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Zusammenfassung

Bei den meisten Sédugetieren kontrollieren innerartliche chemische Kommunikati-
onsstrategien komplexes Sozial- und Sexualverhalten. Noch bis vor wenigen Jahren
beruhte unser konzeptionelles Verstindnis chemosensorischer Kommunikation auf
der (simplistischen) Annahme einer strikt dichotomen Organisation des olfaktorischen
Systems: zwei anatomisch wie funktional streng voneinander getrennte sensorische
Systeme - das Riechepithel und das Vomeronasalorgan - detektieren jeweils eine von
zwei grundsitzlich unterschiedlichen Arten chemischer Reize — allgemeine Geriiche
versus ,,Pheromone®“. Durch eine Vielzahl spannender und z.T. durchaus unerwar-
teter Befunde aus jiingster Zeit wird nunmehr klar: Die Organisationsstruktur des
Geruchssinns ist weitaus komplexer und funktional differenzierter als urspriinglich
angenommen. Mindestens vier anatomisch separierte olfaktorische Subsysteme, die
vielfach eine bemerkenswerte Heterogenitit in ihrer neuronalen Zusammensetzung
aufweisen, detektieren distinkte (und in Teilen iiberlappende) Gruppen sensorischer
Stimuli. Gelingt es uns, die spezifischen Rezeptortypen und nachgeschalteten Signalwege
der verschiedenen Subsysteme im Detail zu verstehen und somit die Kodierungslogik
sozialer chemischer Signale aufzuschliisseln, werden wir letztlich entscheidende Er-
kenntnisse iiber die neurophysiologischen Grundlagen sozialen Verhaltens gewinnen.

Abstract

In most mammals, conspecific chemical communication strategies control complex so-
cial and sexual behavior. Just a few years ago, our concept of how the olfactory system
is organized to ensure faithful transmission of social information built on the rather
simplistic assumption that two fundamentally different classes of stimuli — ,general*
odors versus ,pheromones — are exclusively detected by either of two sensory struc-
tures: the main olfactory epithelium or the vomeronasal organ. A number of exciting
recent findings, however, revealed a much more complex and functionally diverse
organizational structure of the sense of smell. At least four anatomically segregated
olfactory subsystems, some remarkably heterogeneous in their cellular composition,
detect distinct, but partially overlapping populations of sensory stimuli. Discerning how
subsystem-specific receptor architectures and signaling pathways orchestrate the coding
logic of social chemosignals, will ultimately shed new light on the neurophysiological
basis of social behavior.

Keywords: olfaction; social chemosignals; sensory neurophysiology; homeostatic pla-
sticity; chemoreceptor

,.Es gibt eine Uberzeugungskraft des Duftes,
die stérker ist als Worte, Augenschein, Ge-
fithl und Wille. Die Uberzeugungskraft des
Duftes ist nicht abzuwehren, sie geht in uns
hinein wie die Atemluft in unsere Lungen,
sie erfullt uns, fiillt uns vollkommen aus,
es gibt kein Mittel gegen sie* — In seinem
Roman Das Parfum: Die Geschichte eines
Morders [63] stellt Patrick Siiskind kunstvoll
die tiefen Emotionen dar, die durch die Wahr-
nehmung eines Duftes hervorgerufen werden
konnen. Wie die Sdugetiernase Tausende
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verschiedener Diifte erkennt und zugleich
voneinander unterscheidet, wie Geruchs-
information in verschiedenen Hirnarealen
dekodiert wird und wie die Wahrnehmung
eines bestimmten Geruchs ldngst vergessen
geglaubte — angenehme wie abstoflende —
Erinnerungen wecken kann, gehdrt zu den
faszinierendsten Fragen moderner Neuro-
wissenschaften. Die Nase ist ohne Zweifel
en vogue und riickt zunehmend in das
Zentrum neurosensorischer Forschungs-
interessen. Dabei tragt gerade eine Reihe

von Befunden aus jlingster Zeit zu einer
neuen konzeptionellen Perspektive auf die
funktionale Architektur des Geruchssinns
bei: Wir entwickeln ein neues Verstdndnis
olfaktorischer Neurosensorik, das, zumin-
dest in Teilen, fundamental von unseren
bisherigen Vorstellungen abweicht.

Das theoretische Spektrum olfaktorischer
Stimuli ist nahezu unbegrenzt. Diese enorme
Komplexitét strukturell verschiedener che-
mischer Signale hat im Laufe der Evolution
eine Reihe unterschiedlicher sensorischer
Zellpopulationen innerhalb der Saugetier-
nase hervorgebracht. Die einzelnen Neu-
ronengruppen sind gekennzeichnet durch
charakteristische Rezeptorexpressionsprofile
und axonale Projektionsmuster. Diese Diver-
sitdt, bei gleichzeitiger Spezialisierung auf
bestimmte chemosensorische Funktionen,
liegt dem Konzept olfaktorischer Subsy-
steme - der ,,noses within noses* [44] - zu-
grunde (Abb. 1).

Noch bis vor Kurzem ging man davon
aus, dass das Riechsystem von Séugern aus
lediglich zwei anatomisch wie funktional
unterschiedlichen Teilen besteht: dem haup-
tolfaktorischen und dem akzessorischen
(vomeronasalen) olfaktorischen System. Das
hauptolfaktorische System, so die Annahme,
nimmt vor allem Umgebungsgeriiche wahr
(um beispielsweise Art und Qualitdt von Nah-
rung zu priifen), wahrend dem akzessorischen
System und seiner peripheren Struktur —dem
Vomeronasalorgan —eine entscheidende Rolle
bei der Detektion und Kommunikation sozial
relevanter Chemosignale zugeschrieben wur-
de. Diese héufig als Pheromone bezeichneten
Substanzen 16sen bei Artgenossen stereotype
Verhaltensmuster und / oder hormonelle
Statusdnderungen aus. Inzwischen ist eine
weitaus komplexere Organisation des Ge-
ruchssinns und damit der chemosensorischen
Mechanismen sozialer Kommunikation
deutlich geworden [1][44]. Mit diesem neu
gewonnen Verstdndnis fiir die funktionale
Diversitit olfaktorischer Systeme stehen
nun eine Reihe von neuen und spannenden
Fragen weit oben auf der Agenda (chemo)
sensorisch forschender Neurowissenschaftler:
Welche unterschiedlichen Rezeptorstrukturen
haben sich entwickelt, um jedem Subsystem
ein ausreichendes Maf} an Reizselektivitit
zu {ibertragen und dies aufrechtzuerhalten?
Welche Transduktionsstrategien werden von
den verschiedenen Zellpopulationen genutzt
und warum? Welche funktionale Logik liegt
der anatomischen Trennung der verschie-
denen Subsysteme innerhalb der Nasenhdhle
zugrunde? Wie wird Subsystem-spezifische
Information zundchst getrennt verarbeitet und
nachfolgend in iibergeordneten Hirnzentren
integriert?
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Abb. 1: Schematische Darstellung der olfaktorischen Subsysteme der Maus. Die Ubersicht
zeigt vier anatomisch klar voneinander abgegrenzte periphere sensorische Gewebe: das
hauptolfaktorische Epithel (OE), das Septalorgan von Masera (SOM), das Griineberg-
Ganglion (GG) und das Vomeronasalorgan (VNO). Die Axone sensorischer Neurone des OE,
des SOM und des GG projizieren auf glomerulare Strukturen im Bulbus olfactorius (BO),
vomeronasale Neurone hingegen bilden synaptische Kontakte mit Dendriten der Mitralzel-
len im akzessorischen olfaktorischen Bulbus (AOB). Im OE konnen mindestens drei Sub-
populationen sensorischer Neurone anhand ihrer individuellen Rezeptorexpressionsprofile
unterschieden werden. Die iiberwiegende Mehrheit der Neurone exprimiert ein Mitglied
der grofden Superfamilie kanonischer Geruchsrezeptoren (OR). Andere relativ kleine Grup-
pen sensorischer Zellen exprimieren entweder eine Typ D Rezeptor-Guanylatzyklase (GC-D)
oder sog. ,trace amine-associated‘ Rezeptoren (TAAR).

Subsysteme in der
Saugetiernase

Innerhalb der Chemosensorik markiert die
Entdeckung der Multigenfamilie der Geruchs-
rezeptoren durch Linda B. Buck und Richard
Axel [7] den Beginn der molekularen Ara.
Gleichsam einer Initialziindung hat seither
das wissenschaftliche Interesse an der Neu-
robiologie des Riechsystems kontinuierlich
zugenommen.

Bei den meisten Sdugetieren kleidet das
hauptolfaktorische Neuroepithel die dorso-
kaudalen Bereiche der Nasenscheidewand
(Septum) und der inneren Nasenmuscheln
(Endoturbinaten) aus. Hier exprimieren die
L.klassischen““/kanonischen olfaktorischen
sensorischen Neurone jeweils exklusiv Pro-
teine eines bestimmten Riechrezeptortyps,
obwohl jeder Zelle theoretisch ein enormes
Repertoire von Riechrezeptorgenen (>1000
funktionelle Gene in Nagern, ~350 beim Men-
schen) zur Verfiigung steht. Diese monogene
(tatséchlich sogar monoallelische) Genex-
pression wird stringent kontrolliert: die Gen-
produkte selbst — die Riechrezeptoren — {iben
einen negativen Riickkopplungsmechanismus
auf die ansonsten weitgehend stochastische
Expression aus [58][32]. Riechrezeptoren
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besitzen die typischen Merkmale G-Protein-
gekoppelter Rezeptoren (GPCRs) wie z.B.
sieben putativ transmembrandre o-Helices
oder das konservierte DRY-Aminosédurenmo-
tiv [42]. Verschiedene hypervariable Amino-
sdureseitenketten innerhalb der Transmem-
brandoménen 3-6 bilden wahrscheinlich die
Ligandenbindetasche. Von der Entdeckung
der Riechrezeptorgenfamilie bis zur Publi-
kation des ersten Rezeptor-Liganden-Paares
vergingen sieben Jahre [70]. Seither konnten
zwar etwa einer Handvoll Rezeptoren spezi-
fische Duftmolekiile zugeordnet werden, doch
der weitaus groBere Teil der Riechrezeptoren
wartet weiterhin auf die Deorphanisierung.
Dieser substantiellen Informationsliicke
liegen die enormen Schwierigkeiten bei der
rekombinanten Expression der Riechrezeptor-
proteine in heterologen Zellsystemen zugrun-
de. In Laboren weltweit stellt man sich die
Frage, warum die rekombinant exprimierten
Rezeptoren immer wieder in den Membranen
des endoplasmatischen Retikulums bzw. des
Golgi-Apparates ,,hdangenbleiben und kaum
eine Translokation zur Plasmamembran
stattfindet [39]. Alle bisher charakterisierten
Riechrezeptoren detektieren volatile Geruchs-
molekiile verschiedener chemischer Klassen
und besitzen relativ breite rezeptive Felder.

Vice versa konnen unterschiedliche Rezep-
toren durch das gleiche Geruchsmolekiil ak-
tiviert werden; Geruchsinformation wird also
kombinatorisch durch Aktivierung multipler,
teilweise tiberlappender Rezeptorpopulati-
onen kodiert [6][36]. Die Riechrezeptoren
sind in hoher Dichte in den zilidiren Memb-
ranen der olfaktorischen Neurone lokalisiert
und 16sen bei Ligandeninteraktion eine kom-
plexe biochemische Signalkaskade aus, durch
die der zytosolische cAMP-Spiegel innerhalb
der Zilien voriibergehend massiv erhoht wird.
Dies fiihrt zur Offnung zyklisch Nukleotid-
gesteuerter (CNG) lonenkanile und, bedingt
durch den lokalen Einstrom von Ca?', zur
Aktivierung Ca?'-gesteuerter Cl-Kanile.
Die Umwandlung der chemischen Bindungs-
energie in ein elektrisches Signal wird durch
die depolarisationsbedingte Generierung
von Aktionspotentialen abgeschlossen [14].
Konvergente rezeptorspezifische axonale
Projektionen zu wenigen Glomeruli im Bul-
bus olfactorius verleihen jedem Glomerulus
eine individuelle ,,Rezeptor-Identitdt und
ermdglichen somit die Kodierung von Ge-
ruchsinformationen in raumlichen (aber auch
zeitlichen) Aktivitdtsmustern, sog. odotopen
Karten (odotopic activity ,maps‘) [43].

Neben den kanonischen olfaktorischen
Neuronen wurde 2006 im Labor von Linda B.
Buck eine zweite Familie chemosensorischer
GPCRs im Hauptriechepithel identifiziert
[33]. In einer cDNA-Bibliothek aus dem
Riechepithel der Maus fanden Lieberles und
Buck Mitglieder der TAAR (trace amine-
associated receptor) Proteinfamilie. Die
selektiv-monogene TAAR Expression ein-
zelner Neurone deutet auf eine eigene Funk-
tion im Kontext der Geruchswahrnehmung
biogener Amine hin. Eine genaue funktionale
Charakterisierung der TAAR Neurone steht
allerdings noch aus.

Sowohl TAAR Proteine als auch Riech-
rezeptoren sind typische Rhodopsin-artige
(Familie A) GPCRs, die jeweils cAMP-
abhingige Transduktionskaskaden in Gang
setzen [45]. Allerdings transduziert eine dritte
Gruppe sensorische Neurone des hauptol-
faktorischen Epithels Geruchsinformationen
augenscheinlich unabhéngig von kanonischen
Riechrezeptoren, TAAR Proteinen oder
cAMP. Als gemeinsamen molekularen Mar-
ker exprimieren diese Neurone eine als GC-D
bezeichnete Rezeptor-Guanylatzyklase [15].
Etwa 1 von 1000 olfaktorischen Neuronen
exprimiert GC-D sowie weitere, an eine
cGMP-vermittelte Transduktionskaskade er-
innernde Signalproteine (Phosphodiesterase 2
und die CNG Kanaluntereinheit A3) [22][40].
Haben diese, als Cluster im dorsalen Dach
der Nasenhohle lokalisierten Neurone eine
chemosensorische Funktion und, wenn ja,
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welche? Die gemeinsame Struktur aller bisher
identifizierten Rezeptor-Guanylatzyklasen
[16] — eine extrazelluldre peptidbindende
Domine, die iliber eine transmembranére
o-Helix an eine intrazelluldre katalytische
Doméne gekoppelt ist — hat immer wieder
zu Spekulationen iiber GC-D-positive ol-
faktorische Neurone als cGMP-abhingige
Peptidsensoren gefiihrt. Derzeit fehlt jedoch
ein allgemein akzeptiertes Modell der olfak-
torischen Funktion der GC-D Neurone. In
zweil nahezu parallel publizierten Studien
wurden 2007 verschiedene, z.T. kontroverse
Funktionen GC-D-exprimierender Neurone
postuliert [21] [30]. Hu et al. [21] berichten
iiber CO,-vermittelte, Carboanhydrase II-
abhéngige Ca**-Signale in GC-D Neuronen.
Untersuchungen an genetisch verdnderten
Mauslinien lassen jedoch einen anderen
Schluss zu: Leinders-Zufall und Mitarbeiter
[30] liefern eine schliissige Beweisfiihrung
fiir eine Funktion GC-D-positiver Neurone
als empfindliche und selektive Sensoren
natriuretischer Peptide (Uroguanylin und
Guanylin). Widersprechen sich diese Ergeb-
nisse notwendigerweise? Anhand der phar-
makologischen Profile der CO,-, wie auch
der Peptid-abhéngigen Ca,.-Signale kénnten
beide postulierten Signalprozesse in einen
gemeinsamen Transduktionsweg miinden.
In Zukunft ist also mit weiteren Studien zu
rechnen, die zeigen werden, ob die bislang
vorliegenden Ergebnisse in ein gemein-
sames Funktionsmodell der GC-D Neurone
integriert werden koénnen, oder ob einem der
beiden Mechanismen eine physiologisch
dominante Funktion zukommt.

Zusitzlich zum hauptolfaktorischen Epi-
thel und dessen neuronaler Heterogenitét
besitzen viele Sdugetiere noch mindestens
drei weitere olfaktorische Gewebe: das
VNO, das Griineberg-Ganglion (GG) und
das Septalorgan von Masera (SOM). Somit
erhdlt eine ohnehin komplexe Organisation
einen zusdtzlichen Grad an Diversitdt /
Komplexitit (Abb. 1). Verglichen mit unseren
Kenntnissen iiber das hauptolfaktorische
und, wenn auch weniger detailliert, iber das
Vomeronasalsystem steckt unser funktionales
Verstindnis der olfaktorischen Funktionen
von Griineberg-Ganglion und Septalorgan
noch in den Kinderschuhen.

Das Septalorgan ist ein kleiner, relativ
flacher, vom hauptolfaktorischen Epithel iso-
liert und in unmittelbarer Néhe zum Eingang
des Ductus nasopalatinus (Rodolfo-Masera
1943) liegender Neuroepithelbereich, der
bei Méusen etwa 10.000 zilidre sensorischen
Neurone beherbergt. Bezogen auf die neu-
ronale Rezeptorausstattung und die bislang
beschriebenen Signalmechanismen &hneln
die Zellen des Septalorgans weitgehend
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den hauptolfaktorischen Neuronen. Aller-
dings unterscheiden sich beide Zelltypen
fundamental in der Variabilitdt individueller
Rezeptorexpressionsmuster. So wird in
der iiberwiltigenden Mehrheit (>90%) der
Septalorganneurone je ein Mitglied einer
Gruppe von lediglich neun Rezeptortypen
monogen exprimiert [65]. Der bei Weitem
haufigste Vertreter dieser Gruppe ist SR1,
ein Rezeptor, den ca. 50 % aller Neurone des
Septalorgans exprimieren. In physiologischen
Studien genetisch verdnderter Mduse zeigt
SR1 ein ungewdhnlich breites und iber einen
weiten Konzentrationsbereich stabiles Duft-
reaktionsprofil [19]. Angesichts der gleich-
zeitig beobachteten Mechanosensitivitét der
Septalorganneurone [17][18] wird derzeit
eine mogliche Funktion des Septalorgans
als strategisch platzierter ,,Vorposten“ des
hauptolfaktorischen Neuroepithels diskutiert.
Dieser kénnte z.B. allgemeine Verdnderungen
der physikochemischen Umgebungspara-
meter (Luftstromung, etc.) detektieren und
so eine situationsabhingige generelle Sen-
sitivitétsjustierung des hauptolfaktorischen
Systems einleiten.

Ahnlich dem Septalorgan hat auch das
Griineberg-Ganglion [19] vor einigen Jahren
ein ,,Comeback® in der neurosensorischen
Forschung erlebt. Die Somata der GG-Zellen
liegen bilateral im dorsorostralen Bereich der
Nasenhéhle und somit in unmittelbarer Néhe
zur Nasendffnung. Jedes Ganglion umfasst
ca. 300-500 Zellen, deren Axone entlang
des dorsalen Dachs der Nasenhdhle zu dor-
sokaudalen Regionen des Bulbus olfactorius
projizieren. Das Zielareal der GG-Zellen
iiberlappt in Teilen mit der Bulbusregion,
in der die sog. ,Necklace* Glomeruli liegen,
die ihrerseits von GC-D-exprimierenden
Neuronen innerviert werden. Wie kano-
nische olfaktorische Neurone, TAAR- und
GC-D-exprimierende Neurone, Vomerona-
sal- und Septalorganneurone, zeigen auch
GG-Zellen die charakteristische Expression
des olfaktorischen Markerproteins (OMP;
[37]). Allerdings scheinen GG-Zellen keinen
direkten Zugang zum Lumen der Nasenhdhle
zu besitzen. Lichtmikroskopisch lassen sich
keine eindeutigen Zellfortsitze, wie etwa
Dendriten, Zilien oder Mikrovilli ausmachen.
Mit Hilfe rasterelektronenmikroskopischer
Aufnahmen konnten Brechbiihl et al. [3] je-
doch vor Kurzem zeigen, dass GG-Neuronen
der Maus primére Zilien tragen, die theore-
tisch von wasserldslichen chemischen Stimuli
iiber eine permeable Keratinschicht erreicht
werden konnten. Die selben Autoren berich-
ten ebenfalls von transienten zytosolischen
Ca*-Anstiegen in GG-Neuronen als Reak-
tion auf unter Stress sezernierte chemische
Substanzen, die Artgenossen potentielle Ge-

fahren signalisieren. Die molekulare Identitdt
solcher ,,Alarmpheromone* bleibt allerdings
weiterhin unklar.

Das Vomeronasalorgan —
»Spielgestalter“ sozialer
Kommunikation

Die klassische Unterscheidung olfaktorischer
Subsysteme trennt zwischen hauptolfakto-
rischem und vomeronasalem System, dessen
periphere sensorische Struktur — das VNO
— erstmals von Ludvig L. Jacobson im Jahr
1813 beschrieben wurde. Das VNO besteht
aus zwei bilateral symmetrischen, blind
endenden, zigarrenformigen Rohren, die
eingebettet in den Vomerknochen am antero-
basalen Septum liegen. In coronaler Ansicht
bilden die vomeronasalen Neurone medial
ein halbmondformiges sensorisches Epithel.
Jedes bipolare VNO Neuron entsendet einen
einzelnen apikalen Dendriten, dessen Mi-
krovilli tragende Endigung (knob) Kontakt
zum Lumen des VNO hat. Die knobs sind
von einer Schleimschicht (Mucus) bedeckt,
die von vomeronasalen Driisen sezerniert
wird. Bei unmittelbarem Kontakt mit einer
potentiellen Pheromonquelle gelangen die
meist wasserloslichen Stimuli durch autonom
kontrollierte pulsatile Kontraktionen eines
grofen lateralen Blutgefdfles [26] in das
VNO-Lumen. Durch diesen Mechanismus
konnen auch nichtfliichtige makromolekulare
Signale aus Urindepots, Vaginal- und Duft-
driisensekreten oder Speichel aufgenommen
werden [29].

Innerhalb des Vomeronasalsystems lassen
sich mindestens zwei topographisch vonei-
nander getrennte, neuronale Subpopulationen
mit unterschiedlicher Rezeptorausstattung
unterscheiden (Abb. 2). So exprimieren VNO
Neurone in der apikalen Schicht des senso-
rischen Epithels G, in Kombination mit je
einem Mitglied der VIR Multigenfamilie, die
insgesamt ~150 intakte GPCR Gene umfasst
[13][52]. Wie bei Riechrezeptoren weisen die
VI1R-kodierenden Regionen keine Introns
auf, sind in genomischen Clustern lokalisiert
und werden streng monoallel exprimiert [53].
Allerdings zeigen Riechrezeptoren und VIR
Gene keine signifikanten Sequenzhomolo-
gien. Daraus abgeleitete Hoffnungen auf
eine erleichterte rekombinante Expression
der VIR Proteine wurden bislang jedoch
enttduscht. Lediglich einem Rezeptor der
VI1R-Familie (VIRb2; [2]) konnte bisher
ein spezifischer Ligand zugeordnet werden.
Dennoch sprechen alle derzeit vorliegenden
Befunde fiir eine chemosensorische Funktion
der VIR Rezeptoren. Unter anderem zeigen
Maéuse, denen ein fiir 16 V1R-Proteine ko-
dierender Gen-Cluster fehlt [12], ausgeprégte
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Anomalien in threm Sozial- und Sexualver-
halten.

Neurone der basalen Goo-positiven
Zone exprimieren Mitglieder der V2R-
Rezeptorfamilie, die, als GPCRs der Klasse
C, keinerlei nennenswerte Sequenzhomolo-
gien zu den VIR Rezeptorgenen aufweisen
[38][54]. Kennzeichnend fiir alle ~120
putativ funktionalen V2R Rezeptorproteine
[68] ist die ausgepridgte, aminoterminale
Extrazellulirdoméne, deren Sequenz Ahn-

T1R-Geschmacksrezeptoren (siifl/umami)
aufweist. Aufgrund dieser Homologien
wird angenommen, dass die Bindestelle fiir
V2R-Liganden innerhalb der extrazelluldren
Domine lokalisiert ist [42].

Wir gehen heute davon aus, dass sowohl
VIR-, als auch V2R-Rezeptoren von einer
Gruppe strukturell unterschiedlicher semi-
ochemischer Substanzen aktiviert werden,
die in ihrer Gesamtheit oft als Pheromone
bezeichnet werden — ein Begriff, dessen

lichkeiten mit metabotropen Glutamat- und  Definition derzeit erneut diskutiert wird [5]

A c
Nichtige nichtfiichlige  krankheilsassozierte
soziale Signale,  soziale Signale, Liganden,
eany  DSP. bsp.

Abb. 2: Gewebearchitektur und putative Signaltransduktionswege im VNO der Maus. A: Kon-
fokalmikroskopische Aufnahme eines coronalen VNO Kryoschnittes. Differenzierte vomero-
nasale Neurone exprimieren ein griin fluoreszierendes Protein (GFP) unter der Kontrolle der
Promotorsequenz des fiir das olfaktorische Markerprotein (OMP) kodierenden Gens. SE Sen-
sorisches Epithel, L Lumen, BG Blutgefaf3. B: Schematische Darstellung des vomeronasalen
Systems in coronaler Ansicht. Das sensorische Neuroepithel lasst sich in eine apikale (AS)
und eine basale Schicht (BS) einteilen. C: In den Mikrovilli der dendritischen Endigungen
der VNO-Neurone induziert Rezeptor-Liganden-Interaktion eine komplexe biochemische
Signalkaskade zur Umwandlung des chemischen Bindungssignals in elektrische Impulse
(Signaltransduktion). Fliichtige niedermolekulare Substanzen (z. B. 2-Heptanon oder 2,5-Di-
methylpyrazin) aktivieren V1R-/G .-exprimierende Neurone der apikalen Epithelschicht,
wahrend V2R-/G_ -positive Neurone der basalen Schicht wahrscheinlich durch nichtfliichtige
Makromolekiile, wie z. B. MUPs (,major urinary proteins‘), ESPs (,exocrine gland secreting
peptides‘) oder MHC (,major histocompatibility complex‘) Peptide der Klasse | (z. B. SYF-
PEITHI) stimuliert werden. Auch sulfatierte Steroide (z. B. Corticosteron-21-Sulfat) wurden
als potente vomeronasale Stimuli beschrieben, wobei die Identitat der von diesen Liganden
aktivierten Rezeptoren noch unklar ist. FPR-rs-exprimierende Neurone werden durch Patho-
gen- oder Entziindungs-assoziierte Liganden wie z.B. das Formylpeptid fMLF aktiviert. Die ge-
naue Funktion der verschiedenen koexprimierten G-Protein o-Untereinheiten (Goi2 und Go.o)
ist derzeit offen. Anhand pharmakologischer Hinweise scheint jedoch die Gf3/y -abhangige
Aktivierung der Phospholipase C (PLC) eine Schiliisselrolle in der vomeronasalen Signal-
transduktion einzunehmen. Dieses membranstandige Enzym spaltet Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat (PIP2) in Inositol-1,4,5-triphosphate (IP3) und Diacylglycerol (DAG), wobei
die DAG-abhangige 6ffnung von TRPC2 lonenkanalen eine zentrale Transduktionsfunktion
auszuilben scheint. Die Rolle der kiirzlich im VNO beschriebenen Ca?*-abhangigen Cl-Kanale
sowie die Funktion mehrfach ungesattigter Fettsauren (polyunsaturated fatty acids, PUFAs),
die ebenfalls Ca?*-Signale in VNO Neuronen induzieren, sind bislang noch kaum verstanden.
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[62]. Die Signifikanz der Pheromone und ver-
gleichbarer sozialer Signale manifestiert sich
in ihrer Funktion als molekulare ,,Schalter®,
deren Detektion automatisch ein genetisch
pradeterminiertes Verhalten auslost und /
oder direkt den hormonellen Haushalt des
Rezipienten kontrolliert. Dabei beeinflussen
Pheromone so bedeutende Verhaltenseigen-
schaften wie Partnerwahl, Territorial- und
Aggressionsverhalten. Typischerweise sind
pheromonartige Signalsubstanzen in kom-
plexen Korpersekreten (z. B. Urin, Schweil3)
enthalten. Thre Struktur reicht von kleinen,
volatilen Molekiilen [28][50], iiber Steroide
[46], bis hin zu komplexen Peptiden [26]
[29][31] und Proteinen [9]. Eine strikte
Kategorisierung des VNO als spezialisierter
Pheromondetektor wire jedoch simplistisch
[49][60].

Wesentliche Aspekte der Funktion von
V1/2R Rezeptoren sowie der nachgeschal-
teten Signaltransduktionswege sind noch
weitgehend unverstanden. Aufgrund der
zonenspezifischen Koexpression bestimmter
G-Proteine stellen G _,- bzw. Goo-abhéingige
Signalwege in apikalen bzw. basalen Neu-
ronen ein attraktives Modell dar. Verhalten-
sexperimente in Knockout-Tieren ergaben
jedoch bislang keine Hinweise, die diese
Hypothese stiitzen [47][64]. Ein deutlich bes-
serer Konsens besteht hinsichtlich der Rolle
der Phospholipase C (PLC). Die priméren
Produkte diese Enzyms - Inositol-1,4,5-
trisphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG)
- werden mit der Aktivierung eines Ca**-per-
meablen Transduktionskanals in Verbindung
gebracht [61]. Bemiihungen, diesen Kanal
zu identifizieren, konzentrierten sich bisher
hauptsichlich auf einen Vertreter der TRP-
Kanalfamilie: TRPC2 [34]. TRPC2"- Miuse
weisen in ihrem Sozial- und Sexualverhalten
gravierende Defizite auf. Allerdings zeigen
sich signifikante Unterschiede zwischen ge-
netischer TRPC2-Deletion und chirurgischer
Ablation des VNO [24]. Ein DAG-aktivierter
TRPC2-abhingiger Strom wird innerhalb
der primiren vomeronasalen Signaltrans-
duktion aktiviert [35]. Dariiber hinaus spielt
dieser Strom auch eine wichtige Rolle bei
der Adaptation sensorischer Antworten im
VNO [59]. Wahrscheinlich vermittelt der
gleiche Kanal auch den initialen Einstrom von
Ca?", der einen kiirzlich beschriebenen Ca**-
aktivierten Cl-Strom aktivieren konnte. Ein
so induzierter CI"-Efflux wiirde die Rezeptor-
vermittelte Membrandepolarisation zusitzlich
verstdrken [67].

Verglichen mit der Fiille von Detailin-
formationen tiber die Signaltransduktion in
kanonischen olfaktorischen Neuronen sind
unsere derzeitigen Modellvorstellungen von
der sensorischen Signalverarbeitung im VNO

Neuroforum 1/10



MARC SPEHR

noch bruchstiickhaft. Angesichts der heraus-
ragenden biologischen Bedeutung intraspezi-
fischer sozialer Kommunikation, konzentriert
sich die Forschung in meinem Labor auf die
Aufkldrung physiologischer Konzepte, die
innerartlicher chemischer Kommunikation
im Mausmodell zugrundeliegen. Detaillierte
Einblicke in die neuronalen Funktionsmecha-
nismen, die Chemosensorik und Sozialverhal-
ten miteinander verkniipfen, sind dabei unser
langfristiges Forschungsziel.

Homoostatische Plastizitat in
vomeronasalen Neuronen

Um die komplexen zelluldren Signalprozesse,
die im Kontext der Pheromonwahrnehmung
ablaufen, besser zu verstehen, haben wir vor
Kurzem eine genomweite Hochdurchsatz-
Analyse vomeronasaler Transkripte durch-
gefithrt, um aktivitdtsabhéngig regulierte
Gene im VNO aufzuspiiren. Unser Ziel war,
ein Analyseparadigma zu entwickeln, das
verschiedene Ebenen der Genexpressionsun-
tersuchung integriert (Abb. 3). Der von uns
gewihlte Ansatz kombiniert Microarray-ba-
sierte quantitative Transkriptomanalysen mit
konventionell-qualitativen RT-PCR Nachwei-
sen und semi-quantitativer Inmunzytochemie
[20]. Analog der vor allem in mit Lernen und
Gedachtnis assoziierten Hirnarealen beschrie-
benen homdostatischen Plastizitét [11][66],
gingen wir von der grundlegenden Hypothese
aus, dass der dynamische Bereich der Input-
Output Relation vomeronasaler Neurone
einer stetigen aktivitdtsabhingig regulierten
Feinjustierung unterliegt. Kompensatorische
Feedback-Regulation der de novo Protein-
synthese (iiber Stunden bis hin zu mehreren
Tagen) stellt eine entscheidende Stellschraube
im Kontext solcher nicht Hebb'scher Plastizi-
tatsmechanismen dar [69] und spiegelt daher
den zeitlichen Rahmen des von uns etablierten
Reizdeprivationsmodells wider (Abb. 3).
Aufgrund ihrer Schliisselrolle als bestim-
mende Faktoren der Membranerregbarkeit
ist eine gerichtete Modulation der Expressi-
onsdichte spannungsabhéngiger K*-Kanile
in diesem Zusammenhang von besonderer
Bedeutung [27]. Durch den systematischen
Vergleich vomeronasaler K*-Kanaltranskrip-
tionslevel in stimulierten versus reizdeprivier-
ten Tieren konnten wir einen in stimulierten
Maiusen signifikant stirker exprimierten
Kanal identifizieren: mERG1. Als Mitglied
der ether-a-go-go related gene (ERG) Kanal-
familie kennzeichnet mERG1 vor allem ein
unkonventionelles Schaltverhalten (langsame
Aktivierung, schnelle Inaktivierung). hERG,
humanes Homolog von mERG1 und Griin-
dungsvater der Kanalfamilie, gehort aufgrund
des schwerwiegenden kardialen Phanotyps
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Abb. 3: lllustration unseres experimentellen Ansatzes zur Untersuchung aktivitatsabhan-
giger Expressionsprofile im VNO. Ziel dieser Analysen war die Identifikation von lonenka-
nalproteinen, die an homoostatischer Plastizitat und damit an der aktivitatsabhangigen
Aufrechterhaltung vomeronasaler Output-Stabilitat beteiligt sind. Oben Schematische
Darstellung der experimentellen Strategie zur Pheromonexposition (links) bzw. Reizde-
privation (rechts) isoliert gehaltener mannlicher C57Bl/6 Mause. Mitte Typische VNO-
Praparationen fiir die GeneChip®-basierte Charakterisierung von Genexpressionsprofilen
(links), fiir Patch-Clamp Messung elektrischer Aktivitat in akuten Schnitten (mitte) sowie
filr immunhistochemische Untersuchungen an Kryoschnitten (rechts). Unten Semiquan-
titative Western Blot Analysen zeigen eine erhohte Expression vomeronasaler ERG1a
Kanale in stimulierten Mausen. 3-Tubulin dient als Beladungskontrolle (links). Lichtmikro-
skopische Aufnahme (Differentieller Interferenzkontrast, DIC) eines vomeronasalen, iiber
eine Patch-Pipette mit Alexa®488 beladenen Neurons. Dieser Ansatz erlaubt die Farbung
von VNO Neuronen wahrend elektrophysiologischer Messungen (Mitte). Nachfolgend kann
die molekulare Identitat des abgeleiteten Neurons iiber post-hoc Immunzytochemie gegen
zonenspezifische Markerproteine (z. B. V2R2; rechts) bestimmt werden. SE Sensorisches
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Abb. 4: Formylpeptide induzieren Ca?*-Signale in dendritischen Endigungen vomeronasaler
Neurone. Oben Uberlagerung makroskopischer Hellfeld- und Fluoreszenzaufnahmen des
rostralen Kopfbereichs einer praparierten OMP-GFP-Maus zur lllustration der kiirzlich von
uns etablierten ,en face“ Ca?-Imaging Methode. Unten Konfokalmikroskopische Abbildung
der dendritischen Oberflache von fluo-4/AM-markierten Neuronen bei 400x Vergrofderung
(links). Reprasentative Originalmessungen zytosolischer Ca?*-Signale nach Applikation von
2-Heptanon (1 pM), fMLF (900 nM), verdiinntem Mausurin (1:500) und einer erh6hten extra-

zellularen K*-Konzentrationen (40 mM; rechts).

im Zuge erblicher oder pharmakologischer
Kanalopathien (langes QT-Syndrom) zu den
am intensivsten erforschten Ionenkanélen
[55][57]. Im Gegensatz dazu ist die physiolo-
gische Rolle von ERG-Kanélen im zentralen
wie peripheren Nervensystem kaum verstan-
den [56]. Mit Hilfe immunhistochemischer
Methoden konnten wir nachweisen, dass
mERGT1 Kanalproteine selektiv in basalen
V2R-positiven VNO Neuronen exprimiert
werden und, bei Pheromonexposition bzw.
-deprivation, einer substantiellen Expressi-
onsregulation unterliegen. Die Interpretation
unserer Befunde und deren physiologische
Relevanz steht und féllt mit der Frage, ob
ein verdnderter mERG1 Expressionsgrad
auch einen elektrophysiologischen Phéanotyp
in vomeronasalen Neuronen bedingt. Durch
Kombination von Whole-Cell Patch-Clamp
Ableitungen in akuten VNO Schnittpréparaten
mit immunzytochemischen post-hoc Doppel-
farbungen und anschlieBender dreidimensio-
naler Rekonstruktion fluoreszenzmarkierter
Neurone, konnten wir einen primar mERG1-
vermittelten K*-Strom in basalen vomerona-
salen Neuronen aufzeichnen und gleichzeitig
demonstrieren, dass die Stirke dieses Stroms
nach Reizdeprivation signifikant abnimmt.
Mittels der sog. Aktionspotentialklemme
(AP-Clamp) [1] konnten wir zudem zeigen,
dass ERG-Strome entscheidend an der Repo-
larisation vomeronasaler Aktionspotentiale
beteiligt sind. Infolgedessen fiihrt sowohl
die pharmakologische Inhibition der mERG1
Kandle, als auch deren verminderte Expres-
sion nach Reizdeprivation zu substantiellen
Storungen des neuronalen Outputs.
Zusammengefasst zeigen unsere Befunde
erstmalig ein Beispiel fiir homdostatische Pla-
stizitdt in der Peripherie des akzessorischen
olfaktorischen Systems. Basale VNO Neu-
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rone sind durch aktivititsabhdngige Regulati-
onder mERG]1 Expressionsdichte in der Lage,
die dynamische Breite ihrer individuellen
Input-Output Funktion zu kontrollieren und
bedarfsabhéngig anzupassen [20].

Vomeronasale Chemorezeptoren:
Entdeckung einer dritten Familie

Angesichts der Diversitét neuronaler Subpo-
pulationen im hauptolfaktorischen Epithel
lag die Hypothese nahe, dass auch im VNO
noch nicht identifizierte Sinneszellpopu-
lationen mit entsprechend unbekannten
Chemorezeptoren existieren konnten. In
enger Zusammenarbeit mit der Gruppe
des Neurogenetikers Ivan Rodriguez von
der Universitit Genf entwickelten wir eine
Screening-Strategie fiir die Suche nach
putativ funktionalen, jedoch bislang un-
entdeckten Rezeptoren im vomeronasalen
System der Maus. Wir erwarteten, dass sol-
che Rezeptorproteine die charakteristischen
Merkmale aller bis dato identifizierten che-
mosensorischen GPCRs aufweisen wiirden.
Demnach suchten wir nach Proteinen mit
(a) heptahelikaler Transmembrantopologie,
(b) punktuellem Expressionsmuster im vo-
meronasalen Neuroepithel, (c) exklusiver
Expression-Vertreter anderer Chemorezep-
torfamilien betreffend - und (d) monogener
Expression-Mitglieder der eigenen Rezep-
torfamilie betreffend - sowie (e) Lokalisation
in den dendritischen Endigungen der VNO
Neurone und (f) sensorischer Aktivierung
nach Interaktion mit biologisch relevanten
Stimuli.

Auf Basis spezifischer Oligonukleotid-
Primer gegen etwa 100 Kandidatengene
fithrten wir RT-PCR-basierte Transkriptions-
analysen in vomeronasalen Gewebeproben

der Maus durch [51]. Dabei identifizierten
wir insgesamt fiinf GPCR-Gene [Kriterium
(a)], die weder zur Familie der VIR, noch
zur Gruppe der V2R Gene gehorten, sondern
allesamt Mitglieder der Familie der Formyl-
peptidrezeptor (FPR) -dhnlichen Gene waren
(Fpr-rs1, rs3, rs4, rs6 und rs7). Die einzelnen
Transkripte erwiesen sich in nachfolgenden
quantitativen PCR Studien in der Tat als
hochgradig VNO-spezifisch. Sowohl in-situ
Hybridisierungsexperimente (FPR-rs1-7),
als auch immunzytochemische Férbungen
(FPR-rs3) illustrierten ein punktuelles Ex-
pressionsmuster einerseits [Kriterium (b)],
sowie gezielte Proteintranslokation in die
mikrovilldren dendritischen Endigungen
der Neurone andererseits [Kriterium (e)].
Dariiber hinaus gelang es uns, sowohl
exklusive [Kriterium (c¢)], als auch mono-
gene [Kriterium (d)] FPR-rs Expression in
einzelnen VNO Neuronen nachzuweisen.
Interessanterweise beschrinkt sich die
Expression der FPR-rs-Proteine, FPR-rs1
ausgenommen, auf Neurone der apikalen
G,,-exprimierenden Schicht.

Immunzellen wie z.B. Granulozyten oder
Makrophagen exprimieren FPR1 und FPR-
rs2, zwei FPR-Proteine, die nach unseren
Erkenntnissen nicht in vomeronasalen Zel-
len transkribiert werden. Beide Rezeptoren
weisen ungewohnlich breite rezeptive Felder
auf, deren individuelle Ligandenspektren
eher aufgrund der immunologischen Funk-
tion eines Agonisten, als durch dessen
strukturelle Eigenschaften definiert werden
[10][41]. Zu diesen FPR-Liganden zdhlen
Derivate bestimmter Pathogene (wie z.B.
fMLF, das prototypische Formylpeptid
Gram-negativer Bakterien) oder an akuten
Entziindungsreaktionen beteiligte Peptide/
Lipide (wie z.B. die antimikrobiell wir-
kenden Molekiille CRAMP und Lipoxin
A4). Da fiir die VNO-spezifischen Rezep-
toren FPR-rs3, rs4, rs6 und rs7 noch keine
Liganden beschrieben waren, klonierten wir
entsprechende Expressionskonstrukte fiir die
rekombinante Charakterisierung der FPR-rs
Rezeptorproteine in humanen embryonalen
Nierenzellen (HEK293). Uberraschen-
derweise zeigten die VNO-spezifischen
FPR-rs-Proteine dabei dhnlich breite und
teils tiberlappende Ligandenprofile wie ihre
verwandten Immunsystemrezeptoren.

Lassen sich die Ergebnisse unserer
heterologen Expressionsstudien auf die
in-vivo-Situation iibertragen? Anders for-
muliert, aktivieren pathogen- bzw. ent-
ziindungsassoziierte Molekiile tatsdchlich
vomeronasale Neurone? Um diese Frage
zu beantworten etablierten wir einen neu-
artigen in-situ Ansatz zur Durchfiihrung
sensorischer Echtzeit-Aktivititsmessungen
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in intakten vomeronasalen Neuronen (Abb.
4). Die konfokalmikroskopische Darstellung
fluoreszierender Ca?*-Reporterfarbstoffe in
den dendritischen Endigungen einzelner
VNO Neurone im Whole-Mount Préparat
erlaubt die experimentelle Untersuchung
vomeronasaler Signale bei nahezu intakter
Epithelstruktur und weitgehend erhaltener
axonaler Projektion. In den so von uns
durchgefiihrten Experimenten gelang es,
konzentrationsabhénigige Ca**-Signale nach
Applikation rekombinant beschriebener
FPR-rs Agonisten zu messen [Kriterium
(f)]. Dieser spannende Befund legt die Ver-
mutung nahe, dass FPR-rs-exprimierende
vomeronasale Neurone eine neuartige Po-
pulation chemosensorischer Rezeptorzellen
darstellen.

Welche physiologische Funktion kdnnten
diese Zellen ausiiben? Bereits seit einiger
Zeit wissen wir, dass Mause Uber ihren Ge-
ruchssinn Pathogene oder den Gesundheits-
zustand von Artgenossen erkennen kdnnen
[23]. Bisher konnte jedoch bei Sdugetieren
keinem der bekannten olfaktorischen Sub-
systeme eine Funktion bei der Detektion
von Pathogenen oder Krankheitszusténden
zugeordnet werden [44]. Da FPR-rs Ago-
nisten wiahrend verschiedener Krankheits-
stadien in diversen Korperfliissigkeiten
sezerniert werden [8], konnten unsere Daten
beispielsweise erkldren, wie Tiere gesunde
potenzielle Partner von kranken Artgenossen
unterscheiden.
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Formation and maintenance of
Alzheimer’s disease beta-amyloid
plaques in the absence of microglia

Grathwohl, S.A., Kdlin, R.E., Bolmont, T, Prokop, S., Winkelmann, G., Kaeser, S.A., Odenthal,
J., Radde, R., Eldh, T., Gandy, S., Aguzzi, A., Staufenbiel, M., Mathews, P.M., Wolburg, H.,

Heppner, F.L. und Jucker, M.

Erschienen in Nature Neurosciences 2009 Nov,12(11):1361-3.

Neben den klassischen histopathologischen
Merkmalen wie die extrazelluldre Ablage-
rung von A und die Bildung intrazelluldrer
neurofibrilldrer Biindel des Tau-Proteins ist
die Alzheimerkrankheit auch durch eine
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Aktivierung von Mikroglia und Astrozyten
gekennzeichnet. Die Rolle der aktivierten
Mikroglia ist seit Ladngerem zentraler Be-
standteil der wissenschaftlichen Diskussion,
da es unklar ist, ob sie lediglich einen un-

wesentlichen Nebeneffekt der Pathogenese
darstellt oder moglicherweise den Krank-
heitsverlauf nachhaltig beeinflusst.

Mikrogliazellen repriasentieren die ange-
borene Immunitét des Gehirns. [hre wesent-
liche physiologische Aufgabe besteht darin,
mit ihren Zellausldufern nahezu alle Be-
reiche des Gehirns zu iiberwachen und gege-
benenfalls Fremdkorper durch Phagozytose
zu entfernen, was durch ihre entwicklungs-
geschichtliche Ndhe zu den Makrophagen
unterstrichen wird. Daher wurde gerade im
Fall der Alzheimerkrankheit vermutet, dass
Mikrogliazellen, die gehéuft in der Ndhe zu
amyloiden Plaques zu finden sind, dort am
Abbau und der Degradation der extrazellu-
laren Amyloidaggregate beteiligt sind.

In der Novemberausgabe von Nature Neu-
roscience versuchen nun Stefan Grathwohl
und Kollegen aus der Arbeitsgruppe von
Mathias Jucker in Tiibingen in der Zusam-
menarbeit mit der Arbeitsgruppe von Frank
Heppner in Berlin, sich dieser Fragestellung
mit einem Monozytenablationsmodell zu
néhern.
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