezeptorcode®. Mit 1000
unterschiedlichen Rezeptoren konnte ein solcher kombina-
torischer Code zwischen einer nahezu unbegrenzten Zahl von
Geruchsstoffen unterscheiden. Selbst wenn jeder Geruchs-
stoff von nur drei Rezeptortypen erkannt wiirde, konnte
dieses Schema fast eine Milliarde Geruchscodes enthalten.

Die Untersuchungen erklirten auch einige verwirrende
Besonderheiten der menschlichen Geruchsempfindung.*”!
Schon eine geringfiigige Strukturdnderung in einem Geruchs-
stoff kann dazu fiihren, dass ein — manchmal sogar drastisch —
unterschiedlicher Geruch wahrgenommen wird. Die von uns
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eingesetzten aliphatischen Sduren und Alkohole liefern ein
ausgezeichnetes Beispiel (Abbildung 9). Alle Siuren haben
unangenehme Geriiche wie ranzig, sauer oder schweiBartig.
Die Alkohole riechen dagegen angenehm nach Kriutern,
Holz oder Orangen. Séduren und Alkohole, die sich nur in der
funktionellen Gruppe unterscheiden, haben ausnahmslos
unterschiedliche Rezeptorcodes (Abbildung 9).

GERUCHSREZEPTOR

1.3 8 18 46 50 51 79 B3 B5 86 GERUCH
| | _ﬁg' ranzig, sauer; nach Ziege
<l mach Krautern, Holz

siiblich

en, Holz

GERUCHS-

rangig, sa

Heplansaure
f S0, na

| [ranzig, saver, wederlich |

| Isi8: nach Crange, Rose |

MLSSIG;, nacn

frisch, blumg; na

Abbildung 9. Nahe verwandte Geruchsstoffe, die zu unterschiedlichen
Geruchswahrnehmungen fithren, werden durch andere Rezeptorkombi-
nationen erkannt. Entnommen aus Lit. [20] und modifiziert.

Auch eine Konzentrationsianderung kann den Rezeptor-
code eines Geruchsstoffs beeinflussen. Bei hoheren Konzen-
trationen waren stets zusitzliche Rezeptoren an der Reaktion
beteiligt. Dies konnte erkliren, warum bei Anderung der
Geruchsstoffkonzentration ein abweichender Geruch wahr-
genommen werden kann.

5. Eine Musterkarte eingehender Geruchsrezeptor-
signale im Riechhirn

Geruchsstoffe werden in der Nase also offenbar durch
jeweils unterschiedliche Kombinationen von Rezeptoren
erkannt, die letztlich zu den jeweiligen Geruchsempfindun-
gen fithren. Wie aber wird dieser kombinatorische Rezeptor-
code in eine Wahrnehmung tibersetzt?

Von jeder Sinneszelle im Riechepithel fithrt genau ein
Axon bis ins Riechhirn. Dort endet dieses Axon in einer
sphérischen Struktur, dem Glomerulus, wo es an den Den-
driten von Hirnneuronen Synapsen ausbildet. Das Riechhirn
der Maus enthélt etwa 2000 Glomeruli, die jeweils Signale
von einigen Tausend Riechzellen erhalten. Jede Riechzelle
bildet nur in einem Glomerulus Synapsen aus. In dhnlicher
Weise wird auch jede Mitralzelle im Riechhirn nur von einem
Glomerulus angesprochen. Mitralzellen sind Relaisneuronen,
die Signale an die Riechrinde weiterleiten.

Die Situation im Riechhirn unterscheidet sich deutlich
von derjenigen in der Nase:?? Nur in wenigen Glomeruli des
Riechhirns markierten Gensonden fiir einzelne Rezeptoren
die Rezeptor-mRNA von Sensoraxonen. Diese Glomeruli
befanden sich auBBerdem an nur zwei Stellen auf beiden Seiten
des Riechhirns (Abbildung 10a). Rezeptorgensonden ande-
rer Geruchsstoffe markierten jeweils andere Glomeruli, die
sich bei allen Individuen erstaunlicherweise an nahezu iden-
tischen Stellen waren (Abbildung 10b). Diese Entdeckungen
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Abbildung 10. Musterkarte eingehender Geruchsrezeptorsignale im
Riechhirn. A) Eine Sonde mit einem Rezeptorgen hybridisierte mit den
Sensoraxonen in nur einem oder zwei Glomeruli in jeder Hilfte des
Riechhirns. B) Unterschiedliche Rezeptorgensonden (A16, M50, M71)
hybridisierten in jeweils anderen Glomeruli, und diese befanden sich
in sechs Versuchstieren an dhnlichen Stellen.

wurden von Kerry Ressler und Susan Sullivan gemacht.
Ahnliche Ergebnisse erhielten Vassar und Axel in Experi-
menten an Ratten, bei denen Rezeptorgensonden generell
eine groBere Zahl von Glomeruli an mehr Stellen im Riech-
hirn markierten.*

Unsere Ergebnisse mit Mausen deuten darauf hin, dass
die Axone von Tausenden von Riechzellen mit demselben
Geruchsrezeptor in nur 2-4 Glomeruli zusammentreffen, von
denen jeder wahrscheinlich nur einem Geruchsrezeptor zu-
geordnet ist (Abbildung 10).”? Ferner werden Reize, die in
der Nase grob unterteilt in vier Bereichen gesammelt werden,
im Riechhirn offenbar in eine Musterkarte der Sinneswahr-
nehmung umgewandelt (Abbildung 6). Dabei gelangen ein-
gehende Signale unterschiedlicher Rezeptoren zu unter-
schiedlichen Glomeruli und den damit verbundenen Neuro-
nen. Die Karte ist anscheinend fiir unterschiedliche Indivi-
duen identisch.

Das Riechepithel und das Riechhirn haben allerdings eine
wichtige Gemeinsamkeit: In beiden Zentren werden einge-
hende Signale unterschiedlicher Geruchsrezeptoren getrennt.
Jede Riechzelle im Epithel und jeder Glomerulus mit seinen
Relaisneuronen im Riechhirn scheint genau einem Rezep-
tortyp zugeordnet zu sein.

Der Aufbau dieser Karte ist mindestens in zweierlei
Hinsicht wichtig. Erstens wird die Empfindlichkeit fiir nied-
rige Geruchsstoffkonzentrationen so wahrscheinlich maxi-
miert. Die Signale von etwa 5000 Neuronen mit dem gleichen
Rezeptor treffen in 2—4 Glomeruli und ungefihr 50 Mitral-
zellen zusammen, was ein hohes Maf3 an Signalintegration
ermoglicht. Zweitens ist die Karte wahrscheinlich entschei-
dend fiir die Stimulierung im Gedéichtnis gespeicherter
Geriiche. Die Riechzellen im Epithel sind kurzlebig und
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werden kontinuierlich ersetzt, wihrend sich die Karte im
Riechhirn nicht veridndert. Der neuronale Code fiir einen
Geruch bleibt also intakt. Damit ist sichergestellt, dass
Geruchsstoffe schwache Erinnerungen wecken kénnen.

6. Die Codierung von Geriichen im Riechepithel
und im Riechhirn

Da jeder Geruchsstoff anhand einer Rezeptorkombinati-
on erkannt wird,?! legen unsere Ergebnisse nahe, dass der
Code fiir einen in der Nase wahrgenommenen Geruch aus
einem Ensemble von Neuronen besteht, die jeweils eine
Rezeptorkomponente des Geruchsstoffcodes exprimieren
(Abbildung 11). Im Riechhirn entspricht diesem Code eine

(N ILIENIXIN])

Abbildung 11. Codierung von Geriichen in Riechepithel und Riechhirn.
Signale unterschiedlicher Rezeptoren, die einen Geruchsstoff erkennen,
sind durch unterschiedliche Farben dargestellt. Im Riechepithel (OE)
ist der Code fiir einen Geruchsstoff ein verstreutes Ensemble von Neu-
ronen, von denen jedes eine Komponente des Rezeptorcodes expri-
miert. Im Riechhirn (OB) entspricht dem Code eine bestimmte Kombi-
nation von Glomeruli, deren raumliche Anordnung bei allen Versuchs-
tieren dhnlich war. Partiell Giberlappende Kombinationen eingehender
Rezeptorsignale fiihren zu den jeweiligen Geruchsempfindungen.

bestimmte Kombination von Glomeruli, die die Signale dieser
Rezeptoren empfangen und bei allen Individuen eine dhnli-
che rdumliche Anordnung aufweisen. Die Existenz eines
solchen geordneten Arrangements wird durch die Resultate
zahlreicher Untersuchungen der geruchsinduzierten Aktivitét
in Epithel und Riechhirn gestiitzt: Bereits in den fiinfziger
Jahre hatte Lord Adrian entdeckt, dass jeweils andere
Mitralzellen im Riechhirn von Hasen auf unterschiedliche
Geruchsstoffgruppen reagieren.?*2!

7. Muster, Divergenz und Konvergenz

in der Riechrinde

Wie entstehen aus Geruchsinformationen auf hoéheren
Ebenen des Nervensystems letztlich unterschiedliche Ge-

ruchsempfindungen?

Angew. Chem. 2005, 117, 6283 —6296

© 2005 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Axone von Mitralzell-Relaisneuronen im Riechhirn rei-
chen bis in die Riechrinde, einen grofen Bereich, der sich
seitlich entlang der Unterseite des Gehirns erstreckt. Die
Riechrinde setzt sich aus einer Reihe anatomischer Struktu-
ren zusammen, die zumindest teilweise unterschiedliche
Funktionen ausiiben. Die grofite Einheit ist der piriforme
Cortex, dessen vordere und hintere Hilfte sich wiederum
morphologisch voneinander abheben.

Lewis Haberly und andere platzierten in den achtziger
Jahren Tracer in einem kleinen Teil der Riechrinde, die dann,
entgegen der normalen Signalleitungsrichtung, Mitralzellen
in vielen Teilen des Riechhirns markierten.’”) Das Vertei-
lungsmuster sensorischer Informationen in der Riechrinde
unterscheidet sich also von dem im Riechhirn — worin genau,
war zundchst aber unklar.

Wir stellten uns anfangs drei Fragen zur Riechrinde:
Erhalten unterschiedliche Teile der Riechrinde, die unter-
schiedliche Funktionen haben konnten, Signale aus unter-
schiedlichen Teilsdtzen von Geruchsrezeptoren, oder emp-
fangt jeder Teil die Signale aller Rezeptoren? Werden die
Signale eines Rezeptors in der Riechrinde verteilt (wie in der
Nase), stets zu den gleichen Zentren weitergeleitet (wie im
Riechhirn) oder in anderer Weise verarbeitet? Unter der
Voraussetzung, dass jeder Geruchsstoff von mehreren Re-
zeptoren erkannt wird, war schlieBlich zu kldaren, ob die
Signale unterschiedlicher Geruchsrezeptoren in individuellen
Neuronen der Riechrinde gesammelt oder ob sie (wie in Nase
und Riechhirn) auf unterschiedliche Neuronen aufgeteilt
werden.

Um mehr iiber die Verteilung der Eingangssignale in der
Riechrinde herauszufinden, untersuchte meine Studentin
Lisa Horowitz zunéchst, ob neuronale Schaltkreise genetisch
identifiziert werden konnen. Dazu erzeugte sie transgene
Maiuse, die ein Pflanzenprotein, Gerstenlektin (barley lectin,
BL), in allen Riechzellen der Nase exprimierten. Die Expres-
sion dieses Lektins wurde durch den Promotor des OMP-Gens
gesteuert, das selektiv durch Riechzellen exprimiert wird.

Mit BL-spezifischen Antikorpern wiesen wir das Gers-
tenlektin dann in Riechzellen im Riechepithel, in Glomeruli
und Relaisneuronen im Riechhirn und auch in Neuronen in
der Riechrinde nach.?® Offenbar kann das Lektin, das von
Riechzellen in der Nase synthetisiert wird, zwei Synapsen
iiberqueren und so in assoziierte Neuronen im Riechhirn und
in der Riechrinde gelangen.

Nach der Entwicklung eines genetischen Verfahrens zur
Kartierung neuronaler Schaltkreise untersuchten wir, wie
eingehende Signale von Rezeptoren in der Riechrinde verar-
beitet werden. Wir wollten Gerstenlektin mit nur einem der
1000 Geruchsrezeptorgene coexprimieren. Dazu modifizier-
ten Lisa Horowitz und Jean-Pierre Montmayeur Rezeptor-
gene durch Insertion eines IRES(Internal Ribosome Entry
Site)- und eines BL-codierenden Abschnitts in 3'-Stellung zu
den codierenden Bereichen. Durch gezielte Verdnderung von
Genen (Gen-Targeting) in embryonalen Stammzellen erzeug-
te mein Postdoktorand Zhihua Zou , Knockin“-Méiuse, die
ein veridndertes Allel des M5- oder M50-Rezeptorgens ent-
hielten.”” In diesen Knockin-Miusen wird BL nur in Neu-
ronen exprimiert, die auch das Rezeptorgen M5 oder M50
exprimieren.
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Abbildung 12. Eingehende Signale eines Rezeptortyps werden zu zwei bis drei Neu-
ronenclustern in der Riechrinde weitergeleitet. Coronale Schnitte durch den vorde-

In der Riechrinde verzweigen sich die Axone von Riech-
hirn-Neuronen und bilden in Schicht [a Synapsen mit den
Dendriten pyramidaler Neuronen in den Schichten II und III.
In PompBL-Miusen, die Gerstenlektin in allen Riechzellen
exprimieren,™ wiesen wir markierte Neuronen in den
Schichten II und III in der gesamten Riechrinde nach
(Abbildung 12). Auch die MS5- und MS50-Knockin-Mause
enthielten markierte Neuronen in der Riechrinde, diese
befanden sich aber in klar abgegrenzten Clustern,” die
zudem in allen Individuen an &hnlichen Stellen zu sein
schienen.

In jedem Stamm von Knockin-Médusen wiesen wir 2-3
Cluster markierter Neuronen im vorderen piriformen Cortex
nach (Abbildung 12). Die meisten dieser Cluster waren
seitensymmetrisch in beiden Gehirnhélften lokalisiert. Auch
in einigen anderen Bereichen der Riechrinde traten solche
Cluster auf. In allen Clustern war die Dichte markierter
Neuronen im Zentrum am hochsten, aber selbst dort war nur
etwa die Halfte der vorliegenden pyramidalen Neuronen mit
dem BL-Tracer markiert.

Bei einer genauen Analyse der Cluster im vorderen
piriformen Cortex stellten wir fest, dass sich ihre Lage und

MSIBL MSiBL

240 mm 2.46 mm 1.22'mm

| & s -

316 mm 1.37 mm 0.64 mm

ren piriformen Cortex von Mausen, in denen Gerstenlektin in allen Riechzellen
(PompBL) oder nur in den Neuronen exprimiert wird, die auch das Gen des M5-

(MSiBL) oder M50-Geruchsrezeptors (M50iBL) exprimieren. Sterne deuten die Au-
RBengrenzen des piriformen Cortex (Pir) an. Der Abstand in mm von einem Bezugs-
punkt auf der Lingsachse ist angegeben. Entnommen aus Lit. [29] und modifiziert.
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GroBe bei allen Individuen dhnelte und sie meist seitensym-
metrisch angeordnet waren.””! Die Lage der Cluster war in
den beiden Stiammen von Knockin-Miusen unterschiedlich,
einer der M5-Cluster schien aber teilweise mit einem der
M50-Cluster zu tiberlappen.

Diesen Befunden zufolge gibt es in der Riechrinde eine
Musterkarte eingehender Rezeptorsignale (Abbildung 13).
Gemaéf dieser Karte werden Signale eines Rezeptortyps an
mehrere lockere Cluster von Neuronen der Riechrinde
weitergeleitet. Cluster, die Signale von einem bestimmten
Rezeptor empfangen, befinden sich bei allen Individuen an
nahezu identischen Stellen.

Diese Aufteilung der Rezeptorsignale in der Riechrinde
konnte eine parallele Verarbeitung ermdoglichen, bei der
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Abbildung 13. Musterkarte eingehender Rezeptorsignale in der Riech-
rinde. Verteilungsmuster eingehender Signale der M5- (gelb) und M50-
Geruchsrezeptoren (rosa) in Riechepithel, Riechhirn und Riechrinde.
Schwarze Linien kennzeichnen unterschiedliche Areale in der Riechrin-
de. AON: vorderer olfaktorischer Kern; PC: piriformer Cortex; OT: ol-
faktorisches Tuberkel; Amg: olfaktorischer Kern der Amygdala (Man-
delkern); EC: seitlicher entorhinaler Cortex.

Signale der gleichen Rezeptoren in unterschiedlicher
Weise miteinander kombiniert oder moduliert werden,
bevor sie an andere Gehirnregionen weitergeleitet
werden.
Die Neuronencluster im vorderen piriformen Cortex,
die Signale eines Rezeptors empfangen, belegen etwa fiinf
Prozent der Gesamtflache entlang der Léngs- und der
Dorsal-ventral-Achse.” In PompBL-Msusen, die Gers-
tenlektin in allen Riechzellen exprimieren, wiesen wir
etwa 180000 BL-markierte Neuronen im vorderen piri-
formen Cortex nach. Wiirde jedes Neuron der Riechrinde
Signale von nur einem von 1000 unterschiedlichen Ge-
ruchsrezeptoren empfangen, so wéren in diesem Bereich
bei Knockin-Méusen etwa 180 markierte Neuronen zu
erwarten. Wir wiesen fiir jeden Stamm von Knockin-
Miusen allerdings etwa 4000-6000 BL-markierte Neuro-
nen im vorderen piriformen Cortex nach.?)
Diese Befunde lassen auf deutliche Unterschiede
zwischen der Karte eingehender Rezeptorsignale in der
Riechrinde und dem Riechhirn schliefen. Im Riechhirn
werden Signale unterschiedlicher Rezeptoren auf die
Glomeruli aufgeteilt und somit rdumlich getrennt, in der
Riechrinde iiberlappen sie dagegen wahrscheinlich stark
(Abbildung 14 A). AuBerdem empfingt jedes Neuron der
Riechrinde wahrscheinlich Signale von mehreren unter-
schiedlichen Rezeptoren, wéihrend diese in Nase und Riech-
hirn ja auf mehrere Neuronen verteilt werden (Abbil-
dung 14B). Weil jeder Geruchsstoff anhand einer Rezeptor-
kombination erkannt wird, konnte dies eine erste Integration
mehrerer Komponenten des Rezeptorcodes ermoglichen, die
fir die Entstehung einer Geruchsempfindung entscheidend
ist.

Demnach konnte man die Neuronen in der Riechrinde als
Koinzidenzdetektoren betrachten, die nur durch einen kor-
relierten, kombinatorischen Eingang von Signalen unter-
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Abbildung 14. Signalverteilungsmuster von Geruchsrezeptoren in
Riechepithel (OE), Riechhirn (OB) und Riechrinde (OC). Eingehende
Signale unterschiedlicher Rezeptoren werden im Epithel und im Riech-
hirn auf unterschiedliche Neuronen und Glomeruli aufgeteilt. In der
Riechrinde scheinen die Signale unterschiedlicher Rezeptoren dagegen
stark zu tiberlappen (A); einzelne Neuronen der Rinde scheinen Signa-
le einer Kombination von Rezeptoren zu empfangen (B).

schiedlicher Geruchsrezeptoren aktiviert werden. Ein einfa-
ches Modell konnte so aussehen: Die Signale unterschiedli-
cher Rezeptoren, die Vanillin erkennen, werden zu teilweise
miteinander iiberlappenden Stellen in der Rinde weitergelei-
tet, es werden aber nur solche Neuronen durch Vanillin
aktiviert, die gleichzeitig Signale mehrerer Vanillin-Rezepto-
ren erhalten.

Bei Sinneswahrnehmungen werden Reize aus der Umwelt
analysiert und dann im Gehirn wieder zusammengesetzt, um
eine Empfindung zu erzeugen. Die Verarbeitung der Rezep-
torsignale in der Riechrinde konnte der erste Schritt bei der
Rekonstruktion eines ,,Geruchsbilds“ aus seinen Fragmenten
sein.

Ich danke meinen talentierten Studenten und Postdoktoranden,
die die hier beschriebenen Experimente ausfiihrten. Kerry
Ressler und Susan Sullivan machten all die friihen Untersu-
chungen iiber Geruchsrezeptorsignale in Riechepithel und
Riechhirn. Hiroaki Matsunami identifizierte und charakteri-
sierte die V2R-Familie der Pheromonrezeptor-Kandidaten.
Bettina Malnic bearbeitete zusammen mit Takaaki Sato und
Junzo Hirono vom Life Electronic Research Center in Japan
die Spezifitit der Geruchsrezeptoren. Bettina und Paul God-
frey definierten das Repertoire der Geruchsrezeptorgene von
Menschen und Madusen. Lisa Horowitz entwickelte das gene-
tische Verfahren zum Aufspiiren neuronaler Schaltkreise, und
Zhihua Zou untersuchte in Zusammenarbeit mit Lisa und
Jean-Pierre Montmayeur die Verarbeitung der Rezeptorsignale
in der Riechrinde.

Eingegangen am 30. Mérz 2005
Ubersetzt von Dr. Jiirgen Eckwert, Seeheim-Jugenheim
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