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30 Jahre Drosophila als weltweit etabliertes
olfaktorisches Modellsystem

Abschiedsvorlesung, gehalten am 19. November 2010
im Departement Biologie der Universitét Freiburg

REINHARD F. STOCKER
Departement Biologie, Universitit Freiburg / Schweiz

Zusammenfassung

Das wichtigste Ziel meiner hier skizzierten FForschung war es den klassischen
genetischen Modellorganismus Drosophila mit seinen vielfdltigen experi-
mentellen Moglichkeiten auch fiir das Studium des Geruchssinns zu nuitzen.
Anfanglich ging es in unseren Arbeiten darum eine solide neuroanatomische
Grundlage fiir das adulte olfaktorische Netzwerk zu schaffen. Die molekular-
genetischen Errungenschaften der 80er und 90er Jahre waren dafiir eine un-
schatzbare Hilfe. Sie ermdglichten auch zum ersten Mal den Duftsinn gezielt
zu manipulieren und so die funktionelle Bedeutung seiner zelluldren
Elemente zu analysieren. Ein weiteres Inferessensgebiet war die Entwicklung
des adulten Geruchssystems. Vor etwa 20 Jahren beschlossen wir unsere
Forschung auf das noch einfachere olfaktorische Netzwerk der Larve zu
fokussieren. Dank einer Vielzahl von genetischen Werkzeugen konnten wir in
diesem Projekt die strukturelle und funktionelle Organisation eines einfachen
Dufterkennungssystems weltweit zum ersten Mal vollstindig und auf der
Ebene identifizierter Zellen analysieren, und zwar von der Peripherie bis in
hohere Hirnzentren. Die letzten 10 Jahre waren schliiesslich von dusserst
erfolgreichen Inferaktionen zwischen chemosensorischer und Lernforschung
im Larvenmodell geprdgt.

Résumé
Le objectif principal des recherches rapportées ci-dessous fut d’adapter la
Drosophile, ce modele génétique classique avec ses multiples possibilités

expérimentales, pour l'étude de I'olfaction. Le début de ces travaux fut
marqué par l'établissement d'une description neurcanatomique solide du
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réseau olfactif de la mouche adulte. Durant les années 80 et 90, le
développement de nouvelles techniques de génétique moléculaire facilita
grandement ces efforts. Ces techniques permirent aussi pour la premiére fois
de manipuler finement le systéme olfactif et ainsi d'analyser la fonction de
ses divers éléments cellulaires. Un autre aspect de mon travail consista en
létude du développement du systeme olfactif pendant la métamorphose. Il vy a
20 ans, nos efforts se concentrérent autour d’un systéme olfactif encore plus
élémentaire que celui de la mouche adulte, a savoir celui le la larve. La
richesse des outils génétiques disponibles permit pour la premiére fois, de
décrire dans son intégralité l'organisation structurelle et fonctionnelle d'un
systeme olfactif simple, et cela de la périphérie jusqu'aux centres olfactifs
supérieurs du cerveau. Enfin, les 10 derniéres années de ma carriére furent
marguées par des interactions fructueuses entre 1'étude de la chémosensation
et celle des mécanismes d’apprentissage, tout en utilisant le modéle larvaire.

Summary

The key objective of my research presented below was to adapt the classical
genetic model system Drosophila with its immense experimental potential for
elucidating the sense of smell. Initially the focus was on setting up a sound
neuroanatomical basis for the adult olfactory network. The molecular genetic
achievements of the 80ies and 90ies were an invaluable help toward that
goal. Moreover they permitted for the first time to manipulate the olfactory
sense and to analyze the functional role of its cellular elements. Another field
of interest were the developmental processes leading to the adult olfactory
network. About 20 years ago we decided to focus onto an even simpler
olfactory system, the one displaved by the Drosophila larva. The genetic
tools available allowed us to dissect comprehensively the structural and
Sunctional organization of a simple olfactory system for the first time at the
level of identified cells, from the periphery up to higher brain cenfers.
Finally, the past 10 vears were characterized by extremely fruitful
interactions between chemosensory und memory research in the larval model
system.
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olfaktorische priméres héhere
Sinhesheurcne Duftzentrum Duftzentren

_ Gfomeruﬁ

N

Sauger: Nasenepithel olfaktorischer Bulbus
Insekten: Antenne Antennenlobus Pilzkorper

Fig. 1: Das olfaktorische Netzwerk der Sduger und Insekten ist sehr dhnlich or-
ganisiert: (1) olfuktorische Sinnesneurone exprimieren nur einen Typ Duftrezeptor
(symbolisiert durch unterschiedliche Farben, (2) die primiren Duftzentren im Gehirn
sind aus Glomeruli zusammengesetyt und (3) Sinnesneurone die denselben Rezeptor

exprimieren projizieren in den gleichen Zielglomeralus (aus TANAKA et al, 2004,
verdndert; @ Flsevier Ltd.).
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Fig. 2: Glomerulikarte des Antennenlobus von Drosophila melanogaster. A,B:
Glomeruli dargestellt durch Applikation eines monoklonalen Antikérpers (Kon-
fokalbilder). Lage, Grisse und Form der eingelnen Glomeruli sind bei verschiedenen
Individuen relativ konstant (.T. durch Einfirbung sichtbar gemacht). C.D: 3-
dimensionales Glomerulimodell des Antennenlobus in Oberflichenansicht (C) und

nach Entfernung der dussersten Glomeruli (D) (aus LAISSUE et al., 1999; © John Wiley
& Sons, Inc.).
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Einleitung

Einfache Tiere werden immer haufiger als Modelle fiir die Untersuchung
grundlegender biologischer Prozesse verwendet. Besonders wichtig
geworden ist dieser Ansatz fiir das Verstdndnis des kompliziertesten aller
Organe, des Gehins. Das menschliche Gehirn enthalt etwa 100 Milliarden
Nervenzellen. Jede davon bildet Kontakte mit vielen anderen Nervenzellen
aus, nicht nach dem Zufallsprinzip, sondem nur mit ganz bestimmten
Zielzellen. Diese sog. neuronale Spezifitit ist eine fundamentale Eigenschatt
von Nervensystemen. Wie ist es bei dieser unvorstellbaren Komplexitit
tiberhaupt moglich zu  verstehen wie das Gehirn  funktioniert?
Glucklicherweise sind aber die Aufgaben eines einfachen Gehirns, z.B. eines
Insektenhirns, und eines Sdugerhims im wesentlichen dieselben: beide setzen
spezifische Sinnesreize in adaquate Verhaltensreaktionen um, unter
Beriicksichtigung fritherer Erfahrungen. Ein Insektenhirm bendétigt dafiir aber
nur etwa 10°-10° Nervenzellen, also einen Bruchteil der Zellzahl des
menschlichen Gehirmns.

Geruchsforschung mdéchte im  wesentlichen verstechen wie Tiere oder
Menschen zwischen Tausenden von Diften oder Duftkombinationen
unterscheiden und wie sie diese Wahmehmung in ihr Verhalten einfliessen
lassen. Diese Wissenschaft wird schon seit vielen Jahrzehnten betrieben.
doch erst etwa seit 30 Jahren an der Taufliege Drosophila melanogaster, dem
klassischen genetischen Modellorganismus. Mein Exposé wird auf die
Urspriinge der Geruchsforschung bei Insekten eingehen, es soll zeigen
warum Drosophila ein weitverbreitetes olfaktorisches Modellsystem wurde
und es wird die Beitrige meiner eigenen Gruppe in diesem Feld
zusammenfassen.

Das Geruchssystem der Sduger und Insekten ist beziiglich dreier wichtiger
Eigenschaften erstaunlich dhnlich organisiert (Fig. 1):

(1) olfaktorische Sinnesneurone exprimieren jeweils nur einen Typ von
Duttrezeptor-Protein,

(2) die primaren Duftzentren im Gehim bestehen aus Untereinheiten,
den Glomeruli, und

(3) Sinnesneurone die denselben Rezeptor exprimieren projizieren in
denselben Zielglomerulus.
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Erwartungsgemaiss sind aber die Zahlenverhiltnisse bei den beiden Stammen
sechr verschieden: Eine Maus besitzt beispielsweise etwa 1 Million
olfaktorischer Sinnesneurone, 1'000 verschiedene Rezeptoren und 2'000
Glomeruli. Eine Drosophila-Fliege nimmt die gleichen Aufgaben mit nur
1'300 Sinneszellen, 42 Rezeptoren und 50 Glomeruli wahr, eine Drosophila-
Larve sogar nur mit 21 Sinneszellen, 25 Rezeptoren und 21 Glomeruli. Es
stellt sich aber natiirlich die Frage ob ein derart einfaches olfaktorisches
Netzwerk iiberhaupt noch Riickschliisse auf die Funktion eines komplexeren
Systems erlaubt.

Die Anfiinge der olfaktorischen Forschung bei Insekten, insbesondere
bei Drosophila

Der Insektenphysiologe Dietrich Schneider (1919-2008) der am Max-Planck-
Institut fur Verhaltensphysiologie in Seewiesen tiatig war hat unstreitig als
Erster Insekten als Modelle in der Geruchsforschung eingesetzt, vor allem
Seidenspinner. Thm verdanken wir nicht nur die erstmalige molekulare
Identifikation eines Sexuallockstoffs (KARLSON & SCHNEIDER, 1973), er war
auch emn  Pionier fiir einen  ganzheitlichen  biochemischen,
neuroanatomischen, elektrophysiologischen und verhaltensbiologischen
Ansatz in der olfaktorischen Forschung. Aus seiner Schule sind viele
Tochtergruppen hervorgegangen, vor allem in Deutschland und den USA.

Etwa ab 1975 benutzten Obaid Siddigi und seine Doktorandin Veronica
Rodrigues am Tata-Institute of Fundamental Research in Mumbai (Indien)
zum ersten Mal Drosophila als olfaktorischen Modellorganismus. Sie
entwickelten olfaktorische Priferenztests fiir Adulte und Larven der
Taufliege, sie analysierten die Eigenschaften duftkontrollierten Verhaltens
und machten vom genetischen Potential dieses Insektenmodells durch die
Isolation von Geruchsmutanten Gebrauch (RODRIGUES, 1980, SIDDIQI &
RODRIGUES, 1980; AYYUB et al., 1990). Etwa zur gleichen Zeit begannen
Jean-Marc Jallon und seine Schiiler Jean-Francois Ferveur und Matthew
Cobb (am CNRS in Gif-sur-Yvette) am Modell Drosophila die Genetik,
Evolution und biologische Rolle von Sexuallockstoffen zu untersuchen
(Reviews: JALLON, 1984; FERVEUR & JALLON, 1996).

Mein eigener Einstieg in die Geruchsforschung erfolgte tiber einen Umweg.
1974-75 war ich Postdoktorand am Department of Zoology der University of
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Washington in Seattle. Mit John Edwards, John Palka, Lyvnn Riddiford,
Gerold Schubiger und Jim Truman war diese Institution damals eine der
wichtigsten Forschungsstitten weltweit im Bereich der Insektenphysiologie.
Hier begann ich zunichst das oben erwdhnte Phanomen der neuronalen
Spezifitat am Modell Drosophila zu untersuchen. Besonders geeignet dafiir
erwiesen sich homootische Mutanten, bei welchen bestimmte Extremititen
durch fremde Extremitiaten ersetzt sind. Geschmacks-Sinneszellen die bei
wildtypischen Fliegen auf den Beinen sitzen haben ihre Zielregionen im
thorakalen Nervensystem, wihrend die Geruchs-Sinneszellen auf den
Antennen in den sog. Antennenlobus im Gehirn projizieren. Eine durch eine
homd&otische Mutation in ein Bein transformierte Antenne - eine Art
genetischer Transplantation - erlaubte es zu untersuchen ob die Geschmacks-
Sinneszellen dieser Extremitit in den Antennenlobus oder in thre normalen
Zielregionen im thorakalen Nervensystem projizieren. Mit anderen Worten,
ist die Position dieser Sinneszellen im Koérperganzen oder thre Identitat fir
thre =zentrale Projektion massgebend? Wir fanden zwar dass der
Antennenlobus die wichtigste Zielregion des Antennenbeins ist (STOCKER et
al., 1976; STOCKER & LLAWRENCE, 1981; STOCKER, 1982), konnten durch
Stimulation mit einer Zuckerlésung aber nachweisen, dass Fliegen mit diesen
beinartigen Antennen tatsdchlich schmecken, ganz im Gegensatz zu normalen
Antennen (STOCKER, 1977). Ahnliche Ergebnisse wurden spiter in Freiburg
in spektakuldren chirurgischen Experimenten meines Mitarbeiters Hans
Schmid erzielt. Wir konnten nimlich einen geschmacksbedingten
Verhaltensreflex sogar bei Zucker-Stimulation eines ans Abdomen
transplantierten tiberzdhligen Beins demonstrieren (SCHMID ET AL., 1986).
Offensichtlich wurden sowohl bei genetisch als auch chirurgisch
transplantierten Beinen spezifische Reflexwege im Zentralnervensystem
ausgebildet.

Wie ist der Geruchssinn bei Adulten von Drosophila organisiert?

Von den Experimenten mit hom&otisch transformierten Antennen war es nur
ein kleiner Schritt hin zur Neuausrichtung meines Forschungsgebiets auf den
Geruchssinn bei Drosophila. 7u diesem Wechsel entschloss ich mich nach
meiner Riickkehr von Seattle, zunachst in Basel und ab 1978 in Freiburg.
Mich interessierte anfangs vor allem die Frage wie die Geruchs-
Sinnesneurone bei Drosophila 1m  Antennenlobus, dem priméren
Duftzentrum im Gehirn repriasentiert werden. Bei Insekten sind tiblicherweise
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1-4 dieser Sinnesneurone in kleinen haarartigen Strukturen, den Sensillen
lokalisiert. Die drei Haupttypen von Geruchssensillen zeigen bei der
Taufliege ein spezifisches Muster auf der Antennoberflache. Die etwa 150
trichoiden Sensillen besetzen mehrheitlich das distale Ende der Antenne, die
250 basiconischen Sensillen die mediale Antennenregion, withrend die ca. 80
coeloconischen Sensillen relativ unspezifisch angeordnet sind (STOCKER et
al., 1983). Ein baumchenartiger Anhang der Antenne, die Arista, enthélt ein
weiteres, ganz anders konstruiertes Sensillum. Die feinstrukturelle Analyse
seiner sechs Neurone liess vermuten, dass es sich daber um ein
Temperaturorgan handeln kénnte (FOELIX et al., 1989). Diese Interpretation
wurde kiirzlich, nach mehr als 20 Jahren bestitigt (GALLIO et al., 2011).

Wie sind diese verschiedenen Sensillentypen 1m  Antennenlobus
reprisentiert? Zur Beantwortung dieser Frage erstellten wir zunéchst eine
Karte der Glomeruli des Antennenlobus. Wir konnten zeigen, dass jeder der
etwa 40-50 Glomeruli durch seine Lage, Grésse und Form identifizierbar ist
(STOCKER et al., 1983, 1990). Eine damals neu etablierte Farbetechnik mit
Tracersubstanzen erlaubte zum ersten Mal neurale Verbindungen im
Insektengehirn in hoher Auflésung darzustellen. In Zusammenarbeit mit
Obaid Siddigi und seiner Gruppe konnten wir nachweisen, dass die vier oben
genannten Sensillentypen in unterschiedliche Glomeruli projizieren
(STOCKER et al., 1983; LIENHARD & STOCKER, 1987; PINTO ET AL., 1988).
Dies liess vermuten, dass die verschiedenen Glomeruli spezifische
Funktionen tubernechmen (Reviews: STOCKER, 1994, 2001; STOCKER &
RODRIGUES, 1999). Dank einem weiteren neuen Werkzeug, den sog. mono-
klonalen Antik&rpern, konnten wir in der Folge die verschiedenen Sensillen-
typen und thre Zielglomeruli noch detaillierter beschreiben und klassifizieren
(STORTKUHL et al., 1994). Ein synapsenspezifischer monoklonaler Antik&rper
erlaubte uns auch ecine 3-dimensionale Rekonstruktion aller Glomeruli des
Antennenlobus zu erstellen (LAISSUE et al., 1999)(Fig. 2). Diese Arbeit dient
auch heute noch als Grundlage fiir die Identifikation der Glomeruli von
Drosophila, wie sie fur funktionelle, genetische oder
entwicklungsbiologische Studien bendtigt wird.
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Fig. 3: Identifikation der Duftrezeptoren von D. melanogaster, klassifiziert nach ihrer
Expression in verschiedenen Sensillentypen bei Adulten und Larven. Neben der frither
identifizierten Familie von Or-Rezeptoren wurde kiirglich eine gweite, unabhdngige
Familie von Ir-Dufirezeptoren entdeckt (BENTON et al, 2009). Der Rezeptor Or83b
fungiert als Korezeptor fiir andere Or-Rezeptoren. CO, bindet an ein Heterodimer
weier Geschmachsrezeptoren (aus VOSSHALL & STOCKER, 2007, verindert; @ Annual
Reviews, Inc.).
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Fig. 4. Eine molekulare neuroanatomische Karte des Antennenlobus illustriert die
Begichungen zwischen Dufirezeptoren, Sensillentypen und Glomeruli. Die als "fru
targets" markierten Glomeruli diirften bei der Wahrnehmung von Sexuallockstoffen
eine Rolle spielen (aus VOSSHALL & STOCKER, 2007, @ Annual Reviews, Inc.).
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Von 1990 an etablierten sich neue Forschungsgruppen auf dem Feld der Flie-
gen-Olfaktorik. Das Team von John Carlson an der Yale University begann
sich intensiv mit der Genetik und Funktion des Geruchssinns bei Drosophila
zu befassen. Eine der frithen wissenschaftlichen Errungenschaften dieser
Gruppe war die funktionelle Charakterisierung und Kartierung fast aller 500
Antennensensillen, gleichsam als Weiterfithrung unserer morphologischen
Sensillenkarte. Mit aufwendigen elektrophysiologischen Ableitungen von
Einzelsensillen gelang es ihnen beispiclsweise zu zeigen, dass die 600-700
Sinnesneurone der basiconischen Antennensensillen aus nur 16 funktionellen
Typen bestehen. Jeder davon spricht auf eine unterschiedliche
Zusammensetzung von Geruchsmolekiilen an (DE BRUYNE et al., 2001). Mit
diesen neuen Erkenntnissen wurde ein entscheidender Vorteil von
Drosophila als olfaktorischem Modellsystem offensichtlich, namlich zum
ersten Mal tiber ein System zu verfiigen das die Analyse neurobiologischer
Prozesse umfassend im gesamten beteiligten Netzwerk, aber auf dem Niveau
identifizierter Zellen ermdglicht.

Das Jahr 1991 brachte einen epochalen Durchbruch in der olfaktorischen For-
schung. Den beiden US-Amerikanem Linda Buck und Richard Axel gelang
bei Miusen die seit langem erwartete Entdeckung einer Familie von etwa
1'000 Genen, von denen jedes fiir ein spezifisches, in die Zellmembran der
Sinnesneurone integriertes Duftrezeptor-Protein kodiert (BUCK & AXEL,
1991). Die Wissenschaftler konnten zeigen, dass jeder dieser Rezeptoren fiir
die Bindung und Identifikation eines spezifischen Spektrums von
Duftmolekiilen verantwortlich 1st. Diese bahnbrechenden Erkenntnisse
wurden 2004 durch die Verleithung des Medizin-Nobelpreises an die beiden
Personlichkeiten gebiihrend gewiirdigt. War die Aufklarung der primiren
Dufterkennung an sich schon revolutiondr, so ermdglichten diese
Entdeckungen nun auch zum ersten Mal olfaktorische Netzwerke auf dem
zelluldren Niveau zu studieren und ihre Rolle beir der Geruchsidentifikation
zu untersuchen.

Ende der 90er Jahre gelang dann auch bei Drosophila die Entdeckung einer
Familie von Duftrezeptoren, die allerdings nur etwa 60 Mitglieder umtasste
(CLYNE et al., 1999; VOSSHALL et al., 1999; Review: VOSSHALL & STOCKER,
2007)(Fig. 3). Neue molekulargenetische Techniken ermoglichten dartiber-
hinaus festzustellen welche Rezeptoren in welchen Sinnesneuronen und in
welchen Sensillentypen exprimiert werden (HALLEM & CARLSON, 2004), ein
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Modellsystem also in welchem die Zusammenhénge zwischen Duft, Rezeptor
und Neurontyp in ithrer Gesamtheit kartiert werden kénnen.

Wie oben schon erwihnt erlaubte die Entdeckung der Rezeptorproteine nun
auch die Regeln der Verschaltung olfaktorischer Netzwerke anzugehen. Zur
grossen Uberraschung zeigte sich eine deutliche Parallele zwischen Saugemn
und Insekten. In beiden Fallen projizieren ndmlich Sinnesneurone die
denselben Rezeptor exprimieren in einen gemeinsamen Glomerulus im
priméren Duftzentrum, und dies obwohl sie in der Nase oder aut der Antenne
weit verstreut sind (MOMBAERTS et al., 1998; CLYNE et al., 1999; VOSSHALL
et al., 2000; BHALERAO et al., 2003)(Fig. 1). Das Prinzip der glomerulédren
Konvergenz gilt also fiir beide Stimme, ungeachtet der Tatsache dass diese
schon seit mehr als 600 Millionen Jahren getrennte Wege gegangen sind.
Dank der Moglichkeit be1 Drosophila das gesamte olfaktorische Netzwerk
auf dem Einzelzell-Niveau darzustellen ldsst sich hier nun die Kartierung des
Systems bis auf die Ebene der Glomeruli weiterfithren (CoUToO et al., 2005;
FISHILEVICH & VOSsSHALL, 2005). Wir kennen also nicht nur die Rezeptoren
bzw. Sinnesneurontypen die einem Duft zugeordnet sind, sondem auch ihre
Zielglomeruli im Antennenlobus. Der Antennenlobus transformiert
sozusagen die olfaktorische Umwelt in ein rdumliches Muster aktivierter
Glomeruli. Dass dies tatsdchlich so ist, konnte auch unabhéingig von der
Kenntnis des olfaktorischen Netzwerks, namlich durch bildgebende
Verfahren nachgewiesen werden (WANG et al., 2003). So ist z.B. der sog.
Glomerulus V auf die Wahmehmung von CO; spezialisiert (SUH et al., 2004),
wihrend zwei andere Glomeruli - wie wir schon frither vermutet hatten -
Zielgebiete von Thermorezeptoren der Arista sind (LIENHARD & STOCKER,
1987; FOELIX et al., 1989; GALLIO et al., 2011). Nachdem kiirzlich noch eine
weitere, unabhingige Familie von Duftrezeptoren entdeckt wurde (BENTON et
al., 2009), kann die Drosophila-Forschung heute auf eine praktisch
vollstindige tunktionelle Glomeruluskarte des Antennenlobus zuriickgreifen
(Review: VOSSHALL & STOCKER, 2007)(Fig. 4). Damit wird das grosse
Potential einfacher Hirnmodelle deutlich. Nur diese erlauben eine strukturelle
und funktionelle Analyse neuraler Netzwerke in ithrer Gesamtheit, aber auf
der Ebene identifizierter Zellen.
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Genetische Ansitze fiir die Analyse des Geruchssinnes bei Drosophila

Neben der Untersuchung des olfaktorischen Netzwerks von Drosophila
setzten wir auch eine Reihe von genetischen Werkzeugen fiir die Analyse des
Geruchssinns  ein. Die Mutante Jlozenge, bei welcher basiconische
Antennensensillen fehlen (VENARD & STOCKER, 1991; STOCKER et al., 1993),
erlaubte uns die Bedeutung dieser Sensillen fiir die Anatomie des
Antennenlobus zu studieren. Bei genetischen Mosaikfliegen deren eine
Antenne /ozenge Genotyp hatte, die aber sonst wildtypisch waren, fehlte der
oben erwihnte Glomerulus V im Ziel-Antennenlobus der mutanten Antenne
(STOCKER & GENDRE, 1988). Diese Erkenntnisse nahmen den 16 Jahre spiter
ermittelten Befund voraus, dass Sinnesneurone die CO,-Rezeptoren
exprimieren in basiconischen Sensillen lokalisiert sind und in den
Glomerulus V projizieren (SUH et al., 2004). Dank der /ozenge Mutante
konnten wir auch zeigen, dass basiconische Sensillen bei der Wahmehmung
von Sexuallockstoffen keine Rolle spielen: bei lozenge Fliegen war nidmlich
keine verdnderte Intensitit oder Qualitit des Balzverhaltens feststellbar
(STOCKER & GENDRE, 1989).

Ganz neue Moglichkeiten einer genetischer Manipulation ber Drosophila
wurden ab 1990 durch die bahnbrechende GAL4/UAS-Technik eréfinet.
Diese Methode erlaubt es stabile genetische Linien zu isolieren, deren
Individuen eine Expression eines Transgens in spezifischen Geweben oder
Zellen zeigen (BRAND & PERRIMON, 1993). Damit wurde es nicht nur
moglich die Anatomie einzelner Neurone im Detail zu beschreiben sondem
diese in vielfiltiger Weise zu manipulieren, sie z.B. zu aktivieren, funktionell
stillzulegen oder zu eliminieren. In Zusammenarbeit mit Jean-Frangois
Ferveur in Gif-suf-Yvette gelang es mit dieser Methode in ménnlichen
Fliegen bestimmte Himregionen selektiv zu feminisieren. Wahrend normale
Mainnchen Balzverhalten nur gegeniiber Weibchen zeigen, taten dies gewisse
Mosaikfliegen auch gegeniiber anderen Minnchen (FERVEUR et al., 1995).
Diese Individuen bestanden 1m wesentlichen aus minnlichem Gewebe, aber
thre Gehime und Antennenloben waren teilweise feminisiert. Diese
Hirnbereiche diirtten somit bei der Wahrnehmung oder Interpretation von
Sexuallockstoffen eine Rolle spielen.
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Fig. 5: Projektionsneurone, dargestellt durch die GAL4-Linie GHI46. A: Diese Zellen
verbinden den Antennenlobus mit den beiden héheren Hirngzentren Pilzkorper und
laterales Horn. Die rechte Hirnseite zeigt eine Subpopulation von Projektionsneuronen,
die linke einen FEinzelzellklon. B,C: Die beiden Subpopulationen von
Projektionsneuronen in B und C, deren Zellkirper (ZK) unterschiedliche Lage haben,
innervieren komplementire Glomeruli des Antennenlobus (aus JEFFERIS et al., 2001,
verdndert; ©@ Nature, Macmillan Magazines Ltd.).
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Fig. 6: Die Larve von Drosophila verfiigt nur iiber 21 Geruchs-Sinnesneurone, die im
Kopfbereich im sog. Domsensillum (4,B: DO) lokalisiert sind. Ihre terminalen
Fortsiitze sind in 7 Triplets zusammengefasst (C), die 7 Einzelsensillen entsprechen.
Das benachbarte Terminalorgan (4,B: TO) ist das wichtigste Geschmacksorgan der
Larve. Die Zellkorper der Sinnesneurone liegen in Ganglien versenkt unterhalb der
Sensillen (B: DOG, TOG) (aus GRILLENZONI et al., 2007; @ Springer-Verlag, PYTHON et
al., 2002a; @ John Wiley & Sons, Inc.).
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Die GAL4/UAS-Methode war Anlass in meinem Labor intensiv nach GAIL4
Linien mit spezifischer Expression im olfaktorischen System zu suchen. Ziel
dieser Bestrebungen, die meine Postdoktorandin Gertrud Heimbeck leitete,
war es die Rolle der einzelnen zelluliren Elemente des olfaktorischen
Netzwerks bei der Duftwahmehmung aufzuklaren. Viele der damals
identifizierten GAL4-Linien werden auch heute noch als Werkzeuge fir
funktionelle, entwicklungsbiologische und verhaltensbiologische
Fragestellungen verwendet. Die wohl bekannteste Linie, GH146, dient
gegenwirtig als wichtigstes genetisches Instrument bei der Analyse der sog.
Projektionsneurone, d.h. der Zellen die den Antennenlobus mit den héheren
Himzentren Pilzkérper und laterales Horn verbinden (STOCKER et al.,
1997)(Fig. SA). So konnten wir beispielsweise dank GH146 eine funktionelle
Dualitit dieser beiden Zentren nachweisen: wihrend das laterale Horn fur die
Geruchsidentifikation zustindig ist, sind dies die Pilzkorper fur das
Geruchslernen (HEIMBECK et al., 2001). Als ein Gliicksfall erwies sich auch
eine weitere in unserem Labor isolierte GAL4-Linie, die interessante
Zusammenhidnge zwischen dem Geschmackssinn, der Entwicklung und dem
Balzverhalten aufdeckte (BALAKIREVA et al., 1998, 2000).

Entwicklung des olfaktorischen Systems bei Drosophila

Ein anderer Fokus unserer Forschung in den 90er Jahren war die
Entwicklung des olfaktorischen Netzwerks der adulten Fliegen, ein Gebiet
auf welchem vor allem die Gruppe von Veronica Rodrigues wertvolle
Beitrige geleistet hat (Review: RODRIGUES & HUMMEL, 2008). Als wichtigste
Werkzeuge dienten uns GAL4 Linien die selektiv in  verschiedenen
Sensillentypen exprimiert sind. So konnten wir beispielsweise zeigen, dass
(1) das Arista-Sensillum, das im Zentrum der Antennenanlage sitzt, als erste
sensorische Struktur der Antenne entsteht (LIENHARD & STOCKER, 1991),
dass (2) die Anordnung der Neurone des Antennenlobus nicht mit ihrer
Entstehungszeit korrelliert (STOCKER et al., 19953), dass (3) die Axone der
adulten Duft-Sinnesneurone auf threm Weg ins Gehirn den larvalen
Antennennerv als Leitstruktur beniitzen und dass (4) die ersten dieser Axone
den Antennenlobus 24 Stunden nach der Verpuppung erreichen (TISSOT et al.,
1997; Review: TISSOT & STOCKER, 2000). Dank der GAL4 Technik waren
wir auch in der Lage die Entwicklung des Antennenlobus auf dem zelluldren
Niveau zu studieren. Das Expressionsmuster der GH146-Linie zeigte z.B.,
dass ein grosser Teil der adulten Projektionsneurone von der Larve

5/



iibernommen werden, dass aber 1hre dendritischen Arborisationen 1m Anten-
nenlobus wihrend der Metamorphose vollstindig reorganisiert werden
(STOCKER et al., 1997). In Zusammenarbeit mit Liqun Luo und seinen Mit-
arbeitern an der Stanford University konnten wir mit genetisch erzeugten
Einzelzellklonen (Fig. SA) nachweisen, dass die Projektionsneurone von drei
Neuroblasten erzeugt werden und dass zwei der drei Populationen von
Projektionsneuronen komplementare Glomeruli innervieren (Fig. SB,C). Vor
allem aber zeigten die Einzelzellklone dass Projektionsneurone autonom
spezifiziert werden, ohne Beeinflussung durch Axone der Duft-
Sinnesneurone oder andere Neurone im Gehirn (JEFFERIS et al., 2001, 2004).
Der Antennenlobus von Drosophila ist inzwischen zu einem weit
verbreiteten Modellsystem fiir das Studium der neuronalen Spezifitit
geworden. Welche genetischen und molekularen Faktoren kontrollieren
beispielsweise wie die Duft-Sinnesneurone ithren korrekten Zielglomerulus
finden? Die be1 Drosophila so leicht identifizierbaren Glomeruli (LLAISSUE et
al., 1999) sowie eine Vielzahl von Mutanten und anderen genetischen
Werkzeugen machen es sehr einfach abnorme Innervationsmuster fest-
zustellen und dadurch Riickschlusse auf die involvierten Faktoren zu ziechen
(ANG et al., 2003; HUMMEL et al., 2003; KOMIYAMA et al., 2004; ENDO ¢t al.,
2007; LATTEMANN et al., 2007; YAo et al., 2007).

Das larvale olfaktorische System: ein noch einfacheres Modellsystem?

Die Wahl von Insekten als olfaktorischem Modellsystem ist ein typisch
reduktionistischer Ansatz. Bei Insekten die eine vollstindige Metamorphose
durchlaufen, wie z.B. den Fliegen, kann man aber sogar noch einen Schritt
weiter gehen. Solche ,holometabole™ Insekten bieten neben dem adulten
Nervensystem ein noch viel einfacheres larvales Nervensystem als
Studienobjekt an, ein System das nur etwa 10% der adulten Neurone umfasst.
Mit dieser Uberlegung haben wir in den 90er Jahren die Larve von
Drosophila  als ein  zweites olfaktorisches (und gleichzeitig auch
gustatorisches) Modellsystem gewiihlt. Erste Befunde tiber die Organisation
und Funktion der larvalen chemosensorischen Netzwerke erhielten wir durch
Verhaltenstests nach der Blockierung spezifischer Duft- und Geschmacks-
Sinnesneurone mit neu isolierten GAL4 Linien (HEIMBECK et al., 1999). Im
Gegensatz zur adulten Antenne mit ithren 1'200 Duft-Sinnesneuronen besitzt
die Larve nur 21 dieser Zellen, die im sog. Domsensillum am Vorderende des
Tiers lokalisiert sind (Fig. 6). Wir konnten zeigen, dass der Dom aus der
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Fusion von 7 Einzelsensillen entsteht und dass, wie bei anderen Sensillen,
sog. proneurale Gene an ihrer Entstehung beteiligt sind (GRILLENZONT et al.,
2007).

Erlaubt nun aber ein zahlenmiissig derart reduziertes olfaktorisches Netzwerk
tiberhaupt noch Riickschliisse auf die Funktion eines komplexeren Systems?
Fiir die Beantwortung dieser Frage war es wichtig zu wissen ob das larvale
olfaktorische System quasi ein miniaturisiertes adultes System darstellt oder
ob es ganz anderen, larvenspezifischen Kriterien gehorcht. Eine detaillierte
Untersuchung seiner Organisation (PYTHON et al., 2002a) und der in den
verschiedenen Zelltypen exprimierten Neurotransmitter (PYTHON et al.,
2002b) zeigte, dass alle wichtigen anatomischen und neurochemischen
Eigenschaften, wie sie vom adulten System bekannt sind, auch fiir die Larve
gelten. Ein Geruchswahmehmungssystem mit nur 21 Sinnesneuronen,
zusammen mit den vielfiltigen Méglichkeiten der genetischen Manipulation
bei Drosophila, bot sich férmlich an fiir eine Netzwerksanalyse auf dem
Niveau einzelner, identifizierter Zellen. Einzelzellklone zeigten uns, dass jede
der 21 Sinneszellen ihren eigenen Zielglomerulus im Antennenlobus besitzt,
dass folglich jeder Glomerulus im Gegensatz zum Adultstadium nur durch
ein einziges Sinnesneuron innerviert 1st (RAMAEKERS et al., 2005). Andere
Studien demonstrierten, dass mit wenigen Ausnahmen jede der 21 Zellen nur
einen einzigen Typ Duftrezeptor exprimiert (FISHILEVICH et al., 2003;
KREHER et al., 2003). Das larvale olfaktorische WNetzwerk 1st also
grundsatzlich dhnlich organisiert wie sein adultes Gegenstiick, aber im
Unterschied zu letzterem ist hier jede Sinneszelle ein Unikat. 21 verschiedene
Rezeptor-GAL4 Linien (Fig. 7) erlaubten uns dann eine 3-dimensionale
glomerulire Karte des larvalen Antennenlobus zu erstellen (MASUDA-
NAKAGAWA et al., 2009)(Fig. 8), analog zu unserer fritheren Rekonstruktion
des adulten Antennenlobus (ILAISSUE et al., 1999)(Fig. 2). Da die wichtigsten
Duftliganden der larvalen Rezeptoren bekannt sind (KREHER et al., 2008;
ASAHINA et al., 2009), ist unsere Rekonstruktion nicht nur en
topographischer sondern auch ein funktioneller Atlas, welcher die Zuordnung
spezifischer Difte zu jedem Glomerulus erlaubt.
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Fig. 7: Jedes der 21 Geruchs-Sinnesneurone der Larve projiziert stereotyp in einen
cigenen Glomerulus im larvalen Antennenlobus (illustriert in 20 Fillen). Die
Terminologie macht deutlich, dass mit wenigen Ausnahmen jedes Neuron nur einen

Typ Dufirezeptor exprimiert (aus MASUDA-NAKAGAWA et al., 2009, verdndert; &
National Academy of Sciences).
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Fig. 8: Glomerulikarte des larvalen Antennenlobus (obere Reihe) und des larvalen
Calyx, des Eingangsbereichs der Pilzkorper (untere Reihe). Jedes der beiden
Duftzentren bildet das olfaktorische Umfeld als ein rdumliches Muster ab. Die beiden
Muster sind allerdings qualitativ verschieden, was ein Vergleich der Glomeruli die auf
aromatische Molekiile ansprechen (weisse Pfeile) demonstriert: diese liegen im
Antennenlobus dicht beieinander (in der lateralen Region), im Calyx hingegen nicht
(aus MASUDA-NAKAGAWA et al., 2009, verdndert; @ National Academy of Sciences).
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Die GH146 Linie machte es uns auch mdéglich die anatomisch-funktionelle
Karte des Antennenlobus weiter bis in héhere Himzentren zu verfolgen.
Finzelzellklone von larvalen Projektionsneuronen zeigten, dass im
allgemeinen jeder Glomerulus des Antennenlobus stereotyp mit einem
spezifischen Glomerulus in der sog. Calyxregion der larvalen Pilzkorper
verkniipft 1st (RAMAEKERS et al., 2005; MASUDA-NAKAGAWA et al.,
2009)(Fig. 8). Damit wird offensichtlich, dass sowohl im priméren als auch
im hoéheren Duftzentrum die olfaktorische Umwelt in rdumlichen - wenn
auch qualitativ unterschiedlichen - Mustern reprisentiert wird. Ahnliches ist
auch vom adulten olfaktorischen Netzwerk bekannt (MARIN ET AL., 2002;
WOoONG et al., 2002).

In den letzten beiden Jahren haben wir uns einem bisher wenig untersuchten
Zelltyp des larvalen olfaktorischen Systems gewidmet, den sog. lokalen
Interneuronen. Ihre Aufgabe 1ist es die einzelnen Glomeruli des
Antennenlobus untereinander zu verbinden. Im Gegensatz zum oben
beschriebenen Netzwerk der Sinnes- und Projektionsneurone zeigte sich hier
ein erstaunlicher Unterschied zum adulten Gehirn, indem bei der Larve die
meisten der lokalen Interneurone Kollateralen in die priméren
Geschmackszentren ausbilden (THUM et al., 2011). Dies ist im Adulttier nicht
der Fall.

Zusammengetfasst ist also das larvale olfaktorische Netzwerk in seiner Orga-
nisation - mit Ausnahme der lokalen Intermneurone - dem adulten Netzwerk
(und damit auch demjenigen der Sauger) sehr dhnlich (Review: STOCKER,
2008)(Fig. 9). Im Gegensatz zu den letzteren beiden ist aber bei der Larve
jede Zelle ein Unikat. Glomeruli sind hier somit keine Orte der Konvergenz
sensorischer Einginge. Die Sensitivitit des larvalen Duftsinns diirfte folglich
relativ bescheiden sein, was aber fiir eine Larve die direkt auf dem Futter lebt
nicht nachteilig sein muss (RAMAEKERS et al., 2005). Adulte Fliegen sind
hingegen fiir das Auffinden neuer Futterquellen oder Geschlechtspartner auf
einen wirkungsvollen olfaktorischen "Femnsinn" angewiesen. Die auffilligen
Verbindungen zwischen olfaktorischen und gustatorischen Zentren bei
Larven sprechen fiir besonders enge Beziehungen zwischen den beiden
chemischen  Sinnen, was  moglicherweise  ebenfalls mit der

substratgebundenen Lebensweise des Larvenstadiums zusammenhingt
(THUM et al., 2011).
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1'300 Sinnesneurone : 50 Glomeruli (26 . 1 Konvergenz !)
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Fig. 9: Das olfaktorische Netzwerk der Larve ist grundsdtzlich dhnlich organisiert wie
sein Gegenstiick in der adulten Fliege (und damit auch wie dasjenige der Sduger). Im
Unterschied zu den letiteren beiden ist aber bei der Larve jede Zelle ein Unikat.
Glomeruli sind hier also keine Orte der Konvergenz sensorischer Eingdnge. Damit
diirfte die Sensitivitit des larvalen Dufisinns relativ bescheiden sein. Das fiir die
Wahrnehmung von Sexuallockstoffen zustindige Netywerk im Adultstadium (mit
dunklen Punkten markiert) fehit bei der Larve (aus RAMAEKERS et al., 2003, verindert;
@ Elsevier Ltd ).
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Fig. 10: Metamorphose der Geschmacks-Sensillen des Pharynx, analysiert auf dem
Nivau identifizierter Zellen. Entgegen der klassischen Auffassung degeneriert nur ein
Teil der larvalen Sinnesneurone (A: schwarg markiert). Die meisten Neurone werden in
das adulte System (B) iibernommen (markiert durch verschiedene Farben) und viele
gusdtzliche entstehen wihrend der Metamorphose neu (punktiert) (aus GENDRE et al.,
2004, verindert; @ The Company of Biologists).
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Der larvale Geschmackssinn

Die Existenz von vielen zellspezifisch exprimierten GAL4 Linien gab uns die
Gelegenheit auch das larvale gustatorische Netzwerk im Detail auf der
zellularen Ebene zu beschreiben (CoLOMB et al., 2007). Diese Erkenntnisse
wurden  besonders  durch  die  Nachbarschaft des  priméren
Geschmackszentrums mit den sog. hugin Neuronen interessant. Diese spielen
nachweislich eine wichtige Rolle bei der Steuerung der Nahrungsaufnahme
(MELCHER & PANKRATZ, 2005; BADER et al., 2007).

Schliesslich haben wir auch die Metamorphose eines eintachen, nur etwa 30
Neurone umfassenden gustatorischen Teilsystems im Detail verfolgt, namlich
der Sensillen des Pharynx. Thre Aufgabe ist es die Zusammensetzung der
aufgenommenen Nahrung zu priifen. Entgegen der klassischen Auffassung,
dass die larvale Sensorik wihrend der Metamorphose vollstandig degeneriert,
beobachteten wir eine hochkomplexe Transformation dieses Systems, welche
Zelltod, neuronale Reorganisation und die Entstehung neuer Sinnesneurone
umfasst (GENDRE et al., 2004)(Fig. 10).

Die Larve als ein elementares Modell fiir chemosensorisches Lernen

Vor etwa 10 Jahren hatte ich das Gliick einen exzellenten Forscher, Bertram
Gerber, fir eine Zusammenarbeit auf dem Gebiet der Larvenbiologie
gewinnen zu kénnen. Sein wissenschaftliches Interesse galt seit jeher dem
Lemen wund Gedichtnis, wvitalen Errungenschaften aller tierischen
Organismen. Wiederum basierend auf dem Argument der geringen Zellzahl
und der einfachen Organisation des larvalen Nervensystems begann er, als
einer der Ersten weltweit, die Larve von Drosophila als ein elementares
Modell fiir assoziatives Lernen zu studieren. Er entwickelte eine Reihe von
appetitiven und aversiven Lemtests, mit dem Ziel die Rolle von Duft- oder
Licht-Stimuli beim assoziativen Lemen aufzukldren (SCHERER et al., 2003;
GERBER et al., 2004). Als Belohnungsreiz diente Zucker, als Strafreiz z.B.
Salz in hoher Konzentration. Aus der Komplementaritit seiner Experimente
mit unseren olfaktorischen und gustatorischen Studien ergaben sich dusserst
fruchtbare Wechselwirkungen (Reviews: GERBER & STOCKER, 2007; GERBER
et al., 2009). Von seinen neu etablierten Verhaltenstests profitierte meine
Gruppe auch ganz direkt (COLOMB et al., 2007).
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Seit 2006 wurde durch die Ankunft eines weiteren hervorragenden
Mitarbeiters, Andreas Thum, larvales Lemen in meinem Labor als ein
zweites Forschungsthema immer wichtiger. Ziel war es das neurale Substrat
der verschiedenen Formen des Duftlemens vollstindig und auf der Ebene
identifizierter Zellen zu charakterisieren. Dazu diente ein auf der GAL4
Technik beruhender verhaltensbiologisch-neuroanatomischer Ansatz. Iarven
deren potentiell am Lemprozess beteiligte Neurone stillgelegt worden waren,
wurden Lemtests unterworfen; parallel dazu wurden diese Neurone
anatomisch beschrieben und kartiert. So konnte z.B. fiir das larvale Lemen
die Rolle von Netzwerken aufgekliart werden welche Dopamin, Oktopamin
oder Serotonin als Neuromodulatoren exprimieren (SELCHO et al., 2010;
SELCHO et al., IN PREP.; HUSER et al., in prep.). Diese biogenen Amine sind
auch fur Lemprozesse der Sduger essentiell. Andere Schwerpunkte waren der
Vergleich von gustatorisch und Elektroschock-induziertem aversivem Lemen
(PAULS et al., 2010a) und der Nachweis, dass die wihrend der
Embryonalphase entstandenen Neurone der Pilzkérper fiir larvales Lernen
geniigen (PAULS et al., 2010b).

Ausblick und Dank

Ziel unserer Forschung war es den klassischen genetischen
Modellorganismus Drosophila mit seinen unzédhligen experimentellen
Moglichkeiten auch fiir das Studium des Geruchssinns und des
Geruchslemens einzusetzen. Besonders hilfreich dafiir erwies sich das
einfache olfaktorische Netzwerk der Larve, das uns erlaubte die anatomische
und funktionelle Organisation eines Dufterkennungssystems weltweit zum
ersten Mal vollstindig und auf dem Niveau identifizierter Zellen analysieren,
und zwar von der Peripherie bis in héhere Himzentren. Die letzten Jahre
unserer Arbeiten waren ausserdem von fruchtbaren Interaktionen zwischen
olfaktorischer Forschung und Lemforschung geprigt.

Ich mécehte diesen Artikel nicht abschliessen ohne meinen wissenschaftlichen
Mitarbeiter(inne)n, Doktorand(inn)en und  Studierenden  fiir  ihren
konstruktiven Einsatz wihrend der 30 Jahre meines Forscherlebens an der
Universitit Freiburg herzlich zu danken. Besonders gilt dies fiir meine
Mitarbeiterin Nanaé Gendre, die wihrend mehr als 25 Jahren meine Projekte
koordiniert, durchgefithrt und oft auch ausgewertet hat. Mein Dank geht
ebenso an die auswirtigen Gruppen mit denen wir zusammengearbeitet
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hatten, an meine Kolleginnen und Kollegen im Departement Biologie und in
der Naturwissenschaftlichen Fakultit sowie an die Universitiat Freiburg fir
die Bereitstellung der notwendigen personellen und materiellen Intrastruktur.

Meine Forschung wire nicht moglich gewesen ohne die Unterstiitzung einer
Vielzahl von Geldgebemn, ganz besonders dem  Schweizerischen
Nationalfonds, aber auch dem Human Frontier Science Project, der Roche
Research Foundation, der Sandoz-Stiftung, der Fondation Aectas, der
Janggen-Pohn  Stiftung und der Schweizerischen Akademie der
Medizinischen Wissenschaften. Thnen allen sei herzlich gedankt.

U. Jenni und A. Ramaekers danke ich fiir eine kritische Durchsicht des
Manuskripts.
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