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ZMYSE WECHU — KODOWANIE ZAPACHOW —
NAGRODA NOBLA Z FIZJOLOGII LUB MEDYCYNY W 2004 ROKU

Ubiegtoroczna Nagroda Nobla z Dziedzi-
ny Fizjologii lub Medycyny zostata przyznana
dwojgu amerykanskim uczonym: Richardo-
wi Axelowi i Lindzie Buck, za badania zmy-
stu wechu. Ich prace dotyczyly odpowiedzi
na fundamentalne pytanie, jak Srodowisko
zewnetrzne jest reprezentowane w mozgu,
a w tym szczegOlnym przypadku, jak mozg
odczuwa zapachy? Tym samym Nagroda No-
bla zostaly uhonorowane odkrycia z dziedzi-
ny badan podstawowych z zakresu fizjologii.
Pionierska, wspolna praca autorstwa obojga
laureatow ukazata sie w Cell (AXEL i BUCK
1991). Zaprezentowano w niej wyniki uzy-
skane w laboratorium Richarda Axela w Ho-
ward Hughes Medical Institute (Uniwersytet
Columbia) w Nowym Yorku, gdzie Linda
Buck przebywata na stazu podoktorskim.
Pozniej, pracujac juz niezaleznie, ale rowno-
legle, a zarazem komplementarnie, laureaci
uzyskali wyniki, ktore wyjaSniaja, jakimi dro-
gami nerwowymi informacja o okreSlonym
zapachu dociera do mozgu i jak jest w ukla-
dzie nerwowym kodowana.

Nalezy podkresli¢, ze Linda Buck jest 7.
kobieta uhonorowang ta zaszczytna nagroda
w dziedzinie fizjologii lub medycyny.

Substancje zapachowe niosa dla organi-
zmu szereg waznych informacji, ktore wply-
waja na jego zachowanie. Ostrzegaja o zagro-
zeniu, reguluja pobieranie pokarmu, infor-
muja o atrakcyjnosci seksualnej, wplywaja na
emocje. Czlowiek jest zdolny do rozrézniania
tysiecy substancji zapachowych i roznie od-
czuwa ich stezenie. Na przyktad, przyjemny
zapach bzu zawdzieczamy skatolowi, ale sub-
stancja ta w duzym stezeniu daje odczucie
odrazajacego zapachu.

Organem, ktory wykrywa substancje za-
pachowe jest nos, a wlasciwie nabtonek we-
chowy wyscielajacy jame nosowa. W nabton-
ku znajduje sie kilka milionow neuronow
wechowych. Na zakonczeniach ich zmodyfi-
kowanych dendrytow wystepuja wlosowate
wypustki, miejsca gdzie wykrywana jest sub-
stancja zapachowa (Ryc. 1). Z kolei, aksony
neuronOw wechowych biegna do opuszki
wechowej i tam tworza kiebki zwane glome-
rulami, gdzie znajduja si¢ synapsy na dendry-
tach komorek mitralnych. Potem informacja
przenoszona jest do wyzszych pieter ukladu
nerwowego, w tym do pierwszorzedowej
kory wechowej i innych obszarOw moézgu
(Ryc. 2). U zwierzat, np. u gryzoni, wystepu-
je dodatkowo oddzielny uktad przenoszacy
informacje o substancjach chemicznych — fe-
romonach. W jego sktad wchodza: organ Ja-
cobsona (nosowo-lemieszowy) i dodatkowa
opuszka. Powstawalo pytanie, jakie receptory
umozliwiaja rozrOznienie tysi¢cy substancji
zapachowych. W przypadku innych zmystow
wiadomo bylo, Ze repertuar receptorow jest
ograniczony. Oko ma zaledwie trzy typy re-
ceptorow reagujacych na kolory: czerwony,
70ty i niebieski, ale jest w stanie rozroz-
ni¢ szereg kolorow i ich odcieni. Jezyk jest
zdolny rozrozni¢ 5 smakow przy pomocy 28
roznych receptorow smakowych. Do lat 80.
ubieglego stulecia sposob identyfikacji i prze-
tworzenia sygnalu niesionego przez substan-
cje zapachowe pozostawal tajemnica.

Buck i Axel, poszukujac odpowiedzi na
pytanie o receptory zapachowe, postuzyli sie
warsztatem biologii molekularnej. Przystepu-
jac do badan przyjeli nastepujace zalozenia:
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Ryc. 1. Schemat nabtonka wechowego.

1) receptory zapachowe naleza do nadro-
dziny biatek receptorowych, ktore charakte-
ryzuja si¢ obecnoscia siedmiu domen trans-
btonowych i sa sprzezone z biatkiem G;

2) receptory zapachowe tworza bardzo
liczna rodzine biatek, co umozliwia identy-
fikacje bardzo wielu strukturalnie réznych
substancji zapachowych;

3) ckspresja receptorow zapachowych
jest ograniczona do nabtonka we¢chowego.

Uzyta przez noblistOw strategia polegala
na wyizolowaniu RNA z nabtonka we¢chowe-
go myszy, nastepnie otrzymaniu cDNA i za-
stosowaniu PCR (lancuchowa reakcji polime-
razy). Do reakcji PCR uzyto starterow zapro-
jektowanych tak, aby amplifikowac¢ fragment
genu receptora odpowiadajacy regionowi
bialka pomiedzy druga i siédma domena
transblonowa. Tymi starterami byly zdegene-
rowane oligonukleotydy o roéznej homologii
do konserwowanych ewolucyjnie sekwen-
¢ji drugiej i siodmej domeny transbtonowe;j.
Uzyskane produkty PCR rozdzielono elektro-
foretycznie w zelu agarozowym i okreSlono
ich ciezar czasteczkowy. Sposrod wielu pro-
duktow reakcji PCR wybrano do dalszych ba-
dan tylko te, ktorych wielkoS¢ zawierala sie
w przedziale 600-1300 par zasad (domnie-
many przedzial wielkosci dla tych recepto-
row). Nastepnym krokiem bylo ciecie tych
wyjSciowych DNA przy uzyciu enzymow re-
strykcyjnych (endonukleaz) i ponowna anali-
za elektroforetyczna w celu zidentyfikowania
takiego produktu PCR, ktory zawieralby roz-
ne sekwencje DNA zamplifikowane przy uzy-
ciu tej samej pary starterow (Ryc. 3). Buck
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Ryc. 2. Schemat uktadu wechowego.

i Axel rozumowali bowiem, ze trawienie pro-
duktu reakcji PCR, ktory sktada sie¢ wylacznie
z jednego rodzaju sekwencji DNA, wygene-
ruje fragmenty, ktorych ciezar czasteczkowy
jest suma ciezarOw czasteczkowych wyjscio-
wego produktu. Jesli zas produkt wyjSciowy
sktada sie z réznych sekwencji DNA, to po
trawieniu powstana fragmenty, ktorych suma
ciezarOw czasteczkowych znacznie przewyz-
szy ciezar wyjSciowego produktu PCR. Oka-
zatlo sie, ze w jednym przypadku suma cie-
zarow fragmentow DNA uzyskanych po en-
zymatycznym cieciu byla wieksza niz ciezar
czasteczkowy wyjsciowego DNA. Ten wynik
dowodzil, ze w wyjSciowym produkcie PCR
(o wielkosci 710 par zasad) obecne sa rézne
sekwencje DNA. Produkt ten klonowano i 5
z uzyskanych klonow zsekwencjonowano.
Okazato sie, ze kazdy z tych klonow miat inna
sekwencje DNA, ale kazda z nich kodowatla
fragment biatka o cechach charakterystycz-
nych dla nadrodziny receptoréw z siedmio-
ma domenami transblonowymi. Stwierdzono
ponadto, ze w bialkach kodowanych przez
te 5 genoOw wystepuja charakterystyczne se-
kwencje (motywy) zupelnie rézne od tych,
ktore sa obecne w innych, znanych biatkach
receptorowych sprzezonych z biatkiem G. Na
tej podstawie wysunicto wniosek, ze sklono-
wane geny koduja bialka nalezace do nowej
rodziny receptorOw. Pelne sekwencje cDNA
nobliSci ustalili przeszukujac biblioteke¢ cDNA
utworzona z RNA nabtonka wechowego.

U myszy wykryto okoto 1000 genéw ko-
dujacych receptory zapachowe, w tym 638
to pelne geny prawdopodobnie kodujace
funkcjonalne biatka. Intrygujace bylo, co pod-
kresla Axel, ze geny te stanowia 3-5% geno-
mu myszy. U czlowieka zidentyfikowano 339
pelnych genow, ktore koduja biatka nalezace
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Ryc. 3. Pierwsze etapy procedury uzytej do
identyfikacji genoéw receptorow zapachowych.

do 172 podrodzin receptorow zapachowych.
(Podzial na podrodziny oparto na obserwaciji,
ze receptory, ktorych sekwencja aminokwa-
sowa jest identyczna przynajmniej w 60%,
rozpoznaja czasteczki zapachowe o podobne;j
strukturze.) Wyniki opublikowanej w Cell
pracy, oprocz odkrycia nowej wielogeno-
wej rodziny kodujacej receptory zapachowe,
wskazywaly rowniez, ze pobudzenie neuro-
now wechowych zachodzi poprzez urucho-
mienie Sciezki sygnalizacji wewnatrzkomor-
kowej, zwiazanej z aktywacja receptorow
sprzezonych z bialkiem G, wytworzeniem
wtornych przekaznikOw i zmiana przewod-
nosci btonowych kanalow jonowych. Ponad-
to staly si¢ one podwalina do dalszych badan
zmystu wechu. Mianowicie, znajac geny od-
powiedzialne za kodowanie poszczegdlnych
receptorow zapachowych, mozna bylo przy-
stapi¢ do dalszych prac wykorzystujacych
techniki hybrydyzacyjne oraz zwierzeta trans-
geniczne. Stosujac taki warsztat metodycz-
ny wykazano, ze w nabtonku wechowym sa
cztery strefy, gdzie poszczegdlne receptory
zapachowe wystepuja w rozproszeniu w spo-
sob niezachodzacy na siebie.
Przeprowadzono rowniez doSwiadczenia,
w ktorych sprawdzano, czy pojedynczy neu-
ron wechowy ma ekspresje wielu, czy tez tyl-

ko jednego receptora zapachowego. W tym
celu wyizolowano neurony z nablonka we-
chowego i umieszczono je w odpowiednim
srodowisku. Za pomoca obrazowania zmian
wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia zi-
dentyfikowano te neurony, ktére na okre-
Slona substancje zapachowa odpowiadaly
zmiana fluorescencji. Z tych pojedynczych
neuronéw otrzymywano RNA, a w nastep-
nym etapie cDNA i przeprowadzano reakcje
PCR. Produkty reakcji zsekwencjonowano.
Okazalo sie, ze w indywidualnym neuronie
wechowym zachodzi ekspresja tylko jedne-
go genu receptora zapachowego. Wobec
tego, powstaje pytanie jak rozpoznawane s3
tysiace substancji zapachowych, ktére maja
zblizona strukture, a daja odczucie zupelnie
innych zapachow? Wytlumaczenie uzyskano
na podstawie badan elektrofizjologicznych,
w ktorych mierzono odpowiedzi pojedyn-
czych neuroné6w wechowych (a wiec z eks-
presja receptorow zapachowych jednego ro-
dzaju) na rozne substancje zapachowe. Z ba-
dan tych wynikato, ze jeden receptor moze
rozpoznawaC wiele substancji zapachowych
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Ryc. 4. Odpowiedzi neuronéw wechowych

z ekspresja genu okreSlonego receptora na roz-
ne substancje.

Mate kotka oznaczaja staba odpowiedZ neuronu na
dana substancj¢ zapachowa (wg MALNIC i wspotaut.
1999, zmodyfikowana).
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Ryc. 5. Jedna substancja zapachowa pobudza wiele receptorow.

Przyktady odpowiedzi neurondw wechowych z ekspresja danego receptora zapachowego na okreslona sub-
stancje zapachowa (wg MALNIC i wspotaut. 1999, zmodyfikowana).

(Ryc. 4). Ponadto odkryto, ze jedna substan-
cja zapachowa moze by¢ rozpoznawana przez
wiele typow receptorow (Ryc. 5). Wobec po-
wyzszego wnioskowano, ze istnieje ztozony
kod receptorowy, wedlug ktérego okreslona
substancja zapachowa pobudza zdefiniowa-
ny zespot neuronéw wechowych, z ktorych
kazdy ma tylko jeden rodzaj receptora (Ryc.
6). Daje to niewyobrazalna liczb¢ kombinacji
umozliwiajaca zarowno identyfikacje substan-
¢ji zapachowej, jak i zdolnos¢ do odczuwanie
zmian jej stezenia. Na pierwszym etapie prze-
tworzenia informacji zmystowej w nablonku
wechowym dochodzi do analizy informacji
niesionej przez substancje zapachowe. Dana
substancja zapachowa pobudza w jamie no-
sowej okreSlona kombinacje neuronow we-
chowych.

Problem, jak w mozgu reprezentowana
jest informacja wechowa, stanowit dalsze
wyzwanie dla obojga laureatow. Zastosowa-
nie technik biologii molekularnej umozliwito
poznanie organizacji drég nerwowych prze-
noszacych informacje wechowa z neuronow
z okreSlonym receptorem zapachowym do
wyzszych pieter ukladu nerwowego. Uzyska-
no myszy transgeniczne, w ktorych nabtonku
wechowym mozna bylo uwidoczni¢ (w reak-
¢ji barwnej) tylko neurony z ekspresja kon-
kretnego genu receptora zapachowego. Wyni-
ki tych badan pokazaly, ze aksony neuronéw
wechowych tworza w opuszce wechowej
ktebki (glomerule). Takich klebkéw u myszy
jest 1800, po 2 z aksonow neuronow, w kto-
rych zachodzi ekspresja tego samego genu
receptora zapachowego. W kiebkach znajduja
sie synapsy utworzone z komoérkami mitral-
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Ryc. 6. Schemat zlozonych kodow receptoro-
wych dla roznych substancji zapachowych.

Receptory rozpoznajace okreSlona substancje sa
przedstawione jako figury z zapelnionym polem.
(wg MALNIC i wspotaut. 1999, zmodyfikowana).
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Ryc. 7. Schemat organizacji drog wechowych biegnacych z neuronéw wechowych z ekspresja
genu receptora zapachowego A (oznaczony kolorem czarnym) i neurondéw z ekspresja genu re-
ceptora zapachowego B (oznaczony kolorem szarym) (wg ZOU i wspoétaut. 2001, zmodyfikowa-

na).

nymi opuszki. W ten sposob dzieki konwer-
gencji aksonow tworzy si¢ W opuszce stereo-
typowa przestrzenna mapa. Mapa ta jest stata
u przedstawicieli danego gatunku i nie ule-
ga zmianie, mimo ze neurony nabtonka we-
chowego zyja zaledwie 2 miesiace i po tym
okresie sa zastepowane przez nowe komorki.
Kod receptorowy jest reprezentowany przez
rozproszone zespoly neuronéow w nabtonku
wechowym nosa, w opuszce za$ przez spe-
cyficzna kombinacje ktebkow. Na tym etapie
nadal istnieje segregacja wejSC z poszczegol-
nych receptorow zapachowych (Ryc. 7).
Inne badania pozwolily przesledzi¢ droge,
jaka bodziec z okreSlonego receptora zapa-
chowego dociera do wyzszych picter uktadu
nerwowego. Zastosowano w nich znacznik
— lektyne¢ jeczmienia. Co wazne, substancja
ta moze by¢ transportowana poprzez synap-
sy. Uzyskano myszy transgeniczne, u ktorych
ckspresja genu lektyny jeczmienia zachodzita
facznie z ekspresja genu receptora wechowe-
go okreSlonego rodzaju. Pozwolilo to wyzna-

czy¢ przebieg potaczen biegnacych od indy-
widualnych neuronéw wechowych, z ekspre-
sja genu danego receptora, do rdéznych ob-
szaroOw mozgu. Obecnos¢ lektyny jeczmienia
uwidaczniano immunocytochemicznie. W ten
sposOb w korze wechowej wykryto stereoty-
powe mapy sensoryczne. Sa one dwustronnie
symetryczne i maja stala lokalizacje u wszyst-
kich osobnikow szczepu z wprowadzonym
(ang. knock-in) genem. Okazalo sie ponadto,
ze mapy odpowiadajace réoznym receptorom
zapachowym przynajmniej cz¢Sciowo nacho-
dza na siebie przestrzennie. Mozna zatem
przypuszczaé, ze pojedynczy neuron korowy
moze otrzymywal wejScia z wielu recepto-
row zapachowych. Natomiast bodZce z tych
samych receptorOw zapachowych docierajac
do réznych wechowych obszarow korowych,
umozliwiaja roOwnolegla i, by¢ moze, zrozni-
cowang obrobke tych samych bodzcow zmy-
stowych (Ryc. 7). Neurony korowe integruja
informacj¢ zapachowa, co umozliwia odczu-
cie zapachu.
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SENSE OF SMELL — THE ODORANT RECEPTOR CODE, NOBEL PRIZE IN PHYSIOLOGY OR
MEDICINE IN 2004

Summary

Two American molecular biologists Richard Axel
and Linda Buck won the Nobel Prize for physiology
or medicine in 2004. They discovered a large gene
family that gives rise to many olfactory receptors.

The discovery allowed to explore how the brain dis-
criminates among different odors and to reveal, us-
ing a genetic approach, the organization of the ol-
factory system.
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