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1 Einleitung

Attraktivitat spielt eine groRe Rolle in unserer non-verbalen Kommunikation und hat einen
hohen Stellenwert in der Suche nach einem mdoglichen Partner. Dabei kommt es in der Frage,
was Attraktivitat eigentlich ausmacht, immer wieder zu Kontroversen, denn Attraktivitat ist
multimodal (Groyecka et al., 2017). Die Beurteilung der ,Attraktivitat® basiert dabei auf der
Wahrnehmung unserer Sinne. Natirlich steht dabei beim Menschen der visuelle Eindruck an
erster Stelle und hat einen maRgeblichen Einfluss auf die Gesamt-Attraktivitat. Es flie3en aber
auch andere Eindriicke, wie die Stimme und der Geruch einer Person, mit ein. Besonders
letzterer erfordert jedoch einen engen physischen Kontakt und der Stellenwert nimmt daher

erst im fortgeschrittenen Stadium der sozialen Interaktion an Bedeutung zu.

Der Geruchssinn ist anatomisch unser altester Sinn, da die Verarbeitung von Riechvorgéange
im altesten Teil des Gehirns, dem Paldocortex, stattfindet, und hat daher evolutionsbiologisch
eine besondere Stellung. Die Informationen von Geruchseindricken werden ohne
Zwischenschaltstation direkt an das Gehirn weitergegeben.

Ein Duftstoff besteht aus verschiedenen Molekilanteilen, die wiederum an verschiedene
Rezeptoren binden konnen. Duftstoffe aktivieren also ein Muster von olfaktorischen
Rezeptorneuronen (Witt und Hansen, 2008). Das Gehirn lernt diese duftspezifischen Muster
zu erkennen und einzuordnen. Es gibt 200-400 mogliche Gene flr olfaktorische
Rezeptorneurone, von denen jeder Mensch verschiedene exprimiert (Buck und Axel, 1991).
Man kann also vereinfacht sagen, dass jeder Mensch Gertiche individuell wahrnimmt.

Was aber macht den Geruch einer Person attraktiv?

Jeder Mensch synthetisiert sein eigenes ,Parfum®, den Korpergeruch. Er wird maf3geblich vom
Schweild bestimmt, der von den Schweil3driisen sezerniert wird, die sich insbesondere auf
behaarter Haut wie in der Achselregion und auch im Intimbereich finden. In dem Schweil}
finden sich hauptsachlich Wasser, Elektrolyte und Fettsauren. Jedoch befinden sich im
Schweil3 auch abgestorbenes Zellmaterial von der Haut, sowie auch kleine Molekile von
abgebautem Zellmaterial aus dem Kérper selbst. Diese Arbeit beschéftigt sich mit der Frage,
ob auch sogenannte HLA-assoziierte Peptide einen Einfluss auf den Korpergeruch haben,
beziehungsweise vom Menschen gerochen werden kdnnen und gegebenenfalls als

Attraktivitdtsmerkmal infrage kAmen.



2 Stand der Wissenschaft

2.1 Anatomie und Physiologie des Riechens

Um ein Duftmolekl riechen zu kénnen, muss es mit einem Luftstrom durch eine Nasen6ffnung
entweder orthonasal, Uber die vorderen Nasenldcher, oder retronasal, tiber den Mund und
Rachen, in die Nasenhohle gelangen und im olfaktorischen Epithel Rezeptorneuronen
aktivieren. Die gesamte Nasenhdhle ist mit Schleimhaut ausgekleidet, die sensibel von dem
Nervus trigeminus, dem funften Hirnnerven, innerviert wird. Die Regio olfaktoria, der Teil der
Schleimhaut auf der sich das olfaktorische Epithel befindet, reicht von der Riechspalte im
Nasendach Uber den oberen Nasengang bis auf die mittlere Nasenmuschel (siehe Abbildung
1) (Leopold et al., 2000). Dem olfaktorischen Epithel lagert eine Schicht aus Schleim auf, der
von Bowmann-Drisen sezerniert wird, die in der Lamina propria liegen. Neben der Funktion
als Schutz- und Immunbarriere des Schleimfilms tragen sich in dem Mukus befindliche
duftstoffbindende Proteine mdglicherweise zur Interaktion von Duftstoffen mit den Rezeptoren
der ORN bei (Pelosi, 2001). Das Riechepithel selbst setzt sich aus olfaktorischen
Rezeptorneuronen (ORN), den Riechsinneszellen, Stitzzellen und Basalzellen zusammen
(siehe Abbildung 2).
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Abbildung 1: Verteilung des olfaktorischen Epithels

(gran) von der Riechspalte bis auf die obere und Abbildung 2: Aufbau des olfaktorischen Epithels mit ORN
mittlere Nasenmuschel (NM), (modifiziert nach Lapid (Sinneszellen), Basalzellen und Stitzzellen (modifiziert
und Hummel, 2013 adaptiert von Leopold et al., 2000 ) nach Lillmann-Rauch und Paulsen, 2012)

Die Stiitzzellen trennen die einzelnen ORN voneinander und geben dem Epithel durch Tight
Junctions Stabilitdt (Lullmann-Rauch und Paulsen, 2012). Die Basalzellen dienen als
Vorlauferzellen fur die Stiitzzellen und ORN (Graziadei und Metcalf, 1971). ORN sind bipolare
Nervenzellen mit zwei Fortsatzen, dem Dendriten und dem Axon, deren eigentlichen
Zellkorper in der mittleren Schicht des Epithels liegen. Die dendritischen Fortsatze reichen bis

in die Mukusschicht und an deren Ende befindet sich der dendritische Kolben mit den Zilien,



in deren Zellmembranen die eigentlichen Rezeptorproteine eingelagert sind. Jeder Rezeptor
wird von einem Gen codiert, das aus einer grof3en Genfamilie stammt (Buck und Axel, 1991)
und von denen der Mensch geschétzt 200-400 hat (Witt und Hansen, 2008). In der
Zellmembran eines jeden ORN ist nur einer dieser Rezeptortypen zu finden. Ein Duftmolekul

kann durch verschiedene Molekilanteile immer mehrere Rezeptoren aktivieren.

Wird ein Duftstoffligand von einem Rezeptorprotein gebunden, kommt es zu einer spezifisch
olfaktorischen Goi-Protein-gekoppelten Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden. Dabei
werden uber den second Messenger zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP) olfaktorische
Kationenkanale gedffnet, durch die Na* und Ca?* lonen einstromen (Firestein et al., 1991).
Durch das einstrémende Ca?* wird ein Anionenkanal geoffnet, durch den CI -lonen aus der
Zelle ausstromen (siehe Abbildung 3). Das Membranpotential wird somit positiver und folgend
wird ein Aktionspotential ausgeldst (Firestein, 2001), das elektrophysiologisch gemessen

werden kann (siehe hierzu 2.4.1).
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Abbildung 3: schematischer Ablauf der Vorgange in einem ORN bei Aktivierung der G-Protein-gekoppelten
Signalkaskade durch Bindung eines Duftstoffmolekiils an ein Rezeptorprotein. (AP=Aktionspotential, ATP =
Adenosintriphosphat, cAMP = zyklisch Adenosinmonophosphat, Goir = olfaktorisches G-Protein) (modifiziert nach
Witt und Hansen, 2008).

Die Axone der ORN ziehen gebiindelt als Fila olfactoria durch die Siebbeinplatte und enden
als Nervus olfactorius, dem 1. Hirnnerv, im paarig angelegten Bulbus olfactorius (Hatt, 2006),
der eine direkte Ausstllpung des Gehirnes ist. Aufgrund der Tatsache, dass die Axone der
ORN im Bulbus olfactorius einen direkten Zugang zum Gehirn haben, werden die ORN als
primére Sinneszellen bezeichnet. Die ORN haben fiir Nervenzellen die Besonderheit, dass sie
sich zeitlebens regenerieren kénnen (Graziadei und Monti Graziadei, 1983) und stéandig wieder

neu in den Bulbus olfactorius einwandern (Curtis et al., 2007). Die Axone der ORN bilden in



glomerularen Einheiten synaptische Verbindungen mit den Mitralzellen des Bulbus olfactorius.
Dabei werden alle Axone derer ORN, die die gleichen Rezeptorproteine ausgebildet haben, in
einem Glomerulum zusammengefuhrt; dies wird als Konvergenz bezeichnet (Miller et al.,
2005). Die Mitralzellen werden durch hemmende Zellen, die Kdrnerzellen und Interneurone,
beeinflusst, was zur Kontrastierung des Riecheindruckes beitragt (Witt und Hansen, 2008).
Die Axone der Mitralzellen folgen dem Tractus olfactorius und projizieren in den ,olfaktorischen
Kortex“, die Ubergeordneten sekundaren olfaktorischen Strukturen, und werden dann in die
Zentren der tertidren olfaktorischen Strukturen, zu denen die Insel und der orbitofrontale
Kortex gehdren, weitergeleitet (siehe Abbildung 4). Zu den sekundaren Strukturen gehoren
der Nucleus olfactorius anterior (AON), der posterior zum Bulbus olfactorius liegt, der piriforme
Kortex in der Ubergangsregion vom Frontal- in den Temporallappen, die Amygdala unterhalb
des piriformen Kortex und der entorhinale Kortex des medialen Temporallappens. Durch die
enge rdumliche Beziehung von Amygdala, die bei emotionalen Bewertungsvorgangen beteiligt
ist, und dem Hippocampus, der bei Gedachtnisvorgangen eine wichtige Rolle spielt, kann
erklart werden, dass die Wahrnehmung von Diiften eng mit Erinnerungen verknupft ist. Die
wichtigsten weiterfihrenden Bahnen laufen dann vom AON Uber die vordere Kommisur zum
kontralateralen Bulbus, sowie vom piriformen Cortex zum orbitofrontalen Cortex und zur Insel.
Die kreuzenden Bahnen zum Kkontralateralen Bulbus wirken wiederum inhibitorisch zur
Kontrastierung der Gertiche. Die Inselrinde des Neokortex gilt als Integrationszentrum von
olfaktorischen und anderen Sinnes-Modalitaten wie dem Schmecken (Witt und Hansen, 2008).
Der orbitofrontale Kortex, in den auch andere sekundare Strukturen wie die Amygdala und der
entorhinale Kortex hineinprojizieren, hat eine Rolle beim Arbeitsgedachtnis, der Erkennung
von Diften und Belohnungsvorgangen (Rolls, 2004).
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Abbildung 4: schematische Darstellung der Riechbahnen



2.2 Das HLA-System

Das HLA-System (Humanes Leukozytenantigen-System) ist ein Teil des adaptiven
Immunsystems beim Menschen und beschreibt Zellproteine in der Zellmembran, die mit
Peptidfragmenten beladen sind und diese an der Zelloberflache prasentieren. Sie haben eine
zentrale Rolle bei der Erkennung von koérpereigenem und -fremden Material, der
resultierenden immunologischen Antwort und der Bildung des immunologischen
Gedachtnisses. Diese Zellproteine befinden sich inshesondere auf den Leukozyten, wovon
ihr Name ,Humanes Leukozytenantigen“ abgeleitet wurde. HLA-Rezeptoren sind das humane
Pendant zum Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC-Komplex), der auf Zellen aller
Wirbeltiere gefunden werden kann (Murphy und Weaver, 2018).

Das HLA-System wurde erstmals im Zusammenhang mit Organabstof3ungsreaktionen
beschrieben (Dausset, 1958) und seitdem intensiv erforscht. Es gibt verschiedene HLA-
Molekile, deren Gene im humanem Genom einen hohen Polymorphismus zeigen, sodass es
viele individuell unterschiedlich verteilte Variationen in der menschlichen Population gibt (Klein
et al., 1993).

2.2.1 Genetik und Vererbung

Die fur das HLA-System codierenden Gene liegen auf dem kurzen Arm des 6. Chromosoms
auf der Bande 6p21. Wie in der ersten Sequenzierung beschrieben, umfasst diese Region
klassischerweise 244 Gen Loci auf einer Lange von 3.6 Megabasenpaaren (The MHC
sequencing consortium, 1999). Als man das gesamte Chromosom 6 sequenzierte, fanden sich
noch weitere Gene in der Nahe, die einen Bezug zu dem HLA-System hatten, sodass nun vom
Lextended HLA® (oder xHLA) mit einem Umfang von 7.6 Megabasenpaare gesprochen wurde
(Mungall et al., 2003; Horton et al., 2004).

Die klassischen HLA-Regionen (siehe Abbildung 5) sind in drei Klassen gegliedert, vom
Zentromer ausgehend HLA-Klasse-ll-, -lll-, und I-Loci. Die HLA-Klasse-I-Regionen
(sogenannte HLA-A, HLA-B, HLA-C) beinhalten die Codierung fur die alpha-Polypeptidkette
der HLA-Klasse-I-Zellproteine (zum Aufbau der Zellproteine siehe 2.2.2). Die HLA-Klasse-II-
Regionen (sogenannte HLA-D-) codieren fir die alpha- und beta-Ketten der HLA-Klasse-II-
Zellproteine. In der HLA-Klasse-llI-Region findet sich eine heterogene Gruppe an Genen, die
unter anderem fir Regulatoren des Komplementsystems, Tumornekrosefaktoren und
Hitzeschockproteine codieren (Klein und Sato, 2000; Fischer und Mayr, 2011). Auf dem
gleichen Abschnitt des Chromosoms 6 liegen weiterhin Gene, deren Produkte ebenfalls
Funktionen im Immunsystem erfillen. Au3erdem ist bemerkenswert, dass im xHLA, also direkt

an die klassischen HLA-Regionen angrenzend, Gene fur olfaktorische sowie vomeronasale



Rezeptoren liegen (Horton et al., 2004). Letztere scheinen jedoch beim Menschen ihre

Funktion verloren zu haben (Giorgi, 2000).
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Abbildung 5: schematische Darstellung des Chromosom 6 mit kurzem Arm, auf dem die genetisch codierenden
Regionen fir die HLA-Proteine liegen. In der klassischen HLA-Region (dunkelblau) finden sich von Zentromer nach
Telomer gelegen die Klasse-lI-Region, gefolgt von der Klasse-lll und Klasse-l. In der extended HLA-Region
(orange) finden sich weitere mit dem HLA-System in Bezug stehende Genregionen, die unter anderem auch fir
olfaktorische Rezeptoren (OIf.) und Rezeptoren des vomeronasalen Organes (VNO)(modifiziert nach Fischer und
Mayr, 2011).

Die verschiedenen Allele auf dem Chromosom 6 werden kodominant exprimiert, man kann
also unterschiedliche HLA-Molekiile der gleichen Klasse auf einer Zelle finden. Die Allele auf
Chromosom 6 werden als Gesamtheit, dem sogenannten Haplotyp, vererbt. Da der Haplotyp
zumeist heterozygot vorliegt, da jeder Mensch zweimal das Chromosom 6 hat, erbt jedes
Individuum eine von vier Kombinationsmdoglichkeiten des vaterlichen und mdtterlichen
Haplotypen. Diese beiden Haplotypen zusammen ergeben den Genotypus. Die
Wahrscheinlichkeit, dass zwei Geschwister denselben HLA-Genotyp haben ist demnach auch

eins zu vier.

Durch die hohe Variabilitédt der Genloci, den Polymorphismus und die Vielfalt der Gene fur
HLA-Klasse-l und -lI-Molekilen, die Polygenie, gibt es in der Gesamtpopulation viele
Variationsmoglichkeiten des HLA-Typus (Murphy und Weaver, 2018). Dieser Polymorphismus
findet sich insbesondere fir die Gen-Loci der peptidbindenden Regionen (PBR) der HLA-
Molekile (Klein und Sato, 2000) und er ist fir die menschliche Spezies evolutionar
entscheidend, um sich an die Vielzahl der Viren, Bakterien und Parasiten anzupassen, die
regional verschieden vorkommen. Deshalb ist der Genpool der HLA-Gene durch Selektion und

Mutation regional und bevoélkerungsspezifisch unterschiedlich (Fischer und Mayr, 2011).



2.2.2 Aufbau und Prozessierung der HLA-Molekile

Die HLA-Molekile lassen sich in zwei Klasse aufteilen. Beide bestehen aus jeweils zwei
Polypeptidketten, die ein Heterodimer bilden, das mit dem transmembrandsen Doméanenanteil
in der Zellmembran verankert sind. Die schwere sogenannte a-Kette (44 kD) des HLA-I-
Molekdls besteht aus 5 Domanen, den extrazellularen Anteilen a:- as, von denen a: und a; die
PBR bilden, einem transmembranésen Anteil und einem zytoplasmatischen Schwanzbereich.
Ihr lagert sich das [3>-Mikroglobulin, die sogenannte leichte Kette (12 kD), die ein nicht
polymorphes Polypeptid ist und dessen genetische Information auf Chromosom 15 (Bande
15g4) und nicht auf Chromosom 6 liegt, mit einer Domé&ne an. HLA-Klasse-II-Molekiile
bestehen aus zwei Polypeptidketten, der a- und 3-Kette, mit jeweils 4 Doménen, analog zum
HLA-I-Molekial mit jeweils zwei extrazellularen Bereichen (a2 und Ri3), einem
transmembrandsen Bereich und einen zytoplasmatischen Schwanzbereich. Die PBR wird
beim Klasse-lI-Molekil von den Domanen a; und 3; gemeinsam gebildet (Klein und Sato,
2000).

HLA-Klasse-1 HLA-Klasse-2

Peptidbindende 7
Region

extrazellular

E Plasmamembran

ytoplasmatischer

. intrazellular
Schwanzbereich

Abbildung 6: Struktur von HLA-Klasse-1 und -11-Molekilen. Sie ragen mit einem zytoplasmatischen Schwanzbereich
in das Zytosol und sind durch transmemembrantse Domé&nen (TD) in der Zellmembran verankert. Der extrazellulére
Domanenbereich besteht bei dem Klasse-I-Molekil aus den 3 Teilen der a-Kette, die mit ihren Doméanen a1 und a2
die PBR bildet, und dem R32-Mikroglobulin. Analog dazu wird der extrazellulare Doméanenbereich der Klasse-II-
Molekiile von zwei Teilen der a- und 3-Kette gebildet. Die PBR wird hier von der ai und 3:-Doméne bestimmt.
(modifiziert nach Klein und Sato, 2000)

Die HLA-Klasse-I-Molekiile sind auf den meisten Zellen im menschlichen Kérper zu finden,
wohingegen Klasse-lI-Molekiile nur auf antigenprasentierenden Zellen des Immunsystems,
den B-Lymphozyten, aktivierten T-Zellen, dendritischen Zellen, den Monozyten, sowie auf
manchen Endothelzellen vorkommen. Die HLA-Molekile binden in ihrer PBR intrazellular

Peptide, die sie dann auf der Zelloberflache exprimieren. Durch ihre dreidimensionale Struktur,

10



die von a-Helices und R-Faltblattstrukturen bestimmt wird, haben sie jeweils spezielle
Bindungseigenschaften. Beide Klassen kénnen nur Peptide binden, die genau in ihre PBR
passen (Falk et al., 1991). Klasse-I-Molekule prasentieren mit ihrer PBR nur Peptidfragmente
mit einer L&nge von 8-11 Aminoséauren, die zwei spezifische Ankerpositionen an der zweiten
und neunten Position haben, durch die verschiedene HLA-Typen definiert werden kénnen. Die
PBR der Klasse-lI-Molekiile ist jedoch anders beschaffen und die Seiten liegen offen, sodass
auch langere Peptide mit bis zu 30 Aminosauren gebunden werden kénnen. Sie haben
ebenfalls Ankerpositionen, die jedoch nicht so spezifisch sind, wie die der Klasse-I-Molekiile
(Rammensee et al., 1995).

Die beiden HLA-Molekiile unterscheiden sich grundlegend in der Lokalisation und der Art der
Peptidbeladung. Die Peptide, mit denen Klasse-lI Molekile beladen werden, stammen von
intrazellularen Proteinen, die von Proteasomen abgebaut wurden und sich am Syntheseort der
HLA-Molekile, dem endoplasmatischen Retikulum (ER), an die PBR anlagern. Dann werden
sie Uber Lysosomen, die vom aus dem Golgi-Apparat abgeschnirt werden, in die Zellmembran
eingebaut. Die Proteine, mit denen der Klasse-lI-Molekiile spater beladen werden, werden
zuerst durch Endozytose von extrazellularem Material in einem Endosom aufgenommen.
Nachdem das Klasse-II-Molekil, im ER synthetisiert wird und mit einer invarianten Kette
beladen wurde, gelangt es durch den Golgi-Apparat in ein Lysosom. Das Lysosom verschmilzt
dann mit dem Endosom zum Klasse-II-Kompartiment. Dort wird das extrazellulare Material zu
Peptidfragmenten zerkleinert und die invariante Kette auf dem Klasse-I1I-Molekil gegen ein
Peptid ausgetauscht. Zuletzt wird das beladene Klasse-lI-Molekil im Klasse-1I-Kompartiment
zur Zellmembran transportiert (siehe Abbildung 7). Die Peptidfragmente der Klasse-I-Molekile
stammen also von intrazellular abgebautem viralem Material oder auch intrazellularen
Bakterien, wahrend die Klasse-1I-Molektile mit extrazellularem Material wie Zellfragmenten von
extrazellularen Bakterien, Parasiten oder eigenem Zellmaterial beladen werden (Klein und
Sato, 2000; Murphy und Weaver, 2018).
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Abbildung 7: intrazelluldre Synthesewege der HLA-Klasse-I- und Klasse-II-Peptidkomplexe (modifiziert nach Klein
und Sato, 2000)

2.2.3 Immunologische Funktion

Die Immunologische Funktion der HLA-Molekllle besteht darin, die gebundenen
Peptidfragmente an die T-Zellen des Immunsystems zu prasentieren, damit diese bei
Erkennung eine Immunantwort hervorrufen kénnen. Klasse-I-Molekdile interagieren hierbei mit
den T-Zell-Rezeptoren von CD8* T-Zellen, wohingegen Klasse-II-Molekiile von CD4* T-Zellen
erkannt werden. CD8"-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen oder naturliche Killerzelle
bezeichnet. Ihre Funktion ist es, nach Erkennen eines Antigens auf einem HLA-Molekdl, die
Zelle dem Zelltod zuzufiihren. Wird eine Zelle von einem Virus oder einem intrazellularen
Bakterium befallen, ist der Zelltod tber die Killerzelle der Weg zur Heilung von der Infektion.
CD4* Zellen, sogenannte T-Helferzellen, erkennen Uber ihren T-Zell-Rezeptor Peptide der
HLA-Klasse-1I-Molekiile, die von Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert werden. Erkennt
eine T-Helferzelle das Antigen, kann sie unter anderem eine B-Zelle aktivieren. Diese B-Zelle
proliferiert und differenziert sich weiter in Antikorperproduzierende Plasmazellen und
Gedachtniszellen, die bei der humoralen Immunantwort eine grof3e Rolle spielen (Murphy und
Weaver, 2018).

Bei der Reifung und Selektion von B-Zellen im lymphatischen System und T-Zellen im Thymus
wird die Erkennung von kdrpereigenen Peptiden auf den HLA-Rezeptoren getestet. Zellen, die
auf kodrpereigene Antigene reagieren, werden entfernt, damit es zu keiner Autoimmunreaktion
kommt. Es lasst sich jedoch eine Haufigkeit bestimmter HLA-Typi mit Autoimmunkrankheiten
wie dem systemischen Lupus erythematodes (HLA-DR3) oder der Spondylitis ankylosans
(HLA-B27) beobachten. Eine Verbindung vom HLA-Genotyp mit Autoimmunkrankheiten
erscheint durch die entscheidende Rolle der HLA-Molekile im Immunsystem und bei der

Erkennung von korpereigenen und fremden Peptiden nachvollziehbar.
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2.2.4 Nomenklatur

Die Nomenklatur der molekularbiologisch nachweisbaren Allele wird von dem HLA-
Nomenklaturkomitee der Weltgesundheitsorganisation vorgegeben. Zunachst wird mit dem
HLA-Préafix begonnen gefolgt von dem Buchstaben, der fir den jeweiligen HLA-Locus steht.

*i

Nach einem ,** als Separator werden mit bis zu vier Zifferngruppen die einzelnen Allele
beschrieben, jeweils durch ein ,:* getrennt. Die erste Zifferngruppe beschreibt die serologische
Allelenhauptgruppe, gefolgt von einer Zahlenfolge fur unterschiedliche
Aminosauresequenzen. Dann werden mit zwei Ziffern Allelen unterschieden, die zwar die
gleiche Aminosaurensequenz haben, bei denen jedoch stumme Mutationen die
Nukleotidabfolge veréndert haben. Die letzte Zifferngruppe steht fur Ver&nderung nicht
codierender Bereiche. Der GroRBbuchstabe am Ende steht fir das Expressionsverhalten
(N=nicht exprimiert, L=schwach exprimiert, S=léslich im Plasma, A=aberrant,
C=zytoplasmatisch).
Aminosiurensequenz

HLA-Locus nicht codierender
Bereich

HLA-A*02:01:01:02 L: - eorsrsonar

stumme Mutation

Allelengruppe

Abbildung 8: Beispiel zur Nomenklatur eines HLA-Klasse-I-Allels, in grun unterlegt die fur die Klinik und auch fur
diese Arbeit relevante Form.

Fur klinische Zusammenhénge und auch fir diese Arbeit ist es jedoch nur wichtig, die HLA-
Allele anhand der PBR zu unterscheiden, wodurch die letzten beiden Zifferngruppen wegfallen
wirden, da diese nur genetische Variationen ohne Einfluss auf die Aminosaurensequenzfolge
der PBR darstellen (siehe grune Markierung in Abbildung 8). Dies wirde dann durch den
GrolRbuchstaben P am Ende verdeutlicht. Wéare bei der PBR nicht nur die
Aminosaurensequenz, sondern auch die Nukleotidsequenz identisch, wiirde man dies mit

einem G am Ende darstellen.

2.3 Olfaktorische Wahrnehmung von HLA-assoziierten Peptiden

und deren Funktion

Saugetiere praferieren bei der Partnerwahl Individuen, deren MHC-Merkmale zu ihren eigenen
disassortativ, undhnlich, sind. Dies wurde erstmals von Yamazaki an Mdusen nachgewiesen
(Yamazaki et al., 1976) und Wedekind und Kollegen konnten dieses Ph&dnomen 1995 erstmals
auch fur den Menschen zeigen (Wedekind et al., 1995). Es stellte sich die grundlegende Frage,
wie der HLA-Typ des Gegenubers identifiziert werden konnte und welche Funktion diese

disassortative Praferenz hat.
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Viele Studien implizierten, dass MHC-Gene einen Einfluss auf den Geruch des einzelnen
Individuums haben (Yamazaki et al., 1999). Dabei wurden viele Theorien tber die Art und
Weise des Einflusses diskutiert. Darunter auch, ob MHC-Gene das Mikrobiom der Haut
beeinflussen und ob Fragmente der MHC-bindenden Peptide Quelle volatiler Duftstoffe sind
(Penn und Potts, 1999). Diese Peptide waren in Korperflissigkeiten bei Mausen, wie dem
Speichel, Urin und Schweil? gefunden worden (Singh et al., 1987) und konnten auch in
menschlichen Kdrperflissigkeiten nachgewiesen werden (Wobst et al., 1998). Durch den
proteolytischen Abbau der MHC-Molekiile werden die Peptide frei, kénnen ins Blut und andere
Korperflissigkeiten gelangen und dann an andere Rezeptoren, wie die ORN, binden (siehe
Abbildung 9) (Boehm und Zufall, 2006). Die Peptide spiegeln mit ihrer Ankerstruktur genau die
PBR des MHC-Rezeptors wider und kdnnen somit indirekt Informationen tber die Beschaffung

des individuellen Immunsystems und Widerstandsfahigkeit geben.

Abbildung 9: Konversion eines MHC-gebundenen Peptides zu einem olfaktorisch wahrnehmbaren Molekul; (1) die
PBR eines MHC-Molekls ist mit einem Peptid mit variabler Lange, aber definierter Anker-Struktur besetzt. (2) das
MHC Molekil wird proteolytisch abgebaut, was die PBR strukturell &ndert und das Peptid freisetzt. (3) das Peptid
kann an andere Rezeptoren wie die ORN binden (modifiziert nach Boehm und Zufall, 2006)

Im vomeronasalen Organ (VNO) von Mausen wurden spezifische Rezeptoren gefunden, die
auf MHC-Klasse-| Peptide reagierten (Leinders-Zufall et al., 2004). Das vomeronasale Organ
ist ein zuséatzliches Riechorgan von Saugetieren, in dem auch spezifische Rezeptoren fur
Pheromone liegen (Leinders-Zufall et al., 2000). Es besteht aus dem mit Rezeptorzellen
ausgekleideten Ductus vomeronasalis, deren Axone sich zum Nervus vomeronasalis vereinen
und zum akzessorischen Bulbus olfactorius ziehen (Knecht et al., 2003). Beim Menschen gibt
es eine embryologische Anlage, deren typische Strukturen mit funktionellen Rezeptoren in der
weiteren Entwicklung verloren gehen und demnach wahrscheinlich nicht funktional sind (Witt
und Hummel, 2006). Jedoch stellte sich heraus, dass die MHC-assoziierten Peptide von
Ratten auch noch wahrgenommen werden konnten, nachdem man das VNO entfernt hatte
(Spehr, 2006). Das sprach daflr, dass es ebenfalls Rezeptoren fir MHC-assoziierte Peptide
im olfaktorischen Epithel mit regularen ORN geben musste. Bemerkenswert ist ebenfalls, dass

ORN auch auf menschliche Spermien gefunden werden kdnnen (Spehr et al., 2004). Es gibt
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eine enge genetische Verlinkung der ORN auf Spermien mit den HLA-Genorten, die die

Pragung der ORN auf HLA-Molekile vermuten lasst (Ziegler et al., 2002).

Eine HLA basierte Partnerwahl kénnte mindestens zwei entscheidende Vorteile fur die
evolutionsbiologische Anpassung leisten: zum einen wirde potentiell die Anfélligkeit der
Nachfahren gegeniber infektiésen Krankheiten vermindert und zum anderen kann Inzucht
vermieden werden (Penn, 2002). Zum einen wird angenommen, dass, wenn die HLA-Allele
heterozygot vorliegen, die Widerstandsfahigkeit gegen infektiose Keime hoher ist. Demnach
musste das Ziel der Partnerwahl sein, eine moglichst groRe HLA-Diversitat fur die
Nachkommen zu erreichen. Jedoch ergibt sich das Paradox, dass der Polymorphismus der
HLA-Gene auf Populationsebene nicht zu grol3en intra-individuellen Unterschieden der HLA
Diversitat fihrt. Anscheinend gibt es ein Diversitatsoptimum, das durch eine erhéhte
Wahrscheinlichkeit fir Autoimmunkrankheiten bei zu groRer Diversitat erklart werden kann
(Woelfing et al., 2009). Zum anderen wird vermutet, dass es durch die disassortative HLA-
Praferenz nicht zu einer Paarung mit genetisch Verwandten, wie Geschwistern und Eltern,
kommt, beziehungsweise, dass genetische Verwandte durch ihren HLA-Typ erkannt werden
kénnen und dann die Paarung vermieden wird (Penn, 2002). Das wirde wiederum das Risiko

von genetisch vererbten Krankheiten verringern.

Nach der Studie von Wedekind wurden weitere Arbeiten mit gemischten Ergebnissen
publiziert. Milinski zeigte, dass Studienteilnehmende mit Ubereinstimmendem HLA-Typ
Parfums mit gleichen Duften fir sich selbst aussuchten (Milinski, 2001). Eine Studie von
Carvalho Santos aus dem Jahr 2005 konnte keine Préaferenz fur den Geruch des anderen
Geschlechtes mit unterschiedlichem HLA-Typ-I bei 58 Studienteilnehmern finden (Carvalho
Santos et al., 2005). In einer jingeren Studie von 2013 veroffentlichten Milinski und Kollegen
fMRT-Daten von Menschen bei olfaktorischer Stimulation mit HLA-Klasse-l assoziierten
Peptiden, die implizierten, dass es eine spezifische Aktivierung von Gehirnarealen der
typischen olfaktorischen Verarbeitung bei deren olfaktorischen Wahrnehmung gab (Milinski et
al., 2013). An dieser Studie wurde im Nachhinein jedoch kritisiert, dass die Peptide als
Molekile zu schwer wéren, um volatil zu sein und man nicht gezeigt hatte, wie und ob diese
Uberhaupt an das olfaktorische Epithel gelangen konnten. Es kame nur eine Ubertragung in
einem Aerosol in Betracht. AuRerdem hatte man keine Diskriminationstestung eingeschlossen
(Natsch, 2014). In einer groRen Befragungsstudie (n=508) aus dem Jahr 2016 von Paaren mit
HLA-Typisierung wurde eine Korrelation zwischen HLA-Dissimilaritat mit der Zufriedenheit in
der Beziehung an sich und mit der Sexualitat in der Beziehung, sowie dem Kinderwunsch und

mit der Attraktivitdt des Korpergeruches aufgezeigt (Kromer et al., 2016).
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2.4 Psychophysische und elektrophysiologische Testverfahren

Zur Untersuchung des Riechvermégens und des Riechvorganges konnen sowohl subjektive

als auch objektive Testverfahren verwendet werden.

Die psychophysische Testung ist ein subjektives Testverfahren, mit der die Reaktion einer
Testperson auf einen Duftreiz beurteilt wird. Zugrunde liegende Prinzipien sind hierbei zum
einen die ,forced choice“ Methode, bei der ein Duftreiz Uber der Wahrnehmungsschwelle
dargeboten wird und die Testperson sich fir eine der vorgegebenen Antwortmdglichkeiten
entscheiden muss, wie beim Identifikationstest (Hummel et al., 1997). Zum anderen wird flr
die Geruchsdiskrimination die ,three alternative forced choice” Methode verwendet, bei der die
Testperson entscheiden soll, welcher Duft aus Dreien unterschiedlich ist, wobei zwei gleich
sind (Lotsch, 2004). Psychophysische Tests sind zwar klinisch als Screening-Untersuchungen
fur Riechstdrungen etabliert (Hummel et al., 2007), jedoch ist man hierbei auf die Kooperation
und Compliance, sowie das intellektuelle Verstandnis der Testperson angewiesen.

Mithilfe von elektrophysiologischen Messverfahren hat man hingegen die Mdbglichkeit,
objektive Ergebnisse Uber die Vorgédnge wahrend des Riechens zu erheben. Zu diesen
elektrophysiologischen Testverfahren gehért die Ableitung von Elektroolfaktogrammen und

olfaktorisch ereigniskorrelierten Potentialen.

2.4.1 Das Elektroolfaktogramm

2.4.1.1 Begriffserlauterung und Anwendung im Menschen

Ein Elektroolfaktogramm (EOG) ist ein von einer Elektrode aufgenommenes lokales Feld-
Potential, das direkt von dem olfaktorischen Epithel als Reaktion auf Stimulation mit einem
Duftstoff abgeleitet werden kann (Lapid und Hummel, 2013) und das als summiertes
Rezeptorpotential der Riechrezeptoren angesehen wird (Scott und Scott-Johnson, 2002;
Knecht und Hummel, 2004). Die Begrifflichkeit ,Elektroolfaktogramm® wurde von Ottoson
gepragt, der langsame, monophasisch negative Potentiale mittels einer Elektrode auf dem

olfaktorischen Epithel von Fréschen in-vivo sichtbar machte (Ottoson, 1955).

Fur die elektrophysiologische Untersuchung des olfaktorischen Epithels im Menschen nutzten
Osterhammel und Kollegen diese Technik als Erste (Osterhammel et al., 1969). Kobal
erweiterte und verbesserte diese Technik fur die Anwendung und hielt sie dann als
standardisierte Untersuchungsmethode in seiner Habilitationsschrift ,Elektrophysiologische
Untersuchungen des menschlichen Geruchssinns® fest (Kobal, 1981). Das Ableiten von EOGs
wurde im Menschen unter anderem genutzt, um die Ausbreitung des olfaktorischen Epithels

in der menschlichen Nasenhdohle zu erforschen (Leopold et al., 2000). Eine regelhafte klinische
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Anwendung hat sich bisher nicht etabliert. Bemerkenswert bei der Anwendung am Menschen
ist, dass EOGs aufgezeichnet werden kénnen, obwohl der Duftreiz unter dem wahrnehmbaren
Schwellenwert liegt (Hummel et al., 2006). Als Herausforderung hierbei zeigten sich die
Erfolgsraten in der Erhebung, die trotz korrektem Versuchsaufbau und endoskopischer
Lagekontrolle der Elektrode zwischen 60-80% lagen (Hummel et al., 1996; Lapid und Hummel,
2013). Desweitern zeigte sich eine hohe interindividuelle Variabilitdét zwischen einzelnen
Testpersonen (Lapid et al., 2009).

2.4.1.2 Biophysikalischer Ursprung und Charakterisierung des EOG

Es kommt an dem ORN durch die Aktivierung eines Rezeptorproteins durch ein Duftmolekl
und dem sich daran anschlieRenden zellularen Transduktionsmechanismus zu einer
Depolarisation der Zelle. Wenn mehrere ORNs nebeneinander gleichzeitig aktiviert werden,
kann eine ectrazellular eine negative Spannungsschwankung, ein Potential, mit einer
Elektrode abgeleitet werden (Lapid und Hummel, 2013). Jedoch gibt es kontroverse
Diskussionen, ob nicht auch andere Zellen des olfaktorischen Epithels, die durch die
Aktivierung der ORN gereizt werden, einen zur Entstehung des Potentials oder dessen
Veranderung beitragen (Scott und Scott-Johnson, 2002).

Das EOG ist charakterisiert durch einen initial schnellen, negativen Abfall gefolgt von einer
langsamen Ruckkehr zum ursprunglichen Ruhepotential (siehe Abbildung 10). Bei der
genaueren Beschreibung eines EOGs ist auf die Latenzzeit (in Millisekunden), die Amplitude
(in Millivolt) und die Gesamtdauer bzw. die Erholungsphase (in Sekunden) einzugehen (siehe
dazu auch 3.6).

Beispiel von einer
Testperson

0.1 m\] Epv

+

Stimulus Vanillin, 1s

Stimulus 4s
Beginn

Abbildung 10: Typische Antwort im EOG auf einen Duftreiz (entnommen aus Knecht und Hummel, 2004)

Mit steigender Duftstoffkonzentration nimmt die Latenzzeit des EOG ab (Kobal, 1981). Die
Amplitude erhéht sich bei zunehmender Duftstoffkonzentration (Ottoson, 1955; Kobal, 1981),
wobei man sich tUber das Mal3 und die genaue Art der Zunahme in der Forschung nicht einig
ist. Schon Ottosen beschrieb, dass die Amplitude je nach Lokalisation der Elektrode auf dem

olfaktorischen Epithel eine unterschiedliche HOhe aufweist, was auf eine unterschiedliche
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Rezeptordichte der ORNs zurtickzufiihren ist (Leopold et al., 2000; Lapid et al., 2011). Die
Rekurrenz zum Ruhepotential ist duftspezifisch (Lapid et al., 2009) und wird durch spezifische
Reinigungsmechanismen des Epithels und unterschiedliche Dissoziationsmechanismen des
Duftstoffes erklart (Scott und Scott-Johnson, 2002; Lapid et al., 2009).

Manche Autoren berichteten zusétzlich tUber einen positiven transienten Anstieg im EOG
(Ottoson, 1955; Takagi und Shibuya, 1959; Getchell, 1974), bis hin zu ganzlich positiven
Antworten (Gesteland et al., 1965). Es wird angenommen, dass diese positiven Anstiege unter
anderem durch Atemartefakte (Scott und Scott-Johnson, 2002), mechanosensorische
Aktivierung (Lapid und Hummel, 2013), sekretorische Prozesse der Stitzzellen (Okano und
Takagi, 1974) und hemmende Antworten der ORN (Gesteland, 1964) bedingt sind. Das durch
eine trigeminale Reizung entstehende und ebenfalls von der Messelektrode abgebildete
Negative Mukosa Potential (NMP) kann graphisch von einem EOG nicht unterschieden
werden (Hummel, 2000; Knecht und Hummel, 2004).

2.4.2 Das olfaktorisch ereigniskorrelierte Potential

2.4.2.1 Begriffserklarung und Anwendung im Menschen

Ein Elektroenzephalogramm (EEG) ist eine durch Elektroden auf der Kopfoberflache
aufgenommene graphische Darstellung von Potentialschwankungen des elektromagnetischen
Feldes im Gehirn, das durch die elektrische Aktivitdit von Nervenzellen entsteht.
Potentialanderungen im EEG, die auf einen spezifischen Reiz hin folgen, nennt man
ereigniskorrelierte Potentiale (eng: Event Related Potentials). Olfaktorisch induzierte,
ereigniskorrelierte Potentiale (OEPs) sind aus dem EEG ablesbare polyphasische Signale auf
einen spezifischen olfaktorischen Duftreiz und gehdren zu der Gruppe chemosensorisch
ereigniskorrelierter Potentiale (CSEPs) (Kobal und Hummel, 2001). CSEPs entstehen durch
Reizung mit Duftstoffen, die sowohl eine trigeminale als auch eine olfaktorische Komponente
enthalten kénnen (Kobal und Hummel, 1988). Ereigniskorrelierte Potentiale, die bei
Stimulation mit einem rein trigeminalen Reizstoff entstehen, werden als chemo-

somatosensorisch ereigniskorrelierte Potentiale (CSSEPs) bezeichnet (Welge-Lissen, 1999).

Finkenzeller und spéater Allison und Goff wiesen als Erste OEP im EEG nach (Finkenzeller,
1966; Allison und Goff, 1967). Kobal und Plattig entwickelten dann eine olfaktometrische
Technik, mit der die Duftstoffe intranasal appliziert wurden ohne eine trigeminale Reizung
durch mechanische oder thermische Stimuli hervorzurufen (Kobal und Plattig, 1978; Kobal,
1981). Kobal hielt auch diese Technik als standardisierte Untersuchungsmethode in seiner
zuvor schon erwahnten Habilitationsschrift ,Elektrophysiologische Untersuchungen des

menschlichen Geruchssinns* fest (Kobal, 1981). Das Aufzeichnen von CSEPs hat sich fur die
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klinische Untersuchung zur Diagnostik einer funktionellen Anosmie und zur Detektion von
Simulanten als Differentialdiagnose zur kompletten Anosmie etabliert (Welge-Lissen, 1999).
Bei einer kompletten Anosmie ist es nicht moglich OEPs zu detektieren, wahrend jedoch
CSSEPs auslosbar sind (Hummel et al., 1991; Cui und Evans, 1997).

2.4.2.2 Charakterisierung des OEPs

Durch die hohe Aktivitat von Neuronen im Gehirn stellt sich das EEG zuerst als Sighal mit
einem groRRen Grundrauschen dar, aus dem es ereigniskorrelierte Potentiale zu extrahieren
gilt. Dazu werden die Signale von mindestens 8 Messungen gemittelt, sodass das
Grundrauschen wegféllt und somit das Potential herausgefiltert werden kann (Kobal, 1981).
Wenn viele kortikale Neuronen durch einen Reiz gleichzeitig aktiviert werden, resultiert das in
einem gréleren Ausschlag des mit dem EEG detektierbaren Signals (Kobal und Hummel,
2001). Deshalb wird im Versuchsaufbau der Reiz mit einer Anstiegszeit <20 ms in einer
kontrollierten Umgebung gegeben (siehe 3.5.4). OEPs werden als spate Nahfeldpotentiale
klassifiziert, da die gemessenen Potentiale nah der ableitenden Elektrode in kortikalen
Bereichen des Gehirns entstehen (Kettenmann et al., 1997; Hummel et al., 2000).

Wie oben fiir EOG beschrieben, hat auch das OEP ein charakteristisches Amplitudenbild, das
einheitlich nach der Reihenfolge des Auftretens der Amplituden und deren Polaritét beschriftet
wird (Evans et al., 1993) (siehe hierzu 3.6). Der erste negative Peak (N1) wird dabei von den
Charakteristika des Duftreizes an sich, wie der Intensitat und der Stimulusdauer beeinflusst,
und wird als exogene Komponente bezeichnet wird (Pause et al., 1996). Hingegen enthalt der
zweite positive Peak (P2) Informationen uber die nachgeschalteten
Reizverarbeitungsprozesse, die zum Beispiel mit der Vertrautheit des Geruches assoziiert sind
(Picton, 1988). Graphisch kdnnen CSEPs, die durch Reizung mit trigeminalen Duftstoffen, von
denen, die durch Reizung mit olfaktorischen Duftstoffen entstehen, nicht unterschieden
werden (Kobal, 1981), jedoch aktivieren sie unterschiedliche Regionen im Gehirn. Bei
Stimulation mit trigeminalen Reizen kann eine Aktivierung des sekundaren
somatosensorischen Kortex beobachtet werden (Hari et al., 1997), wohingegen bei
olfaktorischen Reizen Anteile der Insula, der parainsulare Kortex und der Sulcus temporalis

superior aktiviert werden (Huttunen et al., 1986; Kettenmann et al., 1997).
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2.5 Zielstellung

Dieser Arbeit liegt die Fragestellung zugrunde, ob Menschen im olfaktorischen Epithel

Rezeptoren fur HLA-assoziierte Peptide haben. Dabei wird angenommen, dass dieser

Rezeptor eine spezifische Struktur zum Erkennen von Nonapeptiden hat, die durch zwei

SchlUsselpositionen in der Aminosdurensequenz bestimmt werden. Dadurch koénnten

Nonapeptide aller HLA-Typen erkannt werden.

Daraus ergeben sich folgende fiir diese Arbeit relevanten Fragestellungen.

Sind HLA-assoziierte Peptide im Aerosol des Olfaktometers volatil?

Konnen HLA-assoziierte Nonapeptide von Menschen diskriminiert werden?
Aktivieren HLA-assoziierte Nonapeptide olfaktorische Rezeptoren in der humanen
Riechschleimhaut und kann man eine Reizantwort der Rezeptoren
elektrophysiologisch nachweisen?

Gibt es nach Stimulation mit Nonapeptiden eine olfaktorische Reizverarbeitung im

Gehirn und wenn ja, wie sieht diese Reizverarbeitung aus?
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3 Material und Methodik

3.1 Auswahl der Testpersonen und Teilnahmekriterien

Die Testpersonen wurden durch Aushénge am Uniklinikum Dresden und 6ffentliche Aufrufe
via E-Mails und Facebook akquiriert.

Es wurden 24 ménnliche und 28 weibliche Studienteilnehmende im Alter von 20-33 Jahren,
rekrutiert, die keine wesentlichen gesundheitlichen Einschrénkungen hatten und zu dem
Zeitpunkt nicht schwanger oder stillend waren. Ein normales Riechvermégen wurde durch
einen ldentifikationstest mittels ,Sniffin® Sticks® (Hummel et al., 1997) bestatigt. Eine
unauffallige nasale Endoskopie ohne pathologische Auffalligkeiten war ebenfalls
Voraussetzung.

Alle Teilnehmenden wurde vor Beginn der Studie ausfihrlich Uber den Ablauf und die
vorliegenden Datenschutzbestimmungen aufgeklart. Die Einwilligung in die Studie wurde
schriftlich festgehalten und die Anonymisierung der Daten, die vertrauliche Behandlung, sowie
das Widerspruchsrecht wurde zugesichert. Die Testpersonen konnten die Untersuchung
jederzeit und ohne Angaben von Griinden beenden.

Die Studie wurde gemaf den Vorgaben der Deklaration von Helsinki durchgeftihrt. Vor Beginn
der Studie wurde der Ethikantrag EK359082016 von der Ethikkommission der Medizinischen

Fakultat Carl-Gustav-Carus der Technischen Universitat Dresden bewilligt.

3.2 Studienablauf

Die Studie unterteilte sich in eine psychophysiologische und eine elektrophysiologische
Untersuchung, die an einem Termin nacheinander durchgeftihrt wurden.

Zunachst wurde ein Geruchsidentifikationstest mittels ,Sniffin‘ Sticks“(Hummel et al., 1997)
angewendet. Dann wurde eine Drei-Glaser Probe durchgefiihrt, in der zur Identifikation die
Peptide im Vergleich zu Lésungsmittel prasentiert wurden. In der elektrophysiologischen
Untersuchung wurden mittels einer Elektrode am Riechepithel der Nasenschleimhaut wahrend
der olfaktometrischen Stimulation mit verschiedenen bekannten Reizstoffen, den Peptiden
sowie dem Losungsmittel lokale Potentialanderungen gemessen. Gleichzeitig wurde auch ein
EEG aufgezeichnet, um zentralnervose Reaktionen erkennen zu kénnen.

Der Zeitaufwand fir den Versuchsablauf betrug maximal anderthalb Stunden und die

Teilnehmenden erhielten eine Aufwandsentschadigung von zehn Euro.

21



3.3 Die Nonapeptide

Die drei Nonapeptide erhielten wir durch unseren Kooperationspartner Prof. Dr. Thomas
Boehm aus dem Max-Planck-Institut fir Immunbiologie und Epigenetik in Freiburg in
gefriergetrockneter Form mit Qualitdtsanalysen durch Thermo Fisher (siehe Anhang 1).

Es handelt sich um Peptide - bestehend aus neun Aminosduren mit unterschiedlichen

Aminoséauresequenzen und unterschiedlichen Molekularmassen.

Tabelle 1: Peptide, Sequenz in single letter code

Peptid 1 Peptid 2 Peptid 3

Sequenz [NH2]SLLPAIVEL | [NH2]JKYPENFFLL[CO | [NH2]JKAPENFFLA[CO
[COOH] OH] OH]

Molekilmasse 954.18 Da 1170.38 Da 1036.20 Da

HLA-Typ A* 0201 A* 2402 keiner

Peptid 1 und 2 sind passend zu den HLA-Klassen ausgewahlt, die in Deutschland haufig
vorkommen (Schmidt et al.,, 2010). Dahingegen ist das dritte Peptid durch seine
Aminosauresequenz strukturell so verandert, dass es nicht zu dem Rezeptor passen sollte und
zu keiner HLA-Klasse passt. In den Schlusselpositionen 2 und 9 ist die Aminoséaure Alanin (A)

anstatt von Leucin (L) und Tyrosin (Y) zu finden.

3.3.1 Aufbereitung der Nonapeptide

Die in gefriergetrockneter Form transportierten Peptide wurden mit einer geruchslosen 1%
Phosphatgepufferten-Salzlosung (PBS-Lésung) mit CaCl, und MgCl, zu einer 125 uM
Ausgangslosung verdinnt. Diese drei Ausgangslosungen wie auch das 1% PBS-Ldsung
wurden in 4 ml Portionen in beschrifteten geruchslosen Plastikrohrchen abgefillt, von einer
externen Person flr die Versuchsleiterin verblindet und bei -20°C eingefroren. Am Tag des
Versuches wurde dann jeweils eine Probe der Peptide und des Lésungsmittels aufgetaut und
wiederum mit der 1% PBS-Puffer-Losung zu einer 25 uM Arbeitslésung verdinnt. Diese
Arbeitslésung wurde in die Kammern des Olfaktometers eingefiillt. Fir die Drei-Glaserprobe
wurde dann das Ldsungsmittel von der externen Person, die auch die Verblindung
durchgefihrt hatte, kenntlich gemacht, damit die Peptide mit dem Ldsungsmittel verglichen

werden konnten.

3.3.2 Volatilitatstestung der Nonapeptide

Um die Volatilitat der Nonapeptide nachzuweisen, wurde mit Dr. Bergoi Ibarlucea vom Max-
Liebermann-Institut in Dresden zusammengearbeitet. Dem Versuch lag der Gedanke
zugrunde, dass, wenn die Nonapeptide im Aerosol des Olfaktometers volatil sind, sie folglich

auch im Kondensat dieses Aerosols zu finden sein missten. Demnach mussten sowohl in der
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Arbeitslésung (siehe 3.3.1), die in das Olfaktometer eingeflllt wurden, als auch in den vom
Olfaktometer kondensierten Losung, das in die Nase der Testpersonen geleitet wurde, die

Peptide nachzuweisen sein.

kondensierte PBS-

Arbeitslosung PBS i Lésung

|:> Aerosol im D
Arbeitsldsung B Olfaktometer [ > ﬁ

Peptid 25 uM

kondensierte
Peptidlésung

Vergleich der Zusammensetzungen )
Arbeitsldsungen + kondensierte
" Losungen o

Analyse durch FET {======) Analyse durch FET

Abbildung 11: schematische Darstellung der Volatilitatstestung. Die Arbeitsldsungen des Peptides und des
Phosphatpuffers (PBS) wurden in das Olfaktometer eingefillt, dort in Aerosol umgewandelt und es wurde aus dem
Olfaktometer die kondensierten Lésungen des Peptides und des PBS gewonnen. Durch den Feld Effekt Transistor
(FET) wurden sowohl die Arbeitslosungen und die kondensierten Lésungen analysiert und deren
Zusammensetzungen miteinander verglichen. Wenn die Peptide im Aerosol des Olfaktometers volatil wéren,
mussten sie sowohl in der Arbeitslésung als auch in der kondensierten Losung nachzuweisen sein.

Zur Analyse der Arbeitsldsungen und kondensierten Losungen wurde ein Nanosensor genutzt,
der aus wabenférmig angeordneten, halbleitenden Nanofdden aus Silikon besteht, die mit
einem Feld-Effekt-Transistor (FET), einem drei Elektroden System, verbunden sind (Chen et
al., 2011; Ibarlucea et al., 2017). Wird eine Spannungsdifferenz zwischen zwei Elektroden
angelegt, flieRt durch die halbleitenden Nanofaden elektrischer Strom, der gemessen werden
kann. Wenn geladene lonen oder Molekile in einer Lésung auf den Nanosensor gegeben
werden, a@ndert sich die Ladungsverteilung in den Nanofaden und somit auch der von den
Faden geleitete Strom. Gibt man positiv geladene Molekile hinzu, kumulieren Elektronen in
den Nanofaden und es flieRt mehr elektrischer Strom. Analog dazu werden Elektronen in den
Nanofaden bei Zugabe von negativ geladenen Molekilen abgestoRen und der Stromfluss
verringert sich. Die Anderung des Stromes hangt also gleichbleibender Spannung nur von der

Ladung applizierter Molekile ab.

In diesem Versuch wurde eine gleichbleibende Spannung angelegt und zunéchst der
Stromfluss des Nanosensors bei Zugabe von der PBS-Puffer-Losung bestimmt. Danach wurde
die 25 puM Arbeitslosung des Peptides 1 hinzugegeben und die Anderung des Stromflusses
aufgezeichnet. Da die Peptide sich aus neun spezifischen Aminosauren zusammensetzen und
diese jeweils eine gewissen Polaritat haben, entsteht durch deren Anlagerung an die
halbleitenden Nanofaden eine Anderung deren Ladungsverteilung, die durch eine

Stromflussdifferenz bestimmt werden konnte. In einer zweiten Messung erfolgte dieser
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Versuchsablauf analog fur die aus dem Olfaktometer gewonnenen Kondensate von der PBS-

Losung und der Lésung des Peptides 1.

3.4 Psychophysische Untersuchung

3.4.1 Geruchsidentifikationstest

Die Geruchsidentifikation wurde mittels der ,Sniffin* Sticks“ (Hummel at al. 1997) getestet.
Dabei werden der Testperson 16 verschiedene Gertche in Stiftftorm von der Handschuhe
tragenden Versuchsleiterin unter der Nase prasentiert. Es wurden zu jedem Geruch vier
Antwortmaoglichkeiten als Bilder vorgelegt, von denen eine die gesuchte war. Die Testperson
wahlte die Antwortmdglichkeit aus, die fir sie am ehesten zutraf. Die erreichte Punktzahl ergibt
sich aus der Anzahl der korrekt identifizierten Geriiche, folglich konnten ein Identifikationswert
(I-Wert) zwischen 0 und 16 erreicht werden. Ab einer Punktzahl von 12 wurden die

Testpersonen in die Studie eingeschlossen.

Abbildung 12: "Sniffin Sticks", mit Duftstoffen gefiilite Stifte, die von den Testpersonen zu den Geriichen der
passenden Abbildungen zugeordnet werden sollen.

3.4.2 Drei-Glaser-Probe

Die Diskriminationstestung der Peptide zur Pufferlésung basierte auf der ,three alternative
choice Methode“ (siehe 2.4). Der Testperson wurden nacheinander drei verschiedene Glaser
mit Gerichen dargeboten, die zweimal das 1% Ldsungsmittel beinhaltete und einmal das
jeweilige fur die Versuchsleiterin verblindete Peptid. Dann entschied die Testperson, welcher
Geruch sich von den beiden anderen unterschied. Wahrend des Versuchs trug die Testperson
eine Augenbinde und die Handschuhe tragende Versuchsleiterin prasentierte die Glaser
nacheinander vor der Nase. Der Versuch wurde in verschiedenen Reihenfolgen pro Peptid 10-
mal wiederholt, insgesamt betrug die Versuchsreihe folglich 30 Diskriminationen. Es wurde
gezahlt und festgehalten wie oft die Testperson in der Lage war die Peptide richtig von dem

Lésungsmittel zu unterscheiden.
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Wahrend des Versuches gab es eine Anderung der Versuchsreihe der Drei-Glaser-Probe. Zu
Beginn wurden die eingefrorenen drei Peptide und L6sungsmittel, die unkenntlich gemacht
wurden, mit frischem Ldsungsmittel verglichen. Dabei stellte sich bei Betrachtung der Daten
nach 33 Testungen heraus, dass die Testpersonen durchschnittlich sowohl die Peptide als
auch das zuvor eingefrorene Losungsmittel vom frisch zubereiteten L&sungsmittel
unterscheiden konnten. Daraufhin wurde der Testablauf dahingehend geéandert, dass das
eingefrorene Losungsmittel nach dem Einfillen in das Olfaktometer kenntlich gemacht wurde.
Dieses wurde dann zur Diskrimination zu den Peptiden verwendet. Damit wurde
ausgeschlossen, dass eine Geruchskontamination durch die Plastikréhrchen oder durch das
Zubereiten des frischen Lésungsmittelgemisches die Drei-Glaser Probe beeinflussen konnte.
Die Testpersonen wurden nachtréaglich noch einmal einbestellt, jedoch wurden einige dabei

nicht mehr erreicht.

3.5 Elektrophysiologische Untersuchung

3.5.1 Training der velopharyngealen Atemtechnik

Bevor der Versuch aufgebaut werden konnte, wurde sichergestellt, dass die Testpersonen die
sogenannte velopharyngeale Atemtechnik (Kobal, 1981) beherrschten. Diese Technik
beinhaltet den Verschluss der Nasopharynx durch den weichen Gaumen, sodass die
Testperson nur durch den Mund atmet und keine Luft durch die Nase stromt. Diese
Atemtechnik ist wahrend der gesamten Messung anzuwenden, damit nur Luft und Duft aus
dem Nasenstiick des Olfaktometers (3.5.4) in die Nase stromt und nicht aus der Umgebung.
Zusatzlich kame es durch das Nasenatmen zu Artefakten an der Elektrode. Aus den beiden
Grinden ist es erforderlich, dass die Testperson die velopharyngeale Atemtechnik sicher
beherrscht (Leopold et al., 2000). Dafir wurde an dem Gerat Analog Oscilloscop 630-2
(VOLTCRAFT, Conrad Electronic AG, Wollerau, Schweiz) zunéchst die Atemtechnik von dem
Versuchsleiter erklart und demonstriert. Dann Ubt er sie zusammen mit der Testperson ein.
Die erfolgreiche Anwendung der Technik kann durch einen Termistor (Heinemann, Starnberg)
in der Spitze des Messgerates kontrolliert werden, der Anderungen der Temperatur misst und
auf diese Weise einen eventuell vorhandenen Luftstrom aus der Nase detektieren kann. Dieser
Sensor wird jeweils unter ein Nasenloch platziert und kann den vorhandenen Luftstrom so

visualisieren.

3.5.2 EOG- und OEP-Gewinnung

Ziel der elektrophysiologischen Untersuchung ist es, lokale Potentialanderungen an der
Riechschleimhaut, sogenannte Elektroolfaktogramme (EOG), und zentrale
Potentialanderungen im Gehirn, sogenannte olfaktorisch ereigniskorrelierte Potentiale (OEP),

folgend auf Stimulation mit verschiedenen Gerlchen aufzuzeichnen.
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Dazu nahm die Testperson in sitzender Position in einer moglichst fir sie angenehmen Haltung
auf dem Untersuchungsstuhl Platz. Die Kopf-Elektroden (Grass Technologies, Astro-Med, Inc.
Product Group, West Warwick, RI, USA) wurden nach dem standardisierten 10/20 System
angebracht (Klem et al., 1999). Zuné&chst wird der Kopf abgemessen, um zu bestimmen, an
welcher Position die frontale (Fz), zentrale (Cz) und okzipitale (Pz) EEG Elektrode platziert
werden mussen. Die Positionen fir die Elektroden werden mit einer Paste (Skin pure, Nihon
Koden, Tokyo, Japan) gereinigt und danach die EEG-Elektroden mit einer Elektrodencreme
(EC2TM, Grass Instruments Division, Astro Med Inc., Warwick, RI, USA) auf der Kopfhaut
platziert. Dabei dienen die Elektroden an den Ohrldppchen als Referenzelektroden und die
beiden Elektroden auf den Mastoiden der Erdung. Die Elektrode Uber Augenbraue befindet
sich auf derselben Seite wie die EOG-Messelektrode und dient dazu, Artefakte, die durch
Augenzwinkern und Augenbewegung entstehen, aufzuzeichnen, damit man diese in der
Auswertung bertcksichtigen und eliminieren kann. Unter endoskopischer Sicht wurde die
zuvor erstellte Messelektrode (3.5.3) in die Nase vorgeschoben und immer oberhalb der
mittleren Nasenmuschel in der Regio olfactoria platziert (Leopold et al., 2000), weil dort die
Rezeptordichte der olfaktorischen Zellen am hdéchsten ist. Dabei wurde die Nasenseite
gewahlt, die einen leichteren Zugang ermdoglichte. Zuletzt wurde die Elektrode in einem

speziellen Brillengestell befestigt, damit sie wahrend der Messung nicht verrutscht.

Der Reiz wurde jeweils mit einer Reizvorlaufzeit von 500 ms fir die Dauer von 500 ms
intranasal gesetzt. Die gesamte Aufzeichnungsdauer fir das einzelne EOG nach einem Reiz
betrug 8,2 s bei einer Abtastfrequenz Frequenz 125 Hz und einem Band-pass Filter von 0.01-
15 Hz. Zwischen den Reizen lag ein definiertes Interstimulusintervall (ISI) von 45 s. Die EEG-
Signale wurden mithilfe eines 14-Kanal-Verstarkers aufgenommen (Neurofax, Nihon Kohden,
Japan). Dabei betrug die Abtastfrequenz 125 Hz und es wurde ein Band-pass-Filter von 0.01-
15 Hz eingesetzt. Die Gesamtdauer der Aufnahmezeit der reizkorrelierten EEG-Abschnitte
betrug 2048 ms.

3.5.3 Messelektrode

Die Messelektrode fur die Riechschleimhaut wurde immer unmittelbar vor Versuchsbeginn
hergestellt. Zunachst wurde ein circa 7-10 cm langer Silberdraht an das offenliegende Ende
eines Drahtes einer EEG-Elektrode geldtet. Danach wurde die Oberflache des Drahtes mit
feinem Schleifpapier angeraut und anschliel3end in einer NaCl-L6sung chloriert. Dazu wurde
die Elektrode an eine 5 Volt Batterie angeschlossen, die somit die Anode bildete, und dann so
lange in die Losung gehalten, bis sie sich aul3en sichtbar schwarz farbte. Dadurch wurde die
erfolgreiche Chlorierung bestatigt. Die Kathode wurde durch eine EEG-Elektrode gebildet, die

ebenfalls in die Lésung gehangt wurde (siehe Abbildung 14). In einem nachsten Schritt wurde
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ein Teflonschlauch mit AuRBendurchmesser 0,6 mm mit einer frisch aufgekochten und flissigen
1% Agarldsung befillt und anschlie3end die Elektrode in den Schlauch gefiihrt, sodass dieser
den Silberdraht bedeckte und tiber dessen Spitze hinausragte. Der Ubergang zwischen Kabel
und Teflon Schlauch wurde sorgfaltig isoliert und dann durch ein aufgebrachtes Stiick
Klebeband vor dem Verrutschen gesichert (siehe Abbildung 13). Zuletzt wurde der Teflon
Schlauch mit einem Skalpell kurz vor dem Beginn der Silberdrahtelektrode abgeschnitten,
sodass noch eine Agarbriicke im Schlauch verblieb (Kobal, 1981).

Nasenelektrode

Draht einer

EEG-Elektrode EEG:

Elektrode

Nasenelek
trode
=Anode

Silberdraht

— S ~Kathode

Teflon Schlauch
gelotete mit Agar-Lésung
Verbindung

Isolierung

Na*

\

Cl-

NaCl-Lésung 5V-Batterie

Abbildung 13: schematische Darstellung und

F k i i N lek . . .
otodokumentation einer Nasenelektrode Abbildung 14: Chlorierungsvorgang an der

Silberelektrode.

3.5.4 Olfaktometer

Das Olfaktometer ist ein computersteuerbares Gerat der Firma Burghart Instruments (OM6b,
Abbildung 16), mit dessen Hilfe die Dauer, Konzentration, Flussgeschwindigkeit, Temperatur
und Luftfeuchtigkeit eines Duftreizes in Form eines stromenden Gases oder verdampften
Duftstoffes beeinflusst und definiert werden kann. Hierbei flieBt ein Kontrollgas, das
geruchsfrei ist, konstant und nur fir die Dauer des Reizes wird das verdiinnte Duftgasgemisch
in das Nasenstiick geleitet, wobei das Umschalten fiir die Testperson unmerklich ablauft (siehe
Abbildung 15). Beide Gasgemische flieRen mit dem gleichen Luftstrom.
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Intervall Stimulation

Duftstoff @ ® @& Duftstoff & & @&
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Verdunnungsluft * - Verdiinnungsluft b O
Vakuum <+— g [ [ N *
» @
Nasenstlick Vakuum < Nasenstiick
Kontrollluft Kontrollluft

Abbildung 15: schematisches Prinzip des Olfaktometers. Im Interstimulusintervall flie3t die geruchslose Kontrollluft
zum Nasenstick wéhrend das Duftgasgemisch (Duftstoff und Verdiinnungsluft) von einem Vakuum abgesaugt wird.
Jedoch bei der Stimulation wird die Kontrollluft von dem Vakuum abgesaugt, wahrend das Duftgasgemisch in das
Nasenstuck geleitet wird. Dabei sind die Luftstrome der Kontrollluft und des Duftgasgemisches gleich. (modifiziert
nach Kobal und Hummel, 2001)

Dabei kann durch das Olfaktometer das natirliche Nasenmilieu mit Erwarmung des
Gasgemisches auf Kdrpertemperatur und Befeuchtung des Luftstromes durch erwarmtes
Wasser imitiert werden. Diese drei Faktoren (Temperatur, Luftfeuchtigkeit und konstanter
Luftstrom) sind elementar wichtig, um eine trigeminale Reizung zu verhindern (Lapid und
Hummel, 2013). Das durch eine trigeminale Reizung entstehende und von der Messelektrode
abgebildete Negative Mukosa Potential (NMP) kann nicht von einem EOG unterschieden
werden (Hummel, 2000; Knecht und Hummel, 2004). Deshalb ist die korrekte Einstellung und
Benutzung des Olfaktometers fiir eine elektrophysiologische Messung an der

Nasenschleimhaut zwingend notwendig.

Durch ein Nasenstlick, das durch einen Schlauch bis in die Nase der Testperson reicht, wird
das so generierte angefeuchtete und angewarmte Gasgemisch direkt in die Nase geleitet, wo
dann eine isolierte Potentialmessung auf den Duft-Reiz durch die Messelektrode an der
Nasenschleimhaut in der Regio olfactoria erfasst wird. Wéahrend der gesamten Dauer der
Messung wendet die Testperson die velopharyngeale Atemtechnik an (3.5.1), damit keine
Artefakte durch die Nasenatmung entstehen und sie hat die Augen geoffnet, da sich bei
Augenschluss veranderte EEG-Signale ergeben konnen. Damit das Klicken des
Olfaktometers, das den Wechsel von Kontrollluft zum Duft-Reiz signalisiert, die Testperson
nicht akustisch auf den Duft-Reiz vorbereitet, trugen die Testpersonen fir die Lange der
Sitzung Kopfhérer mit einem sogenannten ,White Noise“, einem Rauschgerausch von
ungefahr 70 dB.
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Abbildung 16: Olfaktometer mit Computer.

3.5.5 Gasgemische

Fur die Testreihe wurden 6 verschiedene Gasgemische verwendet:

Kohlendioxid (CO) (Air Liquide, Ottendorf-Okrilla)

2-Phenylethylalkohol (PEA) (CAS 60-12-8, Sigma-Aldrich Chemistry, Steinheim, Deutschland)
Peptid 1 (25 uM Arbeitslosung in 1% PBS) (3.3.1)

Peptid 2 (25 uM Arbeitslosung in 1% PBS)

Peptid 3 (25 uM Arbeitslosung in 1% PBS)

1% PBS

CO, wurde bei 25 Testpersonen verwendet und als rein trigeminaler Stimulus eingesetzt
(Kobal und Hummel, 1998). CO, lost als intensiver Reizstoff ein starkes Signal an der
Nasenschleimhaut hervor, das auch durch die Messelektrode gut sichtbar wird (Scheibe et al.,
2006). Das diente im Versuchsablauf als direkte visuelle Kontrolle, ob sich die Elektrode an
der Nasenschleimhaut befindet, die ganzlich vom Trigeminus innerviert ist. PEA ist synthetisch
hergestellter Rosenduft und wirkt als olfaktorischer Reiz. PEA ist in der EOG Gewinnung als
olfaktorischer Duftstoff etabliert, weil er eine geringe trigeminale Reiz-Komponente hat. Durch
die Ableitung von EOGs bei Stimulation mit PEA konnte in der Auswertung kontrolliert werden,
ob die Elektrode auf dem Riechepithel der Regio olfaktoria lag, weil nur dort EOGs ausgeltst
werden konnen (Leopold et al., 2000). Die Peptidldsungen und die Pufferlésung wurden in

randomisierter Reihenfolge appliziert.
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3.5.6 Versuchsablauf

Aus der 6 verschiedenen Gasgemischen ergeben sich 6 Reizklassen. Der Reiz jeder Klasse
wurde nach einer Latenz von 500 ms fir eine Dauer von 500 ms appliziert. In der vorliegenden
Testreihe wurde die Temperatur des Olfaktometers auf 37°C eingestellt, die Luftfeuchtigkeit
auf 80% und der Luftstrom auf 6 I/min. Es wurde mit der Applikation von 4 Reizen CO, mit
einem Interstimulusintervall (ISI) von 45 s begonnen. Wenn keine Reizantwort auf CO; zu
sehen war, wurde die Lage der Messelektrode unter endoskopischer Sicht korrigiert. Dies
wurde wiederholt, bis eine Reizantwort zu sehen war. Darauf folgten im Versuch 10 Reize PEA
mit einem ISl von 30 s. Die Peptidldsungen und die Pufferlosung wurden danach in
pseudorandomisierter Reihenfolge jeweils achtmal mit einem ISI von 45 s appliziert (siehe
Abbildung 17).

Daraus ergibt sich eine Gesamt-Versuchsdauer von 32 min.

n= n= n=31

co, co, PEA PEA Pep/Puf Pep/Puf

ISI ‘ IsI IS ISl ISI ISI

1s 45s 1s 455 1s 30s 1s 30s 1s 45s 1s 45s

Abbildung 17: schematischer Versuchsablauf. Die Reize wurden mit einer Latenzzeit von 500 ms fiir eine Reizdauer
von 500 ms appliziert, Gesamtzeit des Reizes also 1s. Danach folgte immer ein Interstimulusintervall (ISI). Zunachst
wurde 4-mal COz2, danach 10-mal PEA und dann 32-mal in randomisierter Reihenfolge die Peptidlésungen 1-3
(Pep) und die Pufferlésung (Puf).

3.6 Auswertung

Das Programm Epevaluatue (Version 4.2.2, Kobal, Erlangen) wurde zur Auswertung der Daten
der EEG-Elektroden und der Messelektrode verwendet. Zunachst wurde ein Tiefpassfilter mit
der Grenze 15 Herz festgelegt. Messungen, die durch Augenzwinkern oder Bewegungen
Artefakte enthielten, wurden aussortiert und nicht in die Auswertung einbezogen.
Wenn mindestens 3 Messungen vorhanden waren, wurden diese gemittelt. Waren weniger als
3 Messungen vorhanden wurde die ganze Messung als Artefakt vermerkt. Anhand dieser
graphischen Mittelung wurden mehrere Punkte auf der Kurve markiert und ausgemessen.
Diese unterschieden sich fir das EOG und das OEP, weil dies grundsatzlich verschiedene
Signale mit unterschiedlicher Charakteristik sind. Wenn kein Signal zu sehen war, wurde dies

auch festgehalten.

Fir die Antworten im EOG wurde die Punkte P1, N1, P2 festgelegt (Lapid et al., 2009; Lapid
und Hummel, 2013).
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P1 markierte hierbei den Beginn der negativen Amplitude der Reizantwort.
N1 reprasentierte hierbei den negativen Tiefpunkt.
P2 wurde bei zuriickkehrendem Ruhesignal gesetzt.

N1

Reizbeginn

Abbildung 18: beispielhafte Markierung eines EOG fir die Auswertung. Die Spannung wird mit dem negativen Pol
nach oben angegeben.

Bei dem OEP wurden die Punkte P1, N1, P2 und N2 markiert (Kobal et al., 1992; Evans et al.,
1993; Hummel et al., 2000).

P1 wurde bei Beginn der Reizantwort gesetzt.

N1 markiert den ersten negativen Wendepunkt der Kurve.

P2 zeigt den zweiten positiven Wendepunkt der Kurve.

N2 wurde bei zuriickkehrendem Ruhesignal gesetzt.

N1

=10 pv
Reizbeginn N2 :

P1

P2

400 ms

Abbildung 19 beispielhafte Markierung eines OEP fur die Auswertung. Die Spannung wird mit dem negativen Pol
nach oben angegeben.

Diese Punkte wurden mit den Koordinaten uV und ms in einer Datei abgespeichert. Um die
Daten in einem Textverarbeitungsprogramm (Editor, Microsoft, Redmond, WA, USA) lesen zu
kénnen, wurden sie mithilfe des Programmes Labum (Kobal, Erlangen) umgewandelt.
Die Editor Dateien wurde in Excel (Office Excel 2007, Microsoft, Redmond, WA, USA)
eingelesen, um sie in einer Tabelle zu formatieren. Dabei wurden zur Charakterisierung der
Potentiale die Werte fir die Amplituden (EOG: |P1-N1|, OEP: |N1-P2|)) und Latenzzeiten
(Reizbeginn bis P1, fir OEP auch Reizbeginn bis N1 und Reizbeginn bis P2) festgehalten,
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sowie ob Uberhaupt eine Reizantwort auszumachen war oder nicht. Nach der Auswertung des

Datenmaterials der Elektroden wurde die Verblindung der Versuchsleiterin aufgehoben.

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Statistiksoftware SPSS (Statistics 25, IBM,
Armonk, NY, USA). Fur die Untersuchung der Haufigkeiten der Potentiale im EOG und EEG
wurden Chi-Quadrat-Tests angewendet. Es wurden mittels t-Tests fir abhangige Stichproben
die Mittelwerte der Parameter miteinander verglichen, nachdem mittels eines F-test die
Varianzhomogenitéat getestet wurde. Es wurden auch Korrelationen der Werte vorgenommen,

um Zusammenhange zu untersuchen.

Zusatzlich wurde von Cagdas Guducu, aus der Abteilung fur Biophysik der medizinischen
Fakultat der Dokuz Eylul Universitat in 1zmir (Tlrkei), eine Frequenzanalyse der Signale aus
dem EOG und EEG vorgenommen, in der die Frequenzénderungen an sich betrachtet werden.
Die Frequenzanalyse wurde ergdnzend als weitere Auswertungsmethode gewahlt, weil sie

objektiver als die Auswertung mit Epevaluate ist.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der psychophysischen Testung sowie der

elektrophysiologischen Testung - aufgeteilt in EOG und EEG - prasentiert und beschrieben.

4.1 Testpersonen und Identifikationstest

Es wurden 52 Testpersonen rekrutiert, von denen 28 weiblich (52,8%) und 24 mé&nnlich
(46,2%) waren. Die Alterspanne reichte von 20-33 Jahren.

Tabelle 2: Mittelwerte fiir das Alter der Testpersonen und die erreichte Punktzahl im Geruchsidentifikationstest (I-
Wert).

Gruppen Parameter Mittelwert Standardabweichung
Gesamt Alter 25.02 2.76
I-Wert 14.19 0.10
Weibliche Testpersonen Alter 24.50 2.46
I-Wert 14.36 0.99
Mannliche Testpersonen Alter 25.38 3.09
I-Wert 14.00 0.98

Weder das Durchschnittsalter zwischen mannlichen und weiblichen Testpersonen (t(50) =
0.86,p = 0.40) noch die Ergebnisse im Geruchsidentifikationstest (t(50) = 1.30,p = 0.20)

(siehe 3.4.1) waren signifikant unterschiedlich.

4.2 Volatilitatstestung

Bei der Messung mittels des FETs wurde der durch die konstant angelegte Spannung
entstandene Stromfluss (I) aus dem Nanosensor der aus dem Olfaktometer kondensierten
PBS-Ldsung als Referenz genommen. Bei der Zugabe von PBS-Ldsung zur PBS-L6sung zu
Kontrollzwecken erfolgte keine Anderung des Stromflusses (Abbildung 20 schwarz). In einem
nachsten Versuch wurde zu der PBS-LOsung die Arbeitsldsung von Peptid 1 mit einem
Molekulargewicht von 954,18 Da gegeben und es war ein positiver Sprung des Stromflusses
zu sehen (Abbildung 20 blau). Zuletzt wurde zu der vom Olfaktometer kondensierten PBS
Lésung die kondensierte Losung des Peptid 1 gegeben und es war ebenfalls eine deutliche
positive Anderung des Stromflusses zu sehen (Abbildung 20 rot). Die Anderung des
Stromflusses von der Arbeitslosung war ahnlich grol3 wie die der kondensierten Losung. Da in
der Lésung nur PBS mit gleicher Verdiinnung, destilliertes Wasser und die Peptide vorhanden
waren und die angelegte Spannung gleichblieb, sind die Peptide der einzig mdgliche Faktor,
der die Anderung des Stromflusses hervorrufen kann. Demnach sind sowohl in der

Ausgangsldsung als auch in der vom Olfaktometer kondensierten Losung Peptide vorhanden.
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Abbildung 20: Stromdifferenzmessung (41) PBS Ldsung zu PBS Lésung (schwarz), PBS zu Peptid 1 in den
Ausgangslésungen (blau) und PBS und Peptid 1 in den Kondensaten (rot). (erstellt von Dr. Bergoi Ibarlucea, Institut
fir Materialwissenschaften, Max-Liebermann-Institut in Dresden)

4.3 Psychophysische Untersuchung

In die Betrachtung der psychophysiologischen Untersuchung zur Diskrimination der Peptide
im Vergleich zum PBS Puffer, der ebenfalls als Losungsmittel fir die Peptide verwendet wurde,
wurden die Ergebnisse von 46 Testpersonen einbezogen, 26 davon weiblich und 20 ménnlich.
Aufgrund der methodischen Schwierigkeiten (siehe 3.4.2) und der daraus resultierenden
zweiten Testreihe, bei der nicht mehr alle Probanden erreicht werden konnten, gab es 6

Dropouts, zwei weibliche und vier mannliche.

Die Anzahl der von den Testpersonen richtig vom Puffer diskriminierten Peptiden, verteilte sich
pro Peptid zwischen 1 und 10 von 10 Méglichkeiten in einer Testreihe. Dabei wurde das Peptid
1 von der Testperson im Mittel bei 4,2 (SD+1.94) von 10 Mdglichkeiten vom Puffer
unterschieden, das Peptid 2 bei 4.87 (SD+2.26) und das Peptid 3 bei 6.13 (SD+1.9). Zur
Darstellung der Verteilung der erreichten Anzahl der richtig erkannten Peptide in der
Diskriminationstestung folgt Abbildung 21.
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Abbildung 21: Kastengraphik Verteilung der von den Testpersonen richtig von dem als Losungsmittel genutzten
Puffers PBS diskriminierten Peptiden 1 (blau), 2 (orange) und 3 (grau) aus jeweils 10 Versuchen in der
psychophysischen Diskriminationstestung.

Eine statistisch signifikante Diskrimination (p < 0.05) hatte vorgelegen, wenn die Testperson
das Peptid bei 9 oder 10 von 10 Mdbglichkeiten richtig vom Puffer unterschieden hatte.
Samtliche Mittelwerte lagen unterhalb dieser Signifikanzschwelle. Peptid 1 wurde von einer
Person auf dem signifikanten Niveau diskriminiert, Peptid 2 von zwei und Peptid 3 von acht.
Bei diesen Testpersonen wurden die Antworten im EOG und EEG verfolgt und die Ergebnisse

werden in der Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: elektrophysiologisches Antwortverhalten im EOG und EEG der Testpersonen, die Peptide signifikant
diskriminiert hatten.

Peptid 1 Peptid 2 Peptid 3
signifikant diskriminiert und positive Antwort im EOG ‘ 1/1 (1) 0/2 3/8 (0.375)
signifikant diskriminiert und positive Antwort im EEG | 0/1 0/2 4/8 (0.5)

4.4 EOG

Fur die Auswertung der EOGs wurden die Ergebnisse von 48 Testpersonen betrachtet von
denen 26 weiblich und 22 ménnlich waren. In 4 Fallen war eine Messung aus technischen
Grinden nicht méglich und diese Personen wurden von der Auswertung ausgeschlossen.

Fur die Stimulation mit CO, wurden die Ergebnisse von 25 Testpersonen verwendet.

4.4.1 Anzahl der EOGs
Um die Haufigkeiten der EOGs beurteilen zu kénnen, wurde das elektrophysiologische

Antwortverhalten der Testpersonen auf die verschiedenen Reizklassen des Olfaktometers in
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die Kategorien ,typische EOG Antwort® und ,keine Antwort® eingeteilt. Bei 46 der 48
Testpersonen konnten typische EOG Antworten gefunden werden. In die Kategorie ,Artefakt®
fielen die Testpersonen, bei denen aufgrund zu vieler Artefakte zu weniger als 3 Messungen
zur Mittelung zur Verfigung standen. Man konnte eine typische EOG Antwort auf den Reiz fiir
Peptid 1 bei 27/48 (56%) der Testpersonen und fur Peptid 2 bei 16/48 (34%) der Testpersonen
sehen, wohingegen bei dem als Negativkontrolle strukturell ver&nderte Peptid 3 bei 17/48
(36%) der Testpersonen ein EOG Signal vorhanden war. Fir den Puffer, in dem auch die
Peptide gelost waren, war bei 19/48 (39%) der Testpersonen ein elektrophysiologisches Signal
im olfaktorischen Epithel sichtbar. Auf den olfaktorischen Kontrollreiz PEA entwickelten 25 bei
48 (53%) der Testpersonen eine typische Antwort im EOG und fur den trigeminalen Kontrollreiz
CO0,23/25 (92%) der Testpersonen. Fir die genauere Verteilung des elektrophysiologischen
Antwortverhaltens der Testpersonen im EOG auf die verschiedenen Reizklassen siehe
Abbildung 22.

Antworten im EOG auf die olfaktometrischen Reize

Peptid 1 Peptid 2 Peptid 3 Puffer
Reizklasse

= = N N w
(631 o (63} o (¢1 o

Anzahl der Testpersonen

o

mtypische EOG Antwort mkeine Antwort Artefakt

Abbildung 22: elektrophysiologisches Antwortverhalten im Elektroolfaktogramm (EOG) der Testpersonen auf die 6
Reizklassen des Olfaktometers: Peptid 1-2 und das als Negativkontrolle strukturell veranderte Peptid 3, den Puffer,
die olfaktorische Kontrolle PEA (Rosenduft) und die trigeminale Kontrolle CO». Das Antwortverhalten wurde die drei
Kategorien ,typische EOG Antwort” (griin), ,keine Antwort” (rot) und ,Artefakt” (grau), bei zu wenigen Messungen
zu Mittelung, eingeteilt.

In 21/34 (61%) der Testpersonen waren Antworten im EOG fir Peptid 1 und 2 zu sehen, nicht
jedoch fir Peptid 3. Bei 39% der Testpersonen gab es Antworten fur entweder Peptid 1 oder
Peptid 2 und Peptid 3. Eine Antwort nur auf eines der Peptide sah man bei 10/29 (34%)
Testpersonen fur Peptid 1, bei 4/19 (21%) fir Peptid 2 und bei 5/18 (28%) fur Peptid 3. In den
EOGs sah man bei 12/34 (38%) der Testpersonen typische Antworten fir Peptid 1 oder 2,
nicht jedoch fiir den Puffer. In 3/23 Fallen (13%) gab es Antworten auf den Puffer, nicht jedoch
fur Peptid 1 oder 2.
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In den durchgefiihrten Chi-Quadrat Tests zeigte sich, dass sich die Haufigkeiten der Antworten
aller Klassen im EOG statistisch signifikant unterscheiden (X? = 27.141,p < 0.01). Wenn man
jedoch die einzelnen Haufigkeiten der Antworten auf die Peptidreize 1, 2 und 3 mit denen auf
den Puffer verglich, fanden sich im Chi-Quadrat-Test keine statistisch signifikanten

Unterschiede.

Um die typischen Antworten im EOG zu charakterisieren, werden im Folgenden die

Amplituden und Latenzzeiten genauer betrachtet.

4.4.2 Amplituden der EOGs

Die durchschnittliche Amplitude |P1-N1| der Reizantworten im EOG betrugen fur die typischen
Antworten auf das Peptid 1 88.06 puV (SD+98.99), fur Peptid 2 118.93 pV (SD£79.59) und fir
das Peptid 3 85.62 puV (SD+50.43) und fur den Puffer 72.70 pV (SD+45.10). Auf den
Kontrollreize PEA und CO; entwickelten die Testpersonen EOGs mit durchschnittlichen
Amplituden von 85.37 uV (SD+71.65) und von 275.97 yV (SD+191.72). Fur die genauere
Verteilung der Amplituden der EOGs folgt Abbildung 23 in Form einer Kastengraphik.
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Abbildung 23: Kastengraphik Verteilung der Amplituden |P1-N1| in pV der typischen Antworten im EOG auf die 6
Reizklassen des Olfaktometers: Peptid 1(blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau), Peptid 4 (gelb), Puffer (hellblau),
CO:z2 (grun).

Die statistische Auswertung mittels t-Tests fir gepaarte Stichproben ergab folgende Aussagen
und Zusammenh&nge. Wenn man sich alle Amplituden ohne Selektion betrachtete, ergab sich,
dass die Spannungswerte fir Peptid 2 im EOG signifikant grof3er als die unmittelbar danach
gemessenen Werte fir PEA (t(9) = 2.79,p < 0.05) waren. Es waren keine signifikanten
Unterschiede zwischen den gemessenen Spannungen, die durch die Peptide induziert
wurden, und den durch den Puffer induzierten Werten zu finden. Es zeigte sich, dass die

Amplituden von Peptid 1 mit denen zu Peptid 2, zu Peptid 3 und zum Puffer korrelierten (r >
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0.60,p < 0.05) (siehe Anhang 2). Jedoch gab es keine statistisch signifikante Korrelation

zwischen den Spannungswerten von Peptid 1 oder Peptid 2 oder Peptid 3 mit denen von PEA.

Betrachtete man statistisch die Amplituden der Testpersonen, bei denen ein typisches EOG

fur PEA zu sehen war, ergab sich statistisch gesehen kein anderes Ergebnis.

4.4.3 Latenzzeiten der EOGs

Die durchschnittlichen Latenzzeiten der typischen EOG Antworten von Reizbeginn bis zum
Beginn der Reizantwort, P1, betrugen fur Peptid 1 1050.00 ms (SD+662.11), fur Peptid 2
1399.99 ms (SD+590.04) und fur Peptid 3 1169.27 ms (SD+781.42), fur PEA 1250.00 ms
(SD+689.78), fur den Puffer 1041.67 ms (SD+538.85) und fir CO; 1651.13 (SD+802.69). Fur
die genaue Verteilung der Latenzzeitwerte der EOGs folgt die Abbildung 24 in Form einer

Kastengraphik.
Latenzzeiten der EOGs
- 4000
N E’@ S 3000
S~ N<~¢ 2000
$ gext
s =] o
0
Reizklassen

H Peptid 1

M Peptid 2

M Peptid 3

PEA
W Puffer

Abbildung 24: Kastengraphik Verteilung der Latenzzeiten (Reizbeginn bis P1) in ms der typischen Antworten im
EOG auf die 6 Reizklassen des Olfaktometers: Peptid 1(blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau), PEA (gelb), Puffer
(hellblau), CO2 (grun).

Im t-Test fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Latenzzeiten der EOG-
Antworten auf die verschiedenen Peptide im Vergleich zum Ldsungsmittel. Es liel3 sich
feststellen, dass die Latenzzeiten der Antworten auf Peptid 1 mit denen von Peptid 2, Peptid

3 und dem Puffer korrelierten (r > 0.69,p < 0.05) (siehe Anhang 3).
Betrachtete man statistisch die Latenzzeiten nur der Testpersonen, bei denen eine typische

Antwort im EOG fir PEA zu sehen war, ergab sich statistisch keine Korrelation der

Latenzzeiten von Peptid 1 und Peptid 3.
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4.4.4 Betrachtung der Ergebnisse in Bezug auf Alter und Geschlecht der Testpersonen
In Bezug auf Alter und Geschlecht der Testpersonen fanden sich nur signifikante Unterschiede
fur den trigeminalen Reizstoff CO.. Frauen zeigten eine kirzere Latenzzeit von Reizbeginn bis
P1 als Manner (t(20) = 2.52,p = 0.02). Die Amplitude |P1-N1| nahm mit dem Alter ab (r =
—0.41,p < 0.05).

4.5 CSEP im EEG

Far die Auswertung der CSEPs im EEG wurden die Ergebnisse von 50 Testpersonen, davon
27 weiblich und 23 mannlich, betrachtet. Im Folgenden wird von Chemosensorisch
ereigniskorrelierten Potentialen (CSEP) gesprochen, weil in dies der Uberbegriff sowohl fiir
das spezifisch olfaktorisch ereigniskorrelierte Potential (OEP) als auch fur das trigeminale
chemo-somatosensorisch ereigniskorrelierte Potential (CSSEP) ist (siehe 2.4.2.1) und in den
Messungen beide Reizstoffklassen verwendet wurden. In 2 Fallen war eine Messung aus
technischen Grinden nicht mdglich und diese Testpersonen wurden von der Auswertung
ausgeschlossen.

Fur die Stimulation mit CO, wurden die Messungen von 26 Testpersonen verwendet.

4.5.1 Anzahl der CSEP-Antworten im EEG

Um die Haufigkeiten von CSEPs im EEG beurteilen zu kénnen, wurde wie auch beim EOG
das elektrophysiologische Antwortverhalten der Testpersonen auf die verschiedenen
Reizklassen des Olfaktometers in die Kategorien ,typische CSEP Antwort® und ,keine Antwort*
eingeteilt. Ebenfalls fielen in die Kategorie ,Artefakt” die Testpersonen, bei denen aufgrund zu
vieler Artefakte zu weniger als 3 Messungen zur Mittelung zur Verfiigung standen. Bei 46 der
50 Testpersonen konnten typische CSEP Antworten im EEG gefunden werden. Man konnte
eine CSEP Antwort im EEG auf Reize mit Peptid 1 bei 23/50 (46%) der Testpersonen und mit
Peptid 2 bei 23/50 (46%) der Testpersonen feststellen, wohingegen man bei dem als
Negativkontrolle veranderte Peptid 3 bei 25/50 (50%) der Testpersonen eine Antwort sehen
konnte. Fur den Puffer wurde bei 20/50 (40%) der Testpersonen ein CSEP-Signal beobachtet.
Auf den olfaktorischen Kontrollreiz PEA entwickelten 33/50 (60%) der Testpersonen eine
typische OEP-Antwort im EEG und fur den trigeminalen Kontrollreiz CO; lie3en sich bei 18/26
(70%) der Testpersonen ein typisches CSSEP im EEG erkennen. Fir die genaue Verteilung
des elektrophysiologischen Antwortverhaltens der Testpersonen im EEG auf die

verschiedenen Reizklassen des Olfaktometers siehe Abbildung 25.
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Antworten im EEG auf die olfaktometrischen Reize
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Abbildung 25: elektrophysiologisches Antwortverhalten im Elektroenzephalogramm (EEG) der Testpersonen auf
die 6 Reizklassen des Olfaktometers: Peptid 1 und 2, das als Negativkontrolle strukturell verédnderte Peptid 3, den
Puffer, die olfaktorische Kontrolle PEA (Rosenduft) und trigeminale Kontrolle CO2. Das Antwortverhalten wurde die
drei Kategorien ,typische CSEP (chemosensorisch ereigniskorreliertes Potential) Antwort” (rot), ,keine Antwort“
(griin) und ,Artefakt‘(grau), bei zu wenigen Messungen zu Mittelung, eingeteilt.

In den durchgefihrten Chi-Quadrat Tests zeigte sich, dass sich die Haufigkeiten der OEP-
Antworten aller Klassen im EEG statistisch signifikant unterscheiden (X% = 19.477 ,p < 0.01).
Wenn man jedoch die einzelnen Haufigkeiten der Antworten der Peptide 1, 2 und 3 mit denen
des Losungsmittels verglich, fanden sich im Chi-Quadrat-Test wiederum keine statistisch

signifikanten Unterschiede.

Um die CSEP im EEG zu charakterisieren, werden im Folgenden die Amplituden und

Latenzzeiten genauer betrachtet.

4.5.2 Amplituden der CSEPs

Die durchschnittlichen Amplitudenwerte |N1-P2| der CSEP im EEG sind im Anhang 4 in einer
Ubersicht dargestellt. Fiir die Verteilung der Amplitudenwerte folgt firr die Elektrodenposition
Pz folgt die Abbildung 26 in Form einer Kastengraphik. Die Abbildungen fir die

Elektrodenpositionen Cz und Fz sind im Anhang 5 und 6 zu finden.
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Amplituden der CSEPs fur Pz
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Abbildung 26: Kastengraphik Verteilung der Amplituden [N1-P2| in pV der CSEPs fir die Elektrodenposition Pz fiir
die Reizklassen Peptid 1 (blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau), PEA (gelb), Puffer (hellblau) und CO2 (grun).

In der statischen Testung mittels t-Test fir abhdngige Stichproben fanden sich keine
signifikanten Unterschiede fur die Amplituden der CSEP Antworten auf die Peptide im
Vergleich zum Ldsungsmittel. Bei der Testung auf Korrelation fand sich in allen drei
Ableitungen eine Korrelation zwischen der Amplitude der Antworten auf die Reize durch Peptid

1 und PEA (r = 0.62,p < 0.01), sowie Peptid 1 und dem Puffer (r = 0.78,p < 0.01).

4.5.3 Latenzzeiten der CSEPs

Die durchschnittlichen Latenzzeiten der Reizantworten im EEG vom Reizbeginn bis zu den
charakteristischen Kurvenpunkten P1 zu N1, P2 (siehe 2.4.2.2) sind im Anhang 4 in einer
Ubersicht zu finden. Fir die Verteilung der Werte der Latenzzeiten folgt fur die
Elektrodenposition Pz folgt die Abbildung 27 in Form einer Kastengraphik. Die Abbildungen
fur die Elektrodenpositionen Cz und Fz sind im Anhang 7 und 8 zu finden.
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Abbildung 27: Kastengraphik Verteilung der Latenzzeiten (Reizbeginn bis P1) in ms der CSEPs im EEG fur die

Elektrodenposition Pz auf die 6 Reizklassen des Olfaktometers: Peptid 1(blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau),

PEA (gelb), Puffer (hellblau), CO2 (griin).

Im t-Test fanden sich keine signifikanten Unterschiede aller Latenzzeiten der Antworten der
Peptide im Vergleich zum Loésungsmittel. Es zeigte sich eine Korrelation in allen drei
Ableitungen der Latenzzeit von Reizbeginn bis P1 der Antworten auf Peptid 2 und PEA (r =

0.65,p < 0.05).

4.5.4 Kongruenzen der Antworten in EOG und EEG
Zur Aufschliisselung der Ubereinstimmungen des elektrophysiologischen Antwortverhaltens
der Testpersonen im EOG und im EEG auf die verschiedenen Reizklassen des Olfaktometers

folgen zwei Tabellen.

Tabelle 4: elektrophysiologisches Antwortverhalten der Testpersonen im EEG in Bezug auf das Antwortverhalten

im EOG.
Peptid 1  Peptid 2 Peptid 3 PEA Puffer CO2

Antwort im EEG nach | 10/27 8/16 10/17 20/25 8/19 15/23
EOG positiv (0.37) (0.5) (0.59) (0.8) (0.42) (0.65)
Antwort im EEG nach | 6/15 13/25 14/24 5/14 14/21 0/1
EOG negativ (0.4) (0.52) (0.58) (0.36) (0.67)

Antwort im EEG nach | 16/42 21/41 24/41 25/39 22/40 15/24
EOG gleich (0.38) (0.51) (0.59) (0.64) (0.55) (0.63)
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Tabelle 5: elektrophysiologisches Antwortverhalten der Testpersonen im EOG in Bezug auf das Antwortverhalten
im EEG.

Peptidl Peptid 2 Peptid 3 PEA Puffer CO2
Antwort im  EOG | 10/23 8/23 10/25 20/33 8/20 15/18
nach EEG positiv (0.43) (0.35) (0.4) (0.60) (0.4) (0.83)
Antwort im  EOG | 6/26 13/26 14/24 5/16 14/29 0/2
nach EEG negativ | (0 23) (0.5) (0.58) (0.31) (0.48)
Antwort im  EOG | 16/49 21/49 24/49 25/49 22/49 15/20
nach EEG gleich (0.33) (0.43) (0.49) 0.51 (0.45) (0.75)

Auffallend hierbei ist, dass die prozentuale Ubereinstimmung der positiven
elektrophysiologischen Antworten flr PEA bei 80% und 60% liegt und bei CO; bei 65% und
83%. Hingegen lagen die prozentualen Ubereinstimmungswerte fir die die positiven

Antworten der Peptide und des Puffers alle unter 60%.

4.6 Frequenzanalyse

Bei der Auswertung der Frequenzanalyse des EOGs wurde auf die Frequenzen im Delta-
Rhythmus (0.5-3 Hz) geachtet, da die Frequenzé&nderung des EOG-Potentials, mit einer Dauer
von mehr als 4 s, in diesem Spektrum zu finden ist. Hierbei sah man das hdchste Vorkommen
dieser speziellen Frequenz, reprasentiert durch die Hohe der sogenannten ,Frequenzbande®,
fur die typischen Antworten im EOG auf den PEA-Reiz (siehe Abbildung 28). Die
Frequenzbande der Deltafrequenz fiir den Puffers war hdher als die fiir die Peptide. Die Hohe
der Frequenzbanden der Peptide unterschieden sich untereinander nicht. Die
elektrophysiologischen Antworten im EOG bei olfaktometrischer Stimulation mit Peptiden
zeigten demnach nicht haufiger eine Frequenzanderung in der zu Deltafrequenz als die

Antworten bei Stimulation mit dem Puffer.
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Abbildung 28: Frequenzbanden (Mittelwerte, 95% Konfidenzintervall) fiir die Frequenzspektren der Alpha-, Theta-
und Deltafrequenz der elektrophysiologischen Antworten im EOG bei Stimulation mit den olfaktometrischen Reizen
Peptid 1 (blau), Peptid 2 (rot), Peptid 3 (griin), PEA (orange) und Puffer (gelb). Fur die Auswertung der Signale im
EOG waren die Frequenzbanden der Deltafrequenz von Bedeutung. (erstellt von Cagdas Guducu, Abteilung fur
Biophysik, medizinische Fakultat, Dokuz Eylul Universitat, lzmir, Tirkei)

Da die Frequenzanderung des OEP im EEG schneller als die des EOG vonstatten geht, mit
einer Dauer von ungefahr 400 ms, wurde in der Auswertung der Frequenzanalyse des EEGs
auf die Alphafrequenz (8-14 Hz) geachtet. Auch hier war die Frequenzbande fur PEA am
hochsten. Die Frequenzbanden der Antworten im EEG auf die Stimulation mit Peptiden und

dem Losungsmittel unterschieden sich in ihrer Héhe nicht voneinander.

Frequenzanalyse der elektrophysiologischen
Signale im EEG
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Abbildung 29: Frequenzbanden (Mittelwerte, 95% Konfidenzintervall) fiir die Frequenzspektren der Alpha-, Theta-
und Deltafrequenz der elektrophysiologischen Antworten im EEG bei Stimulation mit den olfaktometrischen
Reizen Peptid 1 (blau), Peptid 2 (rot), Peptid 3 (gruin), PEA (orange) und Puffer (gelb). Fiur die Auswertung der
Signale im EEG waren die Frequenzbanden der Alphafrequenz von Bedeutung. (erstellt von Cagdas Guducu,
Abteilung fir Biophysik, medizinische Fakultat, Dokuz Eylul Universitat, Izmir, Tirkei)
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4.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Peptide konnten sowohl in der Ausgangslésung als auch in der durch das Olfaktometer
kondensierten Lésung vom FET nachgewiesen werden. Die Testpersonen waren in der
Diskriminationstestung nicht in der Lage die Peptide vom Puffer zu unterscheiden. In der
elektrophysiologischen Untersuchung zeigten die Messungen fir CO., als Positiv-Referenz fur
die trigeminale Aktivierung, die in der Literatur als typisch beschriebenen Charakteristika fiir
Latenzzeiten und Amplitude (Frasnelli und Hummel, 2003). Die Erfolgsrate fir das Gewinnen
eines EOG in Bezug auf PEA, als Positiv-Referenz fur die olfaktorische Aktivierung, lag trotz
korrekt platzierter Elektrode bei 53%, im EEG bei 60%, was den in der Literatur angegeben
Werten entspricht (Létsch und Hummel, 2006; Lapid und Hummel, 2013). Die
elektrophysiologisch messbaren Antworten fir die Peptide 1 und 2 konnten weder in der
Haufigkeit noch in der Amplitude und Latenzzeiten signifikant von denen fur das Negativ-
Kontrollpeptid (3) und den Puffer unterschieden werden. In der Frequenzanalyse zeigte PEA
sowohl im EOG als auch im EEG die hochste Frequenzbanden, wahrend sich die
Frequenzbanden fir Peptid 1 und 2 von denen fur das Negativ-Kontrollpeptid (3) und den
Puffer nicht unterschieden.
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5 Diskussion

Basierend auf den Ergebnissen der Studie wird im folgenden Teil eine Bewertung und
Interpretation dieser vorgenommen und in Zusammenhang mit der aktuellen und bisherigen

Literatur gebracht.

5.1 Bewertung der Ergebnisse der Volatilitatstestung

Die Nonapeptide waren sowohl in der Ausgangslosung als auch in der kondensierten Losung
Peptide vorhanden. Das zeigt, dass Nonapeptide im Aerosol des Olfaktometers volatil sind
und somit im Aerosol an das olfaktorische Epithel in der Nase gelangen konnen. In der Literatur
lag die Molekilmasse des bisher schwersten Molekiils, das vom Menschen olfaktorisch
wahrgenommen werden kann, bei 324,5 Da (Rowe, 2009; Ohloff et al., 2012). In der
vorliegenden Messung dieser Dissertationsschrift hingegen konnte gezeigt werden, dass ein
Molekul mit einer Molekularmasse von 954,18 Da im Aerosol volatil ist. Leinders-Zufall und
Spehr hatten in ihren Versuchen an Ratten zeigen kdnnen, dass Nonpeptide mit ahnlichem
MolekUllgewicht Rezeptorneuronen im vomeronasalen Organ und auch im olfaktorischen
Epithel aktivieren konnten (Leinders-Zufall et al., 2004; Spehr, 2006). Diese Erkenntnis
bildeten die Voraussetzung fiur eine elektroolfaktorische Messung und die Validitat der

Ergebnisse.

5.2 Diskussion der Testmethoden

5.2.1 Beurteilung der Ergebnisse der Psychophysischen Untersuchung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass HLA-assoziierte Peptide nicht von Losungsmittel
unterschieden werden kénnen. Milinski lie die Probanden in seiner Versuchsreihe von 2013
die gleichen Peptide, wie sie auch in der Studie dieser Dissertationsschrift verwendet wurden,
in einer Konzentration von 5 uM auf die eigene Haut des Unterarmes auftragen und dann
daran riechen (Milinski et al., 2013). Argumentativ begriindend wurde angefiihrt, dass die
Peptide nur eine funktionelle Antwort hervorrufen, wenn sie von einem natirlichen
Geruchsfaktor begleitet werden (Preti et al., 2003), wie auch in Tierstudien nachgewiesen
(Milinski et al., 2010). Milinski fand in diesem Versuchsaufbau eine Praferenz fur Peptide, die
dem eigenen HLA-Typ entsprachen. Fir die folgende MRT-Bildgebung wurde dann jedoch
eine 25 uM Peptidldsung verwendet, die nicht auf die Haut aufgetragen wurde, sondern die
mittels eines Olfaktometers direkt in die Nase gelangte. Dort fanden Milinski und Kollegen
spezifische Aktivierungen von Gehirnregionen (Milinski et al., 2013). Dementsprechend rufen
nach Milinski und Kollegen die Peptide auch eine Antwort hervor, wenn sie nicht mit einem

nattrlichen Duft verbunden sind.
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In unserem Versuchsaufbau nutzten wir basierend auf diesen Erkenntnissen eine 25 uM-
Losung fur die Diskriminationstestung, in der Annahme, dass diese Konzentration fir
Menschen Uber der Wahrnehmungsschwelle riechbar sein misste, wenn Milinski einen
spezifischen Unterschied in der Praferenz bei 5 uM finden konnte. Diese Annahme konnten
wir mit unseren Ergebnissen nicht bestéatigen. Den Ergebnissen der Diskriminationstestung
folgend kénnen Menschen die HLA-assoziierte Peptide in dieser Konzentration nicht von dem
Puffer unterscheiden, also nicht wahrnehmen. Eine mdgliche Erklarung ware, dass die Peptide
in der vorliegenden Konzentration oder im Generellen nur unterschwellig wahrgenommen

werden kénnen, demnach ein Signal unterhalb der Wahrnehmungsschwelle hervorrufen.

Zu dem Versuchsaufbau der psychophysischen Untersuchung ist anzumerken, dass die
Volatilitat der Peptide zwar fir das Aerosol des Olfaktometers nachgewiesen wurde, nicht
jedoch flr verdunstende Lésung bei Raumtemperatur. Allerdings gaben die Probanden auch
bei der olfaktometrischen Messung an, keinen Unterschied bei den einzelnen Peptidklassen
gerochen zu haben. In der Annahme, dass die Peptide auf der Haut auch nicht in einer
Umgebung der Kérpertemperatur, sondern eher Raumtemperatur sind (Milinski et al., 2013),

ist zufolge grundsétzlich anzunehmen, dass sie auch bei Raumtemperatur volatil sind.

5.2.2 Beurteilung der Ergebnisse der elektrophysiologischen Messungen und der
Frequenzanalyse
Die Haufigkeiten der Aktivierung durch die Peptide 1 und 2 war weder im EOG noch im EEG
signifikant héher als die flr das Kontrollpeptid (3) und fir den Puffer, wobei die Haufigkeit der
Aktivierung durch das PEA und CO:; sich signifikant davon unterschied. Es war also bei dem
Grolteil der Testpersonen eine typische Antwort im EOG und EEG fir den Olfaktoriusreizstoff
und trigeminalen Reizstoff zu sehen, jedoch kein ahnlich starkes Antwortverhalten fir die
Peptide oder den Puffer. Auch in den typischen Charakteristika der Antworten im EOG und
EEG, den Amplituden und den Latenzzeiten, war kein Unterschied zwischen den Antworten
auf die Peptide 1 und 2, dem Kontrollpeptid (3) und dem Puffer vorhanden. Die
elektrophysiologisch messbaren Antworten fur die Peptide 1 und 2 konnten weder in Quantitat
noch in der Qualitat von denen fir das Kontrollpeptid und den Puffer unterschieden werden.
Bezogen auf die trigeminale Stimulation mit CO, waren in den elektrophysiologischen
Messungen dieser Versuchsreihe die in der Literatur als typisch beschriebenen Charakteristika
zu sehen. Frauen zeigen kirzere Latenzzeiten als Manner und die Amplitude nahm mit dem
Alter ab (Frasnelli und Hummel, 2003). Die Erfolgsrate fir das Gewinnen eines EOG in Bezug
auf PEA lag trotz korrekt platzierter Elektrode bei 53%, im EEG bei 60%, was den in der
Literatur angegebenen Werten entspricht (Lotsch und Hummel, 2006; Lapid und Hummel,

2013). Weiterhin stimmten die positiven Antworten an sich im EOG und EEG fir den
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olfaktorischen Reizstoff PEA und den trigeminalen Reizstoff CO2 in 60 bzw 80% der Falle
tiberein. Jedoch lag die Ubereinstimmung der positiven Antworten bei den Peptiden und dem
Puffer nur bei rund 40%. Das deutet darauf hin, dass positive Antworten auf Peptide und den
Puffer im EOG und EEG eher als unspezifischer zu bewerten sind als die auf bekannte
Reizstoffe. Nach den Ergebnissen der Diskriminationstestung wére anzunehmen gewesen,
dass die Peptide, wenn Uberhaupt, nur eine unterschwellige Stimulation bewirken, da diese
nicht voneinander diskriminiert und unterschieden werden konnten. Es ist prinzipiell moglich
auch bei solchen Reizen ein EOG aufzuzeichnen, die von Testpersonen nicht wahrgenommen
wurden (Hummel et al., 2006). Jedoch bestétigte sich diese Annahme nicht. Auch fir die
Testpersonen, die die Peptide in der Diskrimination statistisch signifikant erkannt hatten, wurde
keine Aktivierung im EOG oder EEG bei Stimulation mit dem gleichen Peptid gefunden. Die
Frequenzanalyse, als objektives Auswertungsverfahren, unterstiitzte diese Beobachtung. Die
Frequenzbanden der Peptide und des Puffers waren im Vergleich zu denen des bekannten
olfaktorischen Reizstoff PEA wesentlich geringer und unterschieden sich nicht voneinander.
Eine olfaktorische Aktivierung durch die Peptide und den Puffer konnte im Vergleich zu PEA
nicht nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Frequenzanalyse deuteten darauf hin, dass

keine spezifisch olfaktorische Aktivierung durch die Peptide hervorgerufen wurde.

Zu der Testmethode der elektrophysiologischen Testung ist an dieser Stelle nochmals auf die
geringe Erfolgsrate beim EOG hinzuweisen, die bedingt, dass die Methode wenig
aussagekraftig bei geringer Testpersonenanzahl ist. Ebenfalls ist bedeutsam, dass die
Entstehung eines EOG und eines OEP von der Konzentration des Duftes abhéngig ist (Lapid
et al., 2009). Basierend auf den Ergebnissen und Erkenntnissen von Milinski (Milinski et al.,
2013) wurde die Konzentration der Peptidlésung von 25 puM gewdhlt. Natsch diskutierte
ebenfalls, dass die synthetische Herstellung der Peptide einen Einfluss beziglich ihrer
Wirksamkeit haben konnte. Man ware damit im Vorhinein davon ausgegangen, dass
synthetisch hergestellte Peptide die gleichen biochemischen und behavioralen Auswirkungen
hatten, wie Peptide, die aus dem Schweil3 einer Testperson stammten. Nach seiner Ansicht
sollten deshalb fur Testungen auch zum HLA-Typ passende und nicht passende aus dem
Schweil3 von Menschen extrahierte Peptide genutzt werden, um eine eventuell

unterschiedliche Wirkung auszuschliel3en (Natsch, 2014).

Zusammenfassend ist aus den Ergebnissen der elektrophysiologischen Messungen zu
schlussfolgern, dass kein spezifisches Signal im olfaktorischen Epithel und den verarbeitenden
Strukturen im Gehirn bei Stimulation mit HLA-assoziierten Peptiden nachgewiesen werden

konnte. Demnach ist auch keine unterschwellige Wahrnehmung vorhanden. Das widerspricht
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insoweit friheren Ergebnisse, als dass kein spezifisches Antwortsignal auf Stimulation mit

Peptiden detektiert werden konnte.

5.3 Diskussion der Ergebnisse in Bezug auf die olfaktorische

Wahrnehmung von HLA-assoziierten Peptiden

Unsere Ergebnisse unterscheiden sich von den Ergebnisse von Milinski und seinem
Forschungsteam (Milinski et al., 2013). Wahrend sie eine Praferenz der Studienteilnehmer fiir
das Peptid ihres eigenen HLA-Types in einer Konzentration von 5 uM - aufgetragen auf den
Unterarm - finden konnten, waren die Testpersonen in der vorliegenden Studie nicht in der
Lage, die 25 uM Loésung vom Puffer zu unterscheiden. Desweiteren fand Milinski eine
spezifische Aktivierung von Gehirnarealen bei Stimulation mit den Peptiden aus dem
Olfaktometer, wobei in der vorliegenden Studie weder Unterschiede in der Haufigkeit noch in
der Qualitat von Antworten des olfaktorischen Epithels und ereigniskorrelierten Antworten im
Gehirn bei olfaktometrischer Stimulation mit Peptiden gefunden werden konnten. Dabei hatten
die Studien einen unterschiedlichen Ansatz. Milinski konzentrierte sich auf die
Selbstwahrnehmung und Préferenz flir HLA-assoziierte Peptide, die mit dem eigenen HLA-
Typ Ubereinstimmten. Die vorliegende Studie basierte auf der Annahme, dass es eine
universelle Wahrnehmung von Peptiden geben misste, die durch die spezifische Struktur der
Nonapeptide und deren Interaktion mit dem Rezeptor bedingt wird. Demensprechend wurden
alle Studienteilnehmer auf die gleichen Peptide getestet und nicht auf die zu ihrem HLA-Typus
passenden. Allerdings wiirde man nach einer statistischen Verteilung wie in der deutschen
Bevolkerung davon ausgehen, dass 40% der Testpersonen den HLA-Typ A*0201 oder A*2402
haben miussten (Schmidt et al., 2010), zu welchen passend die Peptide ausgewahlt wurden.
In der Studie von Milinski und seinem Forschungsteam waren sogar 60% (21 von 32) der
Probanden entweder auf einen der beiden Typen oder auf beide positiv getestet worden
(Milinski et al., 2013). Demnach waren 40-60% der Testpersonen in der vorliegenden Studie
auch mit selbst-Peptiden stimuliert worden. Die niedrige Kongruenz der EOG und EEG
Antworten, die fur die Peptide 1 und 2 sowie fir das Kontrollpeptid und den Puffer bei 40%
lagen, sprechen jedoch dagegen. Man wirde bei einer spezifischen olfaktorischen Antwort
davon ausgehen, dass diese dann zumindest bei den Peptiden 1 und 2 &hnlich hoch wie bei
PEA waren oder sich zumindest statistisch signifikant von denen fiir das Kontrollpeptid und

den Puffer unterscheiden wiirde.

Eine mogliche Erklarung kdnnte also darin liegen, dass Menschen, Milinskis Ausfihrungen
folgend, nur selbst-Peptide wahrnehmen kénnen (Milinski, 2001; Milinski et al., 2013). Das
wirde im Kehrschluss bedeuten, dass man die Peptide anderer Menschen nur wahrnehmen

kénnten, wenn sie den unseren gleichen. Inwiefern diese dann als anziehend oder abstof3end
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gewertet werden kénnen und wie eine Signalverarbeitung im Gehirn ablaufen kdnnte, wurde
bisher nicht publiziert und wére demnach rein spekulativ. Allerdings konnte dies besonders die
Theorie bestarken, dass durch HLA-assoziierte Peptiderkennung Inzucht vermieden werden
kann. Hat jemand ein potentiell &hnliches HLA-Muster und riecht &hnlich wie wir selbst, ist der
Verwandschaftsgrad zu nah und damit eine Paarung unerwinscht (Penn, 2002). Eine andere
maogliche Erklarung konnte sein, dass Menschen HLA-assoziierte Peptide olfaktorisch nicht
wahrnehmen konnen. Wahrend bei Ratten, Mausen und Fischen eindeutig gezeigt wurde,
dass HLA-Peptide durch olfaktorische Aktivierung das Sozialverhalten beeinflussten, ist die
Forschungslage fur den Menschen nicht eindeutig. Wedekind und seine Kollegen zeigten
anhand von Testpersonen, die an T-Shirts von anderen Testpersonen rochen, dass es eine
zum HLA-Typus disassortative Praferenz fir einen Partner gibt (Wedekind et al., 1995).
Allerdings muss dazu gesagt werden, dass nicht genau analysiert wurde, was in den T-Shirts
den Geruch ausmachte. Wie in der Einleitung beschrieben, besteht der Grof3teil des
Schweil3es aus Wasser, Fettsduren und Elektrolyten, zusatzlich beeinflusst das Mikrobiom der
Haut und abgestorbenen Zellmaterial den Koérpergeruch. Das Forschungsteam von Carvalho

Santos konnte diese Praferenz nicht reproduzieren (Carvalho Santos et al., 2005).

Physiologisch gesehen kénnte das Bindeprotein im Mukus auf der Naschenschleimhaut far
Peptide fehlen, sodass sie nicht an die Rezeptoren gelangen kdénnen (Pelosi, 2001). Damit
kéame es zu keiner Peptid-Rezeptor Interaktion und zu keiner Aktivierung von ORN. Eventuell
lagen die spezifischen Rezeptoren urspringlich auch nur in der Region des VNO, wie zuerst
angenommen und in Ratten gefunden (Leinders-Zufall et al., 2004). Das Vorhandensein eines
funktionellen VNO im Menschen ist nicht als wahrscheinlich anzusehen (Witt und Hummel,
2006). Es ist zwar anatomisch moglich den Ductus vomeronsalis, zumindest bei einem Anteil
von Menschen, darzustellen (Knecht et al.,, 2001) und die Arbeitsgruppe von Moni-Bloch
gelang es auch, elektrophysiologisch ein vermeintlich spezifisches Signal abzuleiten (Monti-
Bloch und Grosser, 1991). Allerdings werden diese Ergebnisse kritisch beurteilt, weil es
seitdem keiner Arbeitsgruppe gelang, diese Ergebniss zu reproduzieren (Knecht et al., 2003;
Hummel et al., 2011). Wenn also die Funktion eines embryonal angelegten VNO im Menschen
verloren gegangen ist, kdnnte damit auch der Verlust der Wahrnehmung von HLA-assoziierten

Peptiden einhergegangen sein.

Evolutionsbiologisch gesehen aulRerte Boehm die Maoglichkeit, dass HLA-Rezeptoren
ursprunglich in Wirbeltieren ausschlief3lich die Funktion der selbst- und fremd-Erkennung zu
Paarungszwecken hatten. Uber die Zeit habe sich dann die gut erforschte Funktion im
Immunsystem entwickelt (Boehm, 2012). Es kénnte also sein, dass das HLA-Sytem mit seinen

Rezeptoren seine Funktion vollstandig geéndert hat. Man hat menschliche ORN ebenfalls auf
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Spermien gefunden, deren Genort neben denen fiur die der HLA-Rezeptoren lagen. HLA-
assoziierte Peptide konnten also olfaktorische Rezeptoren aktivieren. Diese lagen aber nicht
in der Nase, sondern auf dem Spermium (Spehr et al., 2004). Die Assoziation eines direktion
Einflusses von HLA-assoziierten Peptiden auf den Vorgang der Kohabitation und der
Konzeption liegt nicht ganz fern. Die Funktion der MHC-assoziierten Peptide in Mausen liegt
unter anderem im sogenannten Bruce-Effekt (Rozenkrantz et al., 2020). Dieser beschreibt die
Verhinderung der Schwangerschaft eines Weibchens wenn es fremde, nicht zum Partner
passende Peptide wahrnimmt (LIoyd-Thomas und Keverne, 1982; Boehm und Zufall, 2006).

Zusammenfassend besteht die Mdglichkeit, dass der Mensch urspriinglich, wie auch andere
Wirbeltiere, HLA-assoziierte Peptide wahrnehmen konnte und auch sein Sozialverhalten und
seine Partnerwahl davon beeinflusst wurde, er jedoch diese Fahigkeit verlor, oder dass sie

evulotionsbiologisch nicht mehr wichtig genug war und sie durch andere Sinne ersetzt wurde.

5.4 Schlussfolgerungen

In diesem Experiment zeigten sich in der Diskriminationstestung keine Hinweise darauf, dass
Menschen HLA-assoziierte Peptide diskriminieren kénnen. Diese Beobachtung wurde durch
die elektrophysiologischen Untersuchungen insoweit bestéatigt, als dass keine Unterschiede in
Quialitat und Quantitat der Antworten auf die Stimulation mit den Peptiden im Vergleich zu den
Antworten auf das Kontrollpeptid und den Puffer vorhanden waren. Die Ergebnisse der
frequenzanalytischen Auswertung unterstiitzen dies, da ebenfalls keine Unterschiede des
elektrophysiologischen Antwortverhaltens zwischen den Peptiden und dem Puffer gefunden

werden konnte.

Es kann den Ergebnissen und dem Studiendesign dieses Versuches, unter Rucksichtnahme
der experimentellen Limitationen, entsprechend geschlussfolgert werden, dass universelle -
nicht explizit zum eigenen HLA-Typus passende - HLA-assoziierte Peptide kein spezifisches
olfaktorisches Signal verursachen, das durch subjektive Beurteilung, im humanen
olfaktorischen Epithel oder den verarbeitenden Strukturen im Gehirn nachgewiesen werden

kann.

51



6 Ausblick

Resultierend aus den Schlussfolgerungen dieser Arbeit ergibt sich die Frage, ob HLA-
assoziierte Peptide tberhaupt olfaktorisch vom Menschen wahrgenommen werden kénnen. In
Zusammenschau mit den Ergebnissen Milinskis lie3e sich annehmen, dass wenn tberhaupt
nur zum eigenen HLA-Typ passende HLA-assoziierte Peptide fur weitere Versuche infrage
kdmen. Demnach mussten alle Testpersonen einer kunftigen Studie zuerst HLA typisiert
werden. Man konnte dann die Testpersonen mit den passenden HLA-Peptiden olfaktorisch mit
einem Olfaktometer stimulieren und elektrophysiologische Messungen durchfiihren. Dabei
sollten verschiedene und aufsteigende Konzentrationen der Peptide gewahlt werden. Den
gleichen Ansatz kbnnte man auch bei einer psychophysischen Testung wéhlen. Desweiteren
sollte man, Natsch folgend, nicht nur synthetisierte Peptide verwenden, sondern ebenfalls
solche, die aus dem Schweil3 von Menschen gewonnen wurden. Auch diese kdnnte man dann
passend zum HLA-Typ der Testperson anwenden.

Die Resultate dieser Studie weisen in der kontroversen Debatte um die olfaktorische
Wahrnehmung von HLA-assoziierten Peptide im Menschen eher in die Richtung, dass es
mdoglicherweise solch eine Wahrnehmung nicht gibt. Allerdings schlie3t das nicht aus, dass
der HLA-Typ insgesamt den Koérpergeruch, beispielsweise Uber das Mikrobiom der Haut
verandert, wodurch der HLA-Typ indirekt einen Einfluss auf den Korpergeruch hétte.
AuBerdem ware es moglich, dass es trotzdem eine gewisse Praferenz fur bestimmte HLA-
Merkmale in der Partnerwahl gibt, die jedoch nicht lber den olfaktorischen Sinn, sondern
indirekt Uber andere Merkmale wie dem Aussehen vermittelt wird. Die Frage inwiefern der
HLA-Typ des Gegentbers erkannt werden kann und welche Funktion solche Praferenzen
haben, bleibt und erfordert weitere Forschung.
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7 Zusammenfassung

Bei vielen Saugetieren wird die soziale Kommunikation und Partnerwahl durch olfaktorische
Botenstoffe codiert durch den Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) beeinflusst. Analog
dazu wird auch beim Menschen angenommen, dass Peptide, die mit dem humanen
Leukozytenantigen (HLA) assoziiert sind, einen Einfluss auf den Kopergeruch und die
Attraktivitat eines moglichen Partners haben. Das HLA System ist ein wichtiger Teil des
erworbenen Immunsystems und bildet das Pendant zum MHC im Menschen. Insbesondere
scheint es eine Préaferenz fir einen zu dem eigenen unadhnlichen, disassortative, HLA-Typen
zu geben. Das Ziel dieser Arbeit war, herauszufinden, ob beim Menschen HLA-assoziierte
Peptide als volatile Duftstoffe in der Nasenschleimhaut olfaktorische Rezeptoren aktivieren
und diese wahrgenommen kénnen.

52 gesunde normosmische Testpersonen, davon 24 mannlich und 28 weiblich, im Alter von
20-33 Jahren nahmen an der Studie teil. Es wurden 25 uM-Ldsungen von 3 verschiedene
Nonapeptiden in 1% Phosphat-Puffer (PBS) verwendet, von denen das 3. Peptid strukturell
einer Negativkontrolle entsprach. Um die Volatilitdt der Peptide im Aerosol zu testen, wurden
die Peptid-Lésungen - vor und nach der Kondensierung durch das Olfaktometer - durch einen
Feld Effekt Transistor (FET) untersucht. Mittels Drei-Glaser-Probe wurde getestet, ob die
Testpersonen die Peptide von dem Puffer unterscheiden konnten. In den
elektrophysiologischen  Testverfahren wurden  Elektroolfaktogramme (EOG) vom
olfaktorischen Epithel und olfaktorisch evozierten Potentiale (OEP) im synchron
aufgezeichneten Elektroenzephalogramm (EEG) wahrend der olfaktometrischen Stimulation
abgeleitet. AuRer den 3 Peptiden und dem PBS-Puffer, wurden als Kontrolle der olfaktorische
Duftstoff Rose (PEA) und der trigeminale Reizstoffe CO; im Olfaktometer eingesetzt.

Die Peptide konnten durch den FET sowohl in der Ausgangslosung als auch in der durch das
Olfaktometer kondensierten Lésung nachgewiesen werden, was die Volatilitdt der Peptide
bestatigte. Die Testpersonen waren nicht in der Lage, die Peptide vom Ldsungsmittel zu
diskriminieren. In der elektrophysiologischen Untersuchung zeigten die Messungen fir CO»
die fur trigeminale Aktivierung typischen Charakteristika der Amplituden und Latenzzeiten. Die
Erfolgsrate flr das Aufzeichnen eines EOG in Bezug auf PEA lag trotz endoskopisch korrekt
platzierter Elektrode bei 53% was ebenfalls den in der Literatur angegeben Werten entspricht.
Die elektrophysiologisch messbaren Antworten fir die Peptide 1 und 2 konnten weder in der
Haufigkeit noch in ihren Charakteristika, den Amplituden und den Latenzzeiten, noch in der
Frequenzanalyse signifikant von denen fur das Negativ-Kontrollpeptid (3) und dem Puffer
unterschieden werden.

Es kann den Ergebnissen und dem Studiendesign dieses Versuches, unter Bertcksichtigung
der experimentellen Limitationen, entsprechend geschlussfolgert werden, dass - nicht explizit

zum eigenen HLA-Typus passende - HLA-assoziierte Peptide kein spezifisches Signal
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verursachen, das durch subjektive Beurteilung oder am humanen olfaktorischen Epithel oder

in den Gehirnreaktionen nachgewiesen werden kann.

8 Summary

In many species, social communication and mate choice are influenced by olfactory cues
encoded by the major histocompatibility complex (MHC). In humans human leucocyte-
antigene (HLA) associated peptides are also considered to have an influence on body odor
and attractiveness of a possible partner. The HLA system is an essential part of the human
adaptive immunosystem and the human pendant to MHC. It seems that humans have a
preference for individuals with an unsimilar, disassortative, HLA-type compared to their own.
The aim of this study was to investigate whether HLA-associated peptides as volatile odor
cues bind to receptors in the human olfactory epithelium and can be recognized by humans.
In this study 52 healthy, normal normosmic volunteers, 24 males and 28 females (age of 20-
33) were included. For the experimental setup 25 uM-solutions of 3 different nonapeptides in
1% phosphate buffered saline (PBS) were used out of which the third was structurally designed
as negative control. A field effect transistor (FET) was used for analyzing the peptide-solutions
before and after condensation to test the volatility of the peptide in aerosol. Based on a 3
alternative-forced choice method the ability of discriminating the peptides from the PBS-
solution was tested. Afterwards, during olfactory stimulation with an olfactometer,
electroolfactograms (EOG) of the olfactory epithelium and olfactory event related potentials
(OEP) in the electroencephalogram (EEG) were recorded as electrophysiological
measurements. Apart from the 3 peptides and the PBS buffer, the scent of rose (PEA) as
olfactory stimulus and CO; as trigeminal stimulus were used as control.

The FET revealed the same characteristics for the original and condensed peptide-solution
showing that peptides were volatile. The volunteers were not able to discriminate the peptides
from the PBS-solution. In the recorded electrophysiological signals typical characteristics for
amplitudes and latencies could be shown due to trigeminal activation through CO..
Furthermore, the results for obtaining an EOG due to olfactory stimulation with PEA was
around 53%, in spite of having placed the electrode endoscopically correct at the olfactory
epithelium, which coincides with results of similar setups in literature. It was not possible to
distinguish between the electrophysiological answers to peptides 1 and 2 in comparison to
negative-control peptide 3 and PBS solution in regard to prevalence, signal characteristics as
amplitude levels and latencies, as well as in frequency analysis.

Within the current setup and taking into account the experimental limitations, the results
suggest that HLA-associated peptides - which do not match explicitly with the own HLA-type -
do not produce a significant specific olfactory activation which can be detected at the levels of

subjective ratings, olfactory epithelium or brain.
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Anhang 1: Zertifikate der Analyse der Peptide durch Thermo Fisher.
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Amount:

Additional Instruction (s):
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Storage:

Purity:

Mass Spectrum:

HPLC Enclosed:

Other Data:

Pierce Biotechnology
3747 N Mendian Road

CERTIFICATE OF ANALYSIS
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[NHZ']SL,LPAIVEL[COOH]

N/A
PA100919.1
P6287-1

Seql

954.18

15 mg

N/A

White Powder
-20 °C 1-12 months; -80 °C >1 year
>98%

See attached

See attached

No

PO Box 117
Rocidord, IL 61105
USA

(800) 874-3723
(815) 968-0747
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
Sequence: ) [NH2]K.YPENFFLE.[COOH] A - :wol
Modification (s): N/A
Project Number: PA100919.2
Reference Number: P6287-2
Peptide Name: Seq2
Molecular Weight: 1170.38
Amount: 15 mg
Additional Instruction (s): N/A
Appearance: White Powder
Storage: -20 °C 1-12 months; -80 °C >1 year
Purity: >99%
Mass Spectrum: See attached
HPLC Enclosed: See attached
Other Data: No
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HPLC REPORT L

Sample ID: P6287-2 PRAKYP NP ILLICOOM
Data File: D:\32Karat\Projects\Default\P6287-2 D' Seq2
Method: D:\32Karat\Projects\DefaultMethods\ANAPEP 1 _AA.met P6287.2 16 mg

Column:  C18, Sum, 100X3.00MM,

Solvent:  Solvent A: 0.1% TFA in H20; Solvent B: 0.08% TFA in ACN
Wavelength: 20 nm
HPLC ID# CD-075 EQ-026

A e
61 N Mheiion 4, hosatord, 88 UEA
SEIRMTIPIT e o

o ‘: Pk # © =
r7s
0.50 4
bt \ ) *®
0254 |
| =
0.00 1 \
vy w
I T Lo
5 10 15 2 25 30
Minutes
Pk # _Retention Time Height _ Height Percent Area Area Percent
1 17.100 1856 0.211 9841 0.112
2 17.333 4827 0.550 38340 0.438
3 17.567 864657 98.506 8680706 99.147
4 17.817 6037 0.688 20852 0.238
5 22.083 395 0.045 5646 0.064
Totals
877772 100.000 8755385 100.000
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Reference Number:
Peptide Name:
Molecular Weight:
Amount:
Additional Instruction (s):
Appearance:
Storage:

Purity:

Mass Spectrum:

HPLC Enclosed:

Other Data:

3747 N Mendian Road

The world leader
In serving science

CERTIFICATE OF ANALYSIS

[NH2]KAPENFFLA[COOH]

N/A
PA100919.3

P6287-3

sey & K‘Mo-%%‘/ ik

1036.20

15 mg

N/A

White Powder

-20 °C 1-12 months; -80 °C >1 year
>98%

See attached

See attached

No

PO Box 117 (800) 874-3723 (815) 988-7316 fax
Rociford IL 61105 (815) 9680747 www thermo com/prerce
USA
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HPLC REPORT

Sample ID: P6287-3 Project: PA100919.3  MW:1036.20
Method: D:\32Karat\Methods\Monolithic_1.met [NHZIKAPENFPLAICOON]
File Name: D:\32Karat\Projects\Default\Data\P6287-3 10:80q3
Column: Monlithic C18 100X3mm, 120A, Flow Rate: Iml min. P6287.3 15 mg
Wavelength: 220nm TN M roed o 1A
HPLC ID# CD-069 $SIENTLECS Wnemritiisaos
016 ~018
o~
010 1010
2 2
0.05 - £ 0.08
kit
000 __+000
. 6 & 10 12 - w 1 18 2
Minutes
Pk # Retention Time Area Area Percent
1 9.417 3645 0.155
2 9.950 2306403 98.306
3 10.533 36107 1.539
Totals
2346155 100.000
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Amplitudenhéhen
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EOG: Amplitudenhdhen in Korrelation zu Amplitude Peptid 1
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Amplitudenhdhe Peptid 1
® Peptid2 ® Peptid3 ® Puffer
--------- r=0.83, p<0.01 +++++++++ r=0.78, p<0.02 +++++++++ r=0.59, p<0.05

Anhang 2: Amplituden in Korrelation im EOG.
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EOG: Latenzzeiten in Korrelation zur Latenzzeit von Peptid 1

500 1000 1500 2000
® Peptid 2 ® Peptid3 ® Puffer
--------- r=0.71, p<0.01 -++-++-+- r=0.71, p<0.05 ++-+----- r=0.70, p<0.01

Anhang 3: Latenzzeiten in Korrelation im EOG.
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Anhang 4: tabellarische Ubersicht der mittleren Werte mit Standartabweichung fiir die Amplitude (JN1-P2|) und der Latenzzeiten (L-P1: Reizbeginn bis P1, L-N1: Reizbeginn bis N1,
L-P2: Reizbeginn bis P2) der OEPs im EEG.

IN1-P2| |N1-P2| |N1-P2| | L-P1 L-P1 L-P1 L-N1 L-N1 L-N1 L-P2 L-P2 L-P2
Pz Fz Cz Pz Fz Cz Pz Fz Cz Pz Fz Cz
Peptid 1 19.02 16.38  16.85 | 434.47 427.65 434.47 | 533.33 524.24 520.83 | 751.13 770.08 756.43
SD+ 15,61 9.71 11.83 175.20 164.98 175.20 | 174.27 176.02 170.95| 134.45 156.70 155.32
Peptid 2 20.85 17.63 22.05 |268.86 373.41 368.86 | 47499 489.68 481.25 |707.90 709.52 698.75
SD+ 10.24  10.09 12.07 113.29 136.99 116.40 | 119.54 138.44 13248 | 131.37 128.83 128.28
Peptid 3 2196  16.97 17.82 | 367.42 372.82 380.33 | 465.15 461.23 484.67 |685.61 682.61 705.00
SD+ 9.15 8.23 8.02 134.31 118.07 143.10 | 126.11 127.89 147.95| 122.86 124.34 147.20
PEA 26.43 2252 19.18 | 343.81 342.65 351.66 |456.99 457.35 457.80 |684.14 683.58 665.05
SD+ 34.89  22.17 13.29 134.32 137.78 150.76 | 140.67 142.63 146.26 | 121.27 120.26 129.59
Puffer 29.19 19.00 23.90 |351.31 348.68 341.67 | 47850 462.72 45458 |674.12 673.25 677.5
SD+ 36.48 13.32 16.69 162.74 147.28 143.73 | 158.07 140.53 138.93 | 142,56 141.79 159.47
Losungsmittel | 37.79  30.66  37.29 |433.33 422.22 422,22 |532.87 525.46 504.16 |801.85 788.43 776.85
SD+ 29.31 2215 2847 181.69 178.844 188.04 | 203.27 191.45 213.94| 158.23 147.78 166.02
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Amplituden der CSEPs fur Fz
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Anhang 5: Kastengraphik Verteilung der Amplituden [N1-P2| in pV der CSEPs fir die Elektrodenposition Fz fur die
Reizklassen Peptid 1 (blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau), PEA (gelb), Puffer (hellblau) und CO2 (griin).

Amplituden der CSEPs fur Cz
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Anhang 6: Kastengraphik Verteilung der Amplituden |[N1-P2| in pV der CSEPs fiur die Elektrodenposition Cz fur die
Reizklassen Peptid 1 (blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau), PEA (gelb), Puffer (hellblau) und CO2 (grtn).
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Latenzzeiten CSEPs fur Fz
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Anhang 7: Kastengraphik Verteilung der Latenzzeiten (Reizbeginn bis P1) in ms der CSEPs im EEG fur die
Elektrodenposition Fz auf die 6 Reizklassen des Olfaktometers: Peptid 1(blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau),
PEA (gelb), Puffer (hellblau), CO2 (griin).

Latenzzeiten CSEPSs fur Cz
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Anhang 8: Kastengraphik Verteilung der Latenzzeiten (Reizbeginn bis P1) in ms der CSEPs im EEG fir die
Elektrodenposition Fz auf die 6 Reizklassen des Olfaktometers: Peptid 1(blau), Peptid 2 (orange), Peptid 3 (grau),
PEA (gelb), Puffer (hellblau), CO2 (griin).
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Anhang 9: Wissenschaftliche Veréffentlichungen.

Poster Prasentation: ECRO-Annual meeting September 2019, Trieste

Recordings of electro-olfactograms from the human olfactory epithelium in response to
HLA-related Peptides

Vortrag: Jahrestagung der Arbeitsgesellschaft Olfaktologie/Gustologie der Deutschen
Gesellschaft fir HNO Dezember 2019, Dresden

Recordings of electro-olfactograms from the human olfactory epithelium in response to
HLA-related peptides
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