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1.0. Einleitung

„Wer Wissen hat, verläuft sich nirgends“ sagt ein altes jiddisches Sprichwort. Es drückt

aus, daß wir ohne die Verfügbarkeit und Abrufbarkeit von zuvor erlerntem Verhalten und

Wissen völlig hilflos wären. Menschen mit schweren Gedächtnisstörungen, z.B. Patienten, die

an der Alzheimer Erkrankung leiden, verlieren im Verlaufe der Krankheit jede persönliche,

zeitliche und örtliche Orientierung.

Lernen, Gedächtnis und Erinnerung, also die Aufnahme, Speicherung und Abgabe von

Informationen durch neuronale Netzwerke, sind die biologische Grundlage der Anpassung

unseres individuellen Verhaltens an die Umwelt. Ohne diese Vorgänge wäre weder das

Überleben des einzelnen noch das der Art möglich, denn es könnten weder Erfolge planvoll

wiederholt noch Mißerfolge gezielt vermieden werden.

Alle Lernprozesse sind Ausdruck der Plastizität des Nervensystems, aber nicht jeder

plastische Prozeß bedeutet Lernen. Unter Lernen verstehen wir den Erwerb eines neuen

Verhaltens, das bisher nicht im Verhaltensrepertoire des Organismus vorkam. Damit wird

Lernen von Reifung unterschieden, bei der genetisch programmierte Wachstumsprozesse zu

Veränderungen des zentralen Nervensystems führen, die als Voraussetzungen für Lernen

fungieren. Der Übergang zwischen plastischen Veränderungen, die der Reifung, und

plastischen Veränderungen, die dem Lernen zugrunde liegen, ist allerdings fließend (Schmidt

und Thews 1995).

Die Untersuchung plastischer Veränderungen war und ist ein begehrtes Ziel vieler

Neurowissenschaftler. Im Laufe der Zeit paßten die Überlegungen sich dabei dem derzeitigen

Stand der Wissenschaft an (Finger 1994). So war bereits Aristoteles der Auffassung, daß die

Grundlage von Lernen und Gedächtnis wesentlich in der Assoziation von Ideen zu suchen ist

(Barnes 1984). Die Untersuchungen von Pawlow lieferten die Voraussetzungen für die

klassische Konditionierung, und 1949 formulierte Donald O. Hebb die nach ihm benannte

Regel, welche zu einem fundamentalen Prinzip neuronaler Plastizität werden sollte.

Diese Regel besagt, daß „Hebb´sche Synapsen“ bei wiederholter simultaner Erregung ihre

Verbindungen verstärken. Darüber hinaus wird nicht nur die „Effizienz“ der kooperierenden

Synapsen erhöht, sondern gleichzeitig die der inaktiven benachbarten Synapsen abgeschwächt

(Hebb 1949). Der Abbruch alter, nicht benötigter Verbindungen durch Absterben oder

Funktionslosigkeit nicht benützter Zellen ist für die Entwicklung neuer Verhaltensweisen
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mindestens genau so wichtig wie der Aufbau neuer neuronaler Verbindungen (Braitenberg

und Schüz 1991; Carlson 1991; Kandel et al. 2000).

Die Fortschritte der neurobiologischen Methoden erlaubten es, sich nun den molekularen

Mechanismen von Lernen und Gedächtnis zuzuwenden (Weiler et al. 1995; Lodish et al.

2000). Dabei leisteten die Untersuchungen zur Lang-Zeit-Potenzierung (LTP) im

Hippokampus einen entscheidenden Beitrag zum Verständnis neuronaler Plastizität (Abeles

1991; Black 1991; Squire und Zola-Morgan 1991; Akissar et al. 1992; Zola-Morgan und

Squire 1993; Shuman und Madison 1994). Es finden sich eine Vielzahl von Beispielen von

neuronaler Plastizität in unterschiedlichsten Gebieten des Nervensystems. In dieser Arbeit

werden mit immunhistochemischen Methoden prä- und postsynaptische Proteine untersucht,

von denen man annehmen kann, daß sie an molekularen Mechanismen neuronaler Plastizität

in der Netzhaut des Goldfischs beteiligt sein könnten. Die folgenden Abschnitte der

Einleitung dienen dazu, allgemeine Mechanismen der Plastizität, z.B. Lernen und Gedächtnis

im Hippokampus, darzustellen und das Modell der Goldfischnetzhaut einzuführen. Darüber

hinaus werden die Spinules als verbindendes Element der prä- und postsynaptischen

Veränderungen vorgestellt. Am Ende hoffen wir, daß uns in Anlehnung an Trickfilmfiguren,

denen immer, wenn sie etwas gelernt haben, eine Glühbirne über dem Kopf aufleuchtet,

ebenfalls das „molekulare Licht“ aufgeht (Tully 1998).

1.1. Synaptische Plastizität im Hippokampus

Eine der bemerkenswertesten Eigenschaften des zentralen Nervensystems besteht darin,

enorme Mengen von Informationen zu verarbeiten und zu speichern. Folglich herrscht ein

reges Interesse daran, die zugrunde liegenden zellulären und molekularen Mechanismen von

Lernen und Gedächtnis verstehen (Kandel 1997; Dubnau und Tully 1998) und die

Verbindungen von synaptischer Plastizität zum Gedächtnis darstellen zu können (Collingridge

und Bliss 1995; Stevens 1998).

Obwohl sehr viele Arbeiten die Morphologie von exzitatorischen Synapsen des zentralen

Nervenystems zum Gegenstand hatten, ist erstaunlich wenig über die Dynamik und den

„turnover“ von einzelnen synaptischen Strukturen bekannt (Burns und Augustine 1995).

Lange Zeit ging man davon aus, daß Synapsen nach ihrer Entwicklung wenig verändert

bestehen bleiben. Allerdings wurden bestimmte Formen synaptischer Plastizität, wie die späte

Phase der Lang-Zeit-Potenzierung, mit einem „re-arrangement“ der synaptischen Strukturen

über einen Zeitrahmen von Stunden bis Tagen in Verbindung gebracht (Geinisman et al.
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1991; Hosokawa et al. 1995; Buchs und Muller 1996; Geinisman et al. 1996; Bolshakov et al.

1997; Okabe et al. 1998). Untersuchungen von mit GFP (green fluorescent protein)

gekoppeltem Aktin zeigten eine ausgesprochen schnelle Motilität von dendritischen Spines

(Minuten) im Hippokampus (Fischer et al. 1998). Änderungen der Morphologie der Dendriten

ließen ebenfalls auf einen Zusammenhang mit synaptischer Plastizität schließen (Maletic-

Savatic et al. 1999; Engert und Bonhoeffer 1999). Danach wurde es möglich, synaptische

Plastizität im Hippokampus nicht nur mit morphologischen Veränderungen zu assoziieren

(Calverley und Jones 1987; Buchs und Muller 1996; Rusakov et al. 1996; Toni et al. 1999),

sondern auch mit physiologischen Verhaltensweisen, wie assoziativem Lernen, Gedächtnis

und Konditionierungsvorgängen (Engert und Bonhoeffer 1999; Holscher 1999; Moser 1999;

Nakamura et al. 1999; Rao et al. 1999).

Gedächtnis wird in der Regel in zwei Konstrukte unterteilt, die sich zeitlich und funktionell

unterscheiden: Kurzzeitgedächtnis, das nicht länger als einige Stunden anhält, und

Langzeitgedächtnis, das über Tage und länger bestehen bleibt (Barondes und Cohen 1968;

Goelet et al. 1986). Die Synthese von neuen Proteinen und mRNA ist dabei ein wesentlicher

Bestandteil für die Bildung bzw. Konsolidierung von Langzeitgedächtnis (Davis und Squire

1984; Tully et al. 1994). Dieses Modell zeigt, daß Lernen „die Expression von Proteinen

steigert“, die dann u.a. zu „langzeit-assoziierten“ strukturellen Veränderungen in neuronalen

Netzen, welche das Gedächtnis repräsentieren, führen. Ein Anstieg von Ca2+ und cAMP wird

dabei sowohl in Säugern als auch Nichtsäugern gefunden (Hauser et al. 1998; Silva et al.

1992; Wu et al. 1995). Tatsächlich ist die Aktivierung des cAMP/PKA

Signaltransduktionsweges oft ein notwendiger Bestandteil für die Bildung von neuronaler

Plastizität, Gedächtnis (Frey et al. 1993; Abel et al. 1997) und Genexpression im

Zusammenhang mit synaptischer Plastizität (Impey et al. 1996).

Obwohl das Wissen über die Funktionen einzelner Transduktionskaskaden bei Lern- und

Gedächtnisvorgängen im Detail weiterhin lückenhaft ist, ist in der letzten Zeit der „cAMP

response element (CRE) Transduktionsweg“ in den Vordergrund des Interesses gerückt. Eine

synergistische Koaktivierung von Ca2+ und cAMP erhöht die CRE gesteuerte Genexpression

in Neuronen (Sheng et al. 1990; Impey et al. 1999). Darüber hinaus findet man im Anschluß

an „long-lasting long-term potentiation“ (L-LTP), einer transduktionsabhängigen Form der

neuronalen Plastizität, die im besonderen mit Langzeitgedächtnis in Verbindung gebracht

wird (Nguyen und Kandel 1996), ebenfalls eine gesteigerte Aktivität der CRE abhängigen

Transduktion (Impey et al. 1996). In jüngster Vergangenheit war es nun sogar möglich,
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mittels CREB-(cAMP responsive element binding protein) Darstellung konditioniertes Lernen

in der CA1 und CA3 Region des Hippokampus nachzuweisen (Impey et al. 1998).

Im folgenden soll die synaptische Plastizität der Prä- und Postsynapse besprochen werden.

Dabei werden zuerst einführend das Modell der Goldfischnetzhaut und die Besonderheiten

der Bipolaraxonterminale bezüglich morphologisch plastischer Veränderungen diskutiert.

1.2. Plastizität in der Goldfischnetzhaut

„The Retina. An Approachable part of the Brain“, so lautet der Titel eines bekannten

Buches von J.E. Dowling (Dowling 1987). Danach ist die Netzhaut einerseits ein leicht zu

erreichender Teil des Gehirns, andererseits lassen sich auf Grund der gut untersuchten

Verschaltung der einzelnen Neurone und des quantifizierbaren sensorischen „Eingangs“

kontrollierte Versuchsbedingungen herstellen, anhand derer allgemeingültige Prinzipien über

neuronale Plastizität aufgestellt werden können (DeVries und Baylor 1993).

So ist die Retina ein gut untersuchtes Modell für Plastizität durch „Neuromodulatoren“

(DeVries und Baylor 1993). Man war lange Zeit der Meinung, die Netzhaut reagiere nur

„passiv“ auf die unterschiedlichen Beleuchtungsstärken. Heute weiß man, daß z.B. die

Retinomotorik der Stäbchen und Zapfen in der Fischnetzhaut ein aktiver Vorgang ist, bei der

die Netzhaut sich auf wechselnde Lichtverhältnisse einstellt. Licht und endogene Uhren

stimulieren die Ausschüttung von Dopamin, das sich weitgehend durch Diffusion in der

Netzhaut verteilt und eine Umstellung der „Verschaltung“ auf die Anforderungen des

Tageslichts bewirkt (Witkovsky und Dearry 1992). Im folgenden sollen drei Effekte von

Dopamin exemplarisch für die Plastizität der Netzhaut dargestellt werden (siehe auch

Djamgoz und Wagner 1992).

Bei einigen Tieren (so auch bei Cypriniden und Cichliden) verursacht Dopamin eine aktive

Bewegung von Photorezeptoren, welche die Zapfen zum bevorzugten Reaktionspartner des

einfallenden Lichts macht (Dearry et al. 1990). Diese Zapfenbewegung nach zentral

(zentripetal) wird durch Dopamin D2 Rezeptoren vermittelt und bewirkt zusammen mit der

Migration der Melaningranula des Pigmentepithels (über D1 Rezeptoren) eine „optische

Isolierung“ der Zapfen, welche mit einer verbesserten „Auflösung“ visueller Information

einhergeht (Ali 1975; Besharse et al. 1988; Dearry et al. 1990; Wagner 1990).

Ein zweiter Effekt von Dopamin besteht darin, die Größe und das Gleichgewicht der

Signale auf Bipolarzellen einzeln für Stäbchen  und Zapfen zu modulieren. In

Horizontalzellen der Amphibiennetzhaut, die von Stäbchen und Zapfen synaptische Eingänge
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erhalten, schwächt Dopamin den Stäbcheneingang ab, wohingegen die „Zapfen-Information“

verstärkt wird (Witkovsky et al. 1988). Diese Veränderung des „synaptischen Kontrasts“ wird

möglicherweise sowohl durch prä- als auch postsynaptische Effekte verursacht. Ein gut

dokumentierter postsynaptischer Effekt ist dabei, daß über cAMP-abhängige Mechanismen

der Glutamat-induzierte Strom in Horizontalzellen durch Dopamin verstärkt wird (Knapp und

Dowling 1987).

Drittens bewirkt Dopamin eine Entkopplung von gap junctions, was zu einer funktionellen

Änderung der Verschaltung führt. Diese Entkopplung der gap junctions von Horizontalzellen

(Teranishi et al. 1983; Piccolino et al. 1984; Lasater und Dowling 1985; DeVries und

Schwartz 1989) wird über einen cAMP/cAMP-abhängige Kinase Transduktionsweg bewirkt

(van Buskirk und Dowling 1981; Lasater 1987; DeVries und Schwartz 1989, 1992). Die

Aktivierung der Protein Kinase A bewirkt dann die „Schließung“ der gap junctions und

verkleinert somit die elektrische Ausbreitung des lateralen Inhibitionssignals im

„Horizontalzell-Syncytium“. Dadurch werden die Rezeptiven Felder von Ganglien- und

Bipolarzellen kleiner und die neuronale Verarbeitung des Bildes kontrastreicher (Dong und

McReynolds 1991).

Diese Effekte von Dopamin auf die Organisation der Netzhaut wird von einer Population

von Zellen bewirkt, deren Fortsätze sich sowohl in der Inneren (IPL) als auch der Äußeren

Körnerschicht (OPL) befinden und deshalb Interplexiforme Zellen genannt werden (Djamgoz

undWagner 1992; Witkovsky und Dearry 1992). 

1.3. Plastizität der Präsynapse

Für die Untersuchung neuronaler Plastizität eignet sich die große Axonterminale einer

Subpopulation von Goldfisch-Bipolarzellen, die gemischte Stäbchen-Zapfen-Eingänge in der

OPL erhalten und deren Axonendigung in der Sublamina b der IPL liegen (Ishida et al. 1980;

Sherry und Yazulla 1993). Durch ihre besondere Größe (10 – 15 µm im Durchmesser) lassen

sich präsynaptische Mechanismen der Transmitter-Exozytose und ihrer Steuerung

ausgezeichnet untersuchen (Kaneko und Tachibana 1985; Heidelberger und Matthews 1992;

Matthews 1999). Ein Kalzium-Einstrom über L-Typ Kalziumkanäle steuert dabei die

Vesikelexozytose, welche durch Kapazitätsmessungen der Plasmamembran dargestellt

werden kann (Tachibana und Okada 1991; Heidelberger und Matthews 1992).

Die Exozytose der synaptischen Vesikel unterscheidet sich dabei von der sonst quantitativ

vorherrschenden Synapsenform  des zentralen Nervensystems. Der synaptische Ausgang der
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Bipolarzellen verläuft über sog. Ribbon-Synapsen. Diese spezielle Art der chemischen

Synapse findet man auch in den Terminalen von Photorezeptoren in der Netzhaut, in

Haarsinneszellen im Innenohr und in Zellen des Seitenlinien-Organs bei Fischen (Wagner

1997). Ribbon-Synapsen stellen eine besondere Form der chemischen Synapse dar, die auf

Ausschüttung von besonders viel Transmitter in kurzer Zeit spezialisiert sind (Wagner 1997;

Matthews 1999). Die bemerkenswert hohe Rate an Vesikelverschmelzungen läßt sich darauf

zurückführen, daß die Informationsübertragung der Bipolarzellen auf die Ganglienzellen nicht

über Aktionspotentiale, sondern über graduierte Membrandepolarisationen erfolgt (Juusola et

al. 1996).

Die Axonterminalen der Bipolarzellen besitzen viele „reziproke feedback Synapsen“ von

den sie umgebenden Amakrinzellen (Witkovsky und Dowling 1969; Marc et al. 1978; Yazulla

et al. 1987). Diese Synapsen modulieren den synaptischen Ausgang der Bipolarzellen. Die

komplizierten Mechanismen der Modulation vollziehen sich dabei über die Neurotransmitter

GABA und Glyzin (Matthews 1999). Dadurch lassen sich an den Bipolarterminalen auf

engstem Raum prä- und postsynaptische Phänomene der Signalübertragung beobachten.

Des weiteren gibt es in der jüngsten Vergangenheit Hinweise darauf, daß die Proteine,

welche am Prozeß des „vesikeldocking und -fusion“ beteiligt sind, selbst Angriffspunkt

neuronaler Plastizität sind. Diese Beobachtungen wurden während plastischer Veränderungen

bei LTP im Hippokampus für SNAP-25 gemacht (Roberts et al. 1998; Genoud et al. 1999).

1.4. Plastizität der Postsynapse

Die Fähigkeit von Nervenzellen, mehrere tausend synaptische Eingänge von anderen

Neuronen zu erhalten, stellt die anatomische Grundlage für die Informationsverarbeitung im

Säugergehirn dar. Die Bildung von funktionellen Zonen (Synapsen) ist dabei an die

Möglichkeit der lokalen Aggregation von Rezeptoren in der postsynaptischen Membran

gebunden. Rezeptorassoziierte Proteine wie Gephyrin spielen dabei eine entscheidende Rolle

(Betz 1998; Kneusel und Betz 2000).

Darüber hinaus stellt die Postsynapse nicht nur eine statische Struktur dar, sondern

unterliegt auch morphologischen Veränderungen, die von der Aktivität der Synapse abhängen

(Okabe et al. 1998). So variiert die Größe der postsynaptischen Zone in Abhängigkeit von der

Entfernung der Synapse auf dem Dendritenbaum zum Zellsoma und zeigt auch

aktivitätsabhängige Veränderungen (Thriller et al. 1990; Nusser et al. 1998; Lim et al. 1999).

Eine Besonderheit der Postsynapse besteht darin, daß diese Größenzunahme von einer
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Perforation der postsynaptischen Verdichtung begleitet sein kann (Calverley und Jones 1987;

Sorra et al. 1998). Dabei invaginieren z. T. fingerartige Ausstülpungen der postsynaptischen

Membran (Spinules) in die Präsynapse und unterteilen die Synapse in verschiedene

funktionelle Zonen (Mikrodomänen) (Edwards 1995a, b; Sorra et al. 1998). Spinules wurden

in unterschiedlichen Abschnitten des Säugergehirns und der Netzhaut (Edwards 1995a, b;

Wagner und Djamgoz 1993) gefunden und haben wegen ihrer Dynamik das Interesse vieler

Arbeitsgruppen geweckt (Weiler 1994; Edwards 1995a, b; Sorra et al.1998).

1.5. Spinules 

In der Netzhaut des Goldfisches sind zwei verschiedene Arten von Spinules beschrieben

worden: Spinules von Zapfenhorizontalzellen (Wagner 1980) und Spinules von Ma- und Mb-

Bipolarzellen (Yazulla und Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996). Die Horizontalzell-

(HC)-Spinules sind im Hellen vorhanden und werden im Dunkeln zurückgebildet. Das

Auftreten von HC-Spinules wird einerseits exogen durch „Hell-Dunkel“ gesteuert,

andererseits endogen durch zirkadiane Rhythmen beeinflußt, wobei Dopamin hier eine

zentrale Rolle spielt (Douglas und Wagner 1983; Wagner et al. 1992). Die Bildung der

Spinules wird über Dopamin D1 Rezeptoren in Gang gesetzt und intrazellulär durch cAMP

bzw. auch durch PKC-abhängige „second messenger-Mechanismen“ beeinflußt (Kirsch et al.

1991; Weiler et al. 1991). Die Rückbildung steht unter dem Einfluß von Glutamat (Weiler

und Schultz 1993). 

Die Funktion der HC-Spinules wird mit dem „Feedback-Verhalten“ chromatischer

Horizontalzellen auf die Photorezeptoren in Verbindung gebracht (Raynauld et al. 1979;

Weiler und Wagner 1984; Kirsch et al. 1990; Wagner und Djamgoz 1993). 

Die HC-Spinules lassen sich morphologisch nur schwer in ein gängiges Bild einer

chemischen Synapse einordnen. An den Spitzen der HC-Spinules findet man z.B. keine

synaptischen Vesikel bzw. Vesikelakkumulationen. Horizontalzellen schütten ihren

Transmitter, vermutlich GABA, wohl über Transporter („Carrierer“) aus (Schwartz 1982,

1987).

Die Spinules der Mb-Bipolaraxonterminalen -Bipolaraxonterminalen werden im folgenden

nur als Terminalen bezeichnet- haben z.T. Vesikelakkumulationen an den Spitzen auf der

Seite der Amakrinen. Die Funktion dieser Bipolar- (BC)-Spinules ist bisher wenig verstanden.

BC-Spinules treten unter Bedingungen auf, in denen die Terminale hyperpolarisiert ist, unter
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Bedingungen reduzierter inhibitorischer (GABAerger / glyzinerger) Aktivität (Yazulla und

Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996). Strukturen, die als Spinules bezeichnet werden,

wurden u.a. auch im Säugergehirn beschrieben, wobei sie z.B. im Hippokampus unter

Bedingungen allgemein gesteigerter erregender glutamaterger Aktivität gebildet werden

(Schuster et al. 1990; Lisman und Harris 1993; Sorra et al. 1998). 

Im Verlaufe der plastischen Veränderungen während LTP kommt es oft zu einer

Perforierung von exzitatorischen Synapsen durch einen Spinule (Edwards 1995a, b). Diese

Perforierung wird als Diffusionsbarriere aufgefaßt und soll die Synapse in zwei funktionelle

Kompartimente separieren (Edwards 1995a, b). Das von Edwards vorgeschlagene Modell

verbindet prä- und postsynaptische Phänomene von LTP; allgemein akzeptiert ist es aber

nicht (Sorra et al. 1998).

1.6. Fragestellung und Versuchsplanung

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob Hell- und Dunkeladaptation zu

morphologisch faßbaren Veränderungen der Prä- und Postsynapse führt. Hierzu sollen

Antikörper gegen prä- und postsynaptische Marker verwendet und auf adaptationsabhängige

Veränderungen in der Verteilung und Expression dieser Marker in der Goldfischnetzhaut

untersucht werden.

Im einzelnen werden immunhistochemische Anfärbungen mit Antikörpern

vorgenommen, die gerichtet sind gegen (1) Gephyrin, ein 93kDa Molekül, das an der

Verankerung von inhibitorischen Rezeptoren wie GABAA- und Glyzin-Rezeptoren

beteiligt ist, gegen (2) die ρ1-Untereinheit des GABAC-Rezeptors und gegen (3)

SNAP-25, ein Protein, das am molekularen Prozeß des „docking und fusion“ von

Vesikeln mit der Plasmamembran teilnimmt. Mb-Bipolarzellen und ihre

Axonterminalen werden mit Antikörper gegen (4) Protein Kinase C (β1-Isoform)

angefärbt.
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2.0 Material und Methoden

Zur Darstellung adaptationsabhängiger Veränderungen prä- und postsynaptischer

Strukturen der Mb-Bipolarterminalen wurden immunhistochemische Mehrfachmarkierungen

durchgeführt. Dazu wurden folgende Primär- und Sekundärantikörper verwendet:

2.1. Verwendete Materialien

Anti-„Glyzinrezeptor“ (Ratte), clone MAb 7a aus der Maus, monoklonal (Boehringer

Mannheim) (im folgenden Anti-Gephyrin genannt);

Anti-ß1-Isoform PKC (aus dem Kaninchen) (Santa Cruz, Heidelberg);

Anti-α-Isoform PKC (aus der Maus, monoklonal) (Amersham, Heidelberg);

Anti-GABA-IgG (aus dem Kaninchen) (Chemicon, Hofheim);

Anti-GABAC-Rezeptor-IgG (ρ (Rho)-Untereinheit) (aus dem Kaninchen); dieser Antikörper

wurde von Herrn Prof. Dr. H. Wässle (Max-Planck-Institut für Hirnforschung, Frankfurt)

zur Verfügung gestellt;

Anti-SNAP-25 (aus der Maus, monoklonal) (Affinity, Grünberg);

Anti-Kaninchen-IgG (aus der Ziege) (Sigma, Deideshofen);

Anti-Maus-IgG (aus der Ziege) (Sigma, Deideshofen);

Anti-Maus Cy2gekoppelt (aus der Ziege) (Dianova, Hamburg);

Anti-Maus Cy5 gekoppelt (aus der Ziege) (Dianova, Hamburg);

Anti-Kaninchen Cy2gekoppelt (aus der Ziege) (Biotrend, Köln);

Anti-Kaninchen FITCgekoppelt (aus der Ziege) (Sigma, Deideshofen);

Maus Peroxidase-Anti-Peroxidase (Maus-PAP) (Dianova, Hamburg);

Kaninchen Peroxidase-Anti-Peroxidase (Kaninchen-PAP) (Dianova, Hamburg);

Die Antikörper wurden mit einer Antikörperverdünner-Lösung aufgenommen. Diese

Lösung bestand aus einer proteinhaltigen PBS-Lösung (2% NGS, 0.5% BSA in PBS und

0.25% Triton-X-100).
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2.2. Netzhautpräparation und histologische Aufarbeitung für die lichtmikroskopische

Immunhistochemie

Es wurden Goldfische (Carassius carassius auratus) verwendet (Standardlänge: 10 bis 12

cm), die von einem lokalen Händler bezogen wurden. Die Fische wurden bis zu ihrer

Verwendung bei regelmäßiger Hell/Dunkel Beleuchtung (8 Uhr Licht an, 20 Uhr Licht aus) in

einem Aquarium im Keller des Instituts gehalten. Hell- und dunkeladaptierte Fische wurden

durch Dekapitierung getötet. Die Augen wurden schnell entnommen und mit einer

Rasierklinge halbiert. Danach wurde die Retina vorsichtig aus dem hinteren Augenbecher

isoliert und mit 4% Paraformaldehyd in 0.06 M Phosphatpuffer (pH 7.4) und 3% Sukrose

immersionsfixiert. Die Dauer der Aldehydfixierung hing dabei von den verwendeten

Primärantikörpern ab:

Primärantikörper Dauer der Fixierung

Anti-PKC (α und β1 Untereinheit) 1 bis 2 Stunden bei 4°C

Anti-Gephyrin 15 bis 30 Minuten bei 4°C

Anti-GABAC keine Aldehydfixierung, nur Ethanol-

Aceton-Behandlung (-20°C)

Anti-SNAP-25 1 - 2 Stunden bei Raumtemperatur

Die Netzhäute wurden danach jeweils 3 mal 15 Minuten in PBS gewaschen und in einer

aufsteigenden Sukrosereihe (10, 20 und 30% Sukrose in PBS) infiltriert (Dauer: 30 Minuten,

60 Minuten und „über Nacht“) und mehrmals in flüssigem Stickstoff schockgefroren, um so

das Eindringen der Antikörper zu erleichtern (Eldred et al. 1983). Die Retinastücke wurden

danach in Kryomatrix (TissueTek, Miles) umgebettet und eingefroren. Mit einem

Gefriermikrotom (Slee) wurden 16µm dicke Gefrierschnitte hergestellt. Sie wurden mit

Chrom/Gelatine beschichteten Objekträgern aufgenommen, getrocknet und bei -80 °C bis zur

Verwendung gelagert.

Nachfolgend wird die immunhistochemische Aufarbeitung exemplarisch für die PKC-

Gephyrin Doppelmarkierung beschrieben.
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2.3. Immunhistochemie der Gephyrin-PKC Doppelmarkierungen

Die Gefrierschnitte wurden aufgetaut und bei 37°C für 30 Minuten getrocknet. Danach

wurde die Kryomatrix mit PBS abgewaschen und die Schnitte für 30 Minuten mit einer

„Präinkubationslösung“ (4% NGS, 1% BSA in PBS und 0.25% Triton-X-100) inkubiert, um

einerseits unspezifische Bindungen zu minimieren und um andererseits die Penetration der

Antikörper zu erleichtern (Larsson 1988). Danach wurden die Schnitte 30 Minuten mit PBS

gewaschen und sodann das Primärantikörpergemisch (Anti-PKC und Anti-Gephyrin jeweils

1:100 in Präinkubationslösung verdünnt) entweder für 4 Stunden bei Raumtemperatur oder

über Nacht bei 4 °C auf die mit einem Fettstift umrandeten Schnitte gegeben. Das

Sekundärantikörpergemisch (Anti-Maus-Cy5 und Anti-Kaninchen-Cy2, jeweils 1:100

Endverdünnung) wurde nach nochmaligem Waschen mit PBS für 1 Stunde bei

Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben. Nach abschließendem 30minütigem Waschen mit

PBS wurden die Objekträger in Fluorosave (Calbiochem) eingeschlossen und bis zum

weiteren Gebrauch bei 4°C im Kühlschrank gelagert.

Um die Spezifität der Antikörpermarkierung zu testen, wurde eine methodische Kontrolle

vorgenommen, bei der die primären Antikörper weggelassen und statt dessen

Präinkubationslösung auf den Schnitten belassen wurde (Larsson 1988). Hierdurch konnte nur

nachgeprüft werden, ob und in welcher Weise die verwendeten Sekundärantikörper selber

Antigene im Gewebe erkennen. Die so durchgeführten Kontrollen zeigten keine Markierung

in den Präparaten.

2.4. GABAC-Rezeptor Immunhistochemie

Für die Lokalisation der ρ-Untereinheit des GABAC-Rezeptors mußte die Fixierung des

Gewebes verändert werden, da sich der Antikörper als sehr fixierungsempfindlich

herausstellte. Dazu wurden die isolierten Netzhautstücke in unfixiertem Zustand sehr schnell

mit flüssigem Stickstoff in TissueTek eingefroren, mit einem Kryostat geschnitten, auf

beschichteten Objekträgern aufgefangen und dann mit gekühltem Ethanol (70%) und Aceton

(70%) bei –20 °C jeweils für ca. 2 Minuten fixiert.

Die anschließende GABAC-PKC Immunhistochemie erfolgte mit dem von Herrn Wässle

zur Verfügung gestellten Antikörper gegen die Rho-Untereinheit des GABAC-Rezeptors

(1:100 verdünnt). Als „Gegenmarkierung“ wurde ein Antikörper verwendet, der spezifisch

die α-Isoform von PKC erkennt (Santa Cruz, Heidelberg, Verdünnung 1:100). Die
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Zweitantikörper waren ein Ziege-Anti-Kaninchen-FITC und ein Ziege-Anti-Maus-Cy5 IgG;

jeweils 1:100 verdünnt.

Die GABAC-Gephyrin Doppelmarkierung erfolgte mit einem Gemisch der

Primärantikörper, bestehend aus dem Maus-Anti-Gephyrin-IgG (1:100) und dem Antikörper

gegen die Rho-Untereinheit des GABAC-Rezeptors (1:100). Das Zweitantikörpergemisch

bestand aus dem Ziege-Anti-Kaninchen-FITC (1:100) und dem Ziege-Anti-Maus Cy5

gekoppelten IgG (1:100).

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden unter Verwendung der gleichen

Filterkombination vorgenommen, wie sie für die PKC-Gephyrin-Doppelmarkierungen mit

dem CLSM 401 benutzt und beschrieben werden (s. 2.7. Lichtmikroskopische CLSM-

Photodokumentation).

2.5. GABA Immunhistochemie am Semidünnschnitt

Die Darstellung inhibitorischer Synapsen in der inneren Goldfischnetzhaut wurde ergänzt

durch eine immunhistochemische Markierung von GABA. Die GABA-Markierungen wurden

nicht an Gefrierschnitten durchgeführt, sondern an Semidünnschnitten von in Plastik

eingebetteten Präparaten (zur Methode siehe: Chun und Wässle 1989; Wässle und Chun

1989; Wulle et al. 1990).

Zu Beginn wurden die entnommenen Augenbecher für 1 Stunde in 2.5% Glutaraldehyd,

1% Paraformaldehyd in 0.06M Phosphatpuffer (pH 7.4) und 3% Sukrose fixiert und danach in

PBS gewaschen. Im Anschluß daran wurden die Präparate in einer aufsteigenden

Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% und 100%) für die Dauer von jeweils 30

Minuten entwässert und zum Schluß in Aceton (ebenfalls für 30 Minuten) überführt.

Nach der Entwässerung erfolgte die Infiltration mit Aceton-Epon-Mischungen

(Intermedien):

a) 2 Teile Aceton - 1 Teil Epon (Dauer: 40 Minuten);

b) 1 Teil Aceton - 1 Teil Epon (Dauer: 60 Minuten);

c) 1 Teil Aceton - 2 Teile Epon (Dauer: 120 – 180 Minuten).

Die Herstellung der Epon-Mischung wurde nach Angaben aus der Literatur vorgenommen

(Glauert 1975; Hayat 1989). Zum Schluß wurden die Präparate in Epon über Nacht im

Exsikkator entgast, am darauffolgenden Tag in Förmchen überführt und für zwei Tage bei

56°C im Ofen polymerisiert.
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Von den ausgehärteten Proben wurden Semidünnschnitte (1µm) erstellt, auf beschichtete

Objektträger aufgezogen und auf der Wärmeplatte getrocknet. Um die GABA-Markierung

durchführen zu können, mußte das Epon mit einer gesättigten Natriumethanolat-Lösung

herausgelöst werden (Romeis 1989). Danach wurden die Objektträger nacheinander kurz mit

Ethanol, A. dest. und PBS gewaschen.

Die anschließende GABA-Immunhistochemie erfolgte mit einem Kaninchen-Anti-GABA-

IgG (Chemicon, Hofheim), welches in einer Verdünnung von 1:250 über Nacht auf die

Schnitte gegeben wurde. Danach wurden die Schnitte in PBS gewaschen und mit einem

Ziege-Anti-Kaninchen-IgG (1:50) inkubiert (Dauer: 1 Stunde). Zum Schluß erfolgte die

Inkubation mit dem Kaninchen Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex (Kaninchen-PAP;

1:200; Dauer: 1 Stunde).

Nach dem Waschen mit 0.2 M TRIS-HCl-Puffer (pH 7.4) erfolgte die DAB-Reaktion,

welche im Kapitel 2.8 „Elektronenmikroskopische preembedding Immunhistochemie“

genauer beschrieben wird. Zum Abschluß wurden die Objektträger mit Depex (Serva)

eingeschlossen. Die Untersuchung der Schnitte erfolgte mit einem konventionellen

Mikroskop (Axiophot, Zeiss), das mit Plan-Neofluar-Objektiven ausgestattet war. Aufnahmen

GABA-IR Schnitte wurden mit einer Sony-CCD-Color-Video-Kamera gemacht und mit dem

Programm Scion-Image (NIH, Bethesda, Maryland) digitalisiert und gespeichert.

2.6. SNAP-25 Immunhistochemie

Die PKC-SNAP-25 Doppelmarkierungen wurden bis auf wenige Ausnahmen wie die

Gephyrin-PKC Markierungen durchgeführt. Die Netzhautstücke konnten bei diesem

Antikörper bis zu zwei Stunden aldehydfixiert werden. Das Primärantikörpergemisch bestand

aus dem monoklonalen Anti-SNAP-25 IgG (aus der Maus; 1:1000) und dem polyklonalen

Anti-ß1 IgG (Kaninchen; 1:100). Die Zweitantikörper-Mischung bestand aus einem Cy5-

gekoppelten Anti-Maus-IgG (Endverdünnung 1:100) und einem Cy2-gekoppelten Anti-

Kaninchen-Antikörper (Endverdünnung 1:100).
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2.7. Lichtmikroskopische CLSM-Photodokumentation

Sowohl die PKC-Gephyrin Doppelimmunfluoreszenz als auch die PKC-SNAP-25- bzw.

die Gephyrin-GABAC Doppelmarkierungen wurden mit einem konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskop (CLSM 410) der Firma Zeiss beobachtet und dokumentiert. Dabei wurden FITC-

und Cy2-Fluorochrome mit einem externen Argonlaser (Wellenlänge: 488nm) angeregt und

die Emission mit einem Bandpassfilter von 515 bis 565nm bzw. einem Langpass-Filter

>515nm beobachtet. Das Cy5-Fluorochrom wurde mit einem internen HeNe-Laser

(Wellenlänge: 633nm) angeregt und mit einem Bereichsfilter 665nm („rangepass“)

beobachtet. Bei den Doppelmarkierungen wurde das eingescannte Fluoreszenzsignal für jedes

Fluorochrom in einem eigenen Kanal hinsichtlich Helligkeit und Kontrast getrennt digital

optimiert.

Zur Beurteilung der Kolokalisation der verschiedenen Antikörper verwendeten wir eine

Funktion des CLSM-Rechners, bei der durch die Bildstapel von Terminalen orthogonale

Schnitte gelegt wurden. Hierdurch war es möglich, den gesamten Informationsgehalt des

Bildstapels in einer Rekonstruktion darzustellen und somit zu beurteilen, ob die Gephyrin-IR

Flecken zur Oberfläche einzelner PKC-IR Terminalen gehören (siehe Abb. 3.6).

Zur besseren Darstellung der Gephyrin-IR in der IPL wurden die eingescannten optischen

Schnitte eines Bildstapels mit Hilfe der Projektionsfunktion der CLSM-Software

übereinanderprojiziert und unter verschiedenen Winkeln betrachtet. Danach wurde mit der

„threshold“-Funktion des CLSM-Programmes das Hintergrundsignal (definierter Grauwert

des Zellkerns einer Amakrinen oder Horizontalzelle) von dem eingescannten Image digital

subtrahiert (siehe Abb. 3.4).

2.8. Elektronenmikroskopie: preembedding Gephyrin-Markierungen in der IPL 

Die hell- und dunkeladaptierten Netzhautstücke wurden nach der in Abschnitt 2.2.

„Netzhautpräparation und histologische Aufarbeitung“ beschrieben Methode präpariert. Die

isolierte Netzhaut wurde für 30 Minuten in 4% Paraformaldehyd, 0.06 M Phosphatpuffer (pH

7.4) und 3% Sukrose fixiert und mit PBS gewaschen. Anschließend wurden 100 bis 150 µm

dicke Streifen mit einem „Tissue-Sectioner“ von Sorvall hergestellt und 6 Stunden in

Präinkubationslösung (4% NGS, 1% BSA in PBS ohne Triton) bei Raumtemperatur inkubiert.

Danach wurden die Streifen zwei Tage bei 4 °C mit dem Primärantikörper (Maus-Anti-

Gephyrin-IgG 1:50), einen Tag mit dem Anti-Maus-Brückenantikörper (Dianova 1:100 bei
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Raumtemperatur) und einen Tag mit dem Maus-Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex

(Maus-PAP Dianova 1:100, bei Raumtemperatur) inkubiert. Die Verdünnung der Antikörper

erfolgte mit der Antikörperverdünner-Lösung (2% NGS, 0.5% BSA in PBS). Nach 3 mal

10minütigem Waschen mit 0.2 M TRIS-Puffer (pH 7.4) wurden die Streifen 10 bis 15

Minuten in einer DAB-Lösung ohne Wasserstoffperoxid vorinkubiert. Die DAB-Lösung

wurde durch Auflösen einer Fertigtablette Diaminobenzidin (Sigma) in 1 ml A. dest.

hergestellt. Danach wurde die Inkubation in neuer DAB-Lösung in der Gegenwart von 0.05%

Wasserstoffperoxid unter visueller Kontrolle (Binokular) fortgesetzt; nach ca. 20 - 30

Minuten wurde die Reaktion durch Waschen mit TRIS-HCl-Puffer beendet. Nach dem

Waschen mit PBS wurden die Streifen über Nacht in 2.5% Glutaraldehyd, 1%

Paraformaldehyd, 0.06 M Phosphatpuffer, 3% Sukrose (pH 7.4) fixiert. Die Osmium-

Nachfixierung erfolgte danach mit 1% Osmiumtetroxid (OsO4) und 0.5%

Kaliumhexacyanoferrat (K3Fe(CN)6) in 0.06 M Phosphatpuffer und 3% Sukrose für eine

Stunde. Anschließend wurden die Netzhautstreifen mit einer 2% Uranylacetat-Lösung in A.

dest. Block-kontrastiert (Dauer: 1 Stunde, 4°C). Es folgte danach die Entwässerung mit einer

„aufsteigenden“ Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100% Ethanol und 100%

Aceton) und anschließend die Infiltration mit Epon/Acetonmischungen (1:2, 1:1 und 2:1)

sowie mit Epon. Nach der Entgasung im Exsikkator wurden die Netzhautstreifen für zwei

Tage bei 58°C polymerisiert.

Nach Aushärtung der Proben wurden Semidünnschnitte angefertigt und diejenigen

Schnitte ausgewählt, die sowohl eine gute Gewebsqualität hatten als auch gut markiert waren.

Von diesen Proben wurden Ultradünnschnitte von 100 nm Dicke mit einem Leika-Ultra-Cut-

Mikrotom hergestellt. Die Ultra-Dünnschnitte wurden mit einem LEO912

Elektronenmikroskop bei 80 keV untersucht und mit Hilfe einer HSSCCD-Kamera

digitalisiert und dem VarioVision-Software-Programm (Soft Imaging System, Münster)

dokumentiert.

2.9. Elektronenmikroskopie: preembedding PKC-Markierung von Mb-BTs

Die elektronenmikroskopische Darstellung von PKC-IR Mb-Bipolarterminalen in der

Goldfischnetzhaut erfolgte bis auf wenige Ausnahmen wie in Kap. 2.8. beschrieben (siehe

auch Chun et al. 1993; Behrens und Wagner 1996). Als Primärantikörper wurde der

polyklonale Anti-ß1-Antikörper aus dem Kaninchen (Santa Cruz, Heidelberg) verwendet
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(Endverdünnung: 1:50). Nach einer Inkubationsdauer von 36 Stunden wurden die Streifen für

einen Tag mit einem Brückenantikörper Ziege Anti-Kaninchen (Sigma, Deideshofen) in einer

Verdünnung von 1:100 behandelt. Danach erfolgte über 2 Tage die Inkubation mit dem

Kaninchen Peroxidase-Anti-Peroxidase IgG (Kaninchen PAP, Dianova, Hamburg). Die

anschließende DAB-Reaktion und weitere Immunhistochemie unterschieden sich nicht von

der bereits in Kap. 2.8. beschriebenen Methodik.

2.10. Elektronenmikroskopie: preembedding SNAP-25 Darstellung in der OPL

Die elektronenmikroskopische Untersuchung von SNAP-25-IR in der OPL der

Goldfischnetzhaut erfolgte ebenfalls bis auf wenige Ausnahmen wie in Kap. 2.8. beschrieben.

Als Primärantikörper wurde der monoklonale Anti-SNAP-25 Antikörper aus der Maus

verwendet (Endverdünnung: 1:500). Nach einer Inkubationsdauer von 48 Stunden wurden die

Streifen für einen Tag mit einem Brückenantikörper Ziege Anti-Maus (Sigma, Deideshofen)

in einer Verdünnung von 1:100 behandelt. Danach erfolgte über 2 Tage die Inkubation mit

dem Maus Peroxidase-Anti-Peroxidase IgG (Maus PAP, Dianova, Hamburg) in einer

Verdünnung von 1:100. Die folgende DAB-Reaktion und Immunhistochemie wurden bereits

in Kap. 2.8. beschrieben.
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3.0. Ergebnisse

Um einen Eindruck von den PKC-IR Mb-Bipolarzellen zu erhalten, wird zuerst die

Morphologie der Mb-Axonterminalen angeführt, um danach die adaptationsabhängigen

morphologischen Veränderungen dieser Terminalen vorzustellen (zu Details siehe Yazulla

und Studholm 1992; Behrens und Wagner 1996). Danach soll anhand von verschiedenen

immunhistochemischen Mehrfach-Markierungen die Lokalisation von prä- und

postsynaptischen Proteinen in der inneren Netzhaut auf adaptationsabhängige Veränderungen

untersucht werden. Dabei wurde sowohl in der IPL als auch in der OPL auf Änderungen der

Anzahl und Morphologie der Immunoreaktivitäten geachtet.

3.1. Morphologie und Plastizität der PKC-IR Mb-Bipolarzellen in der

Goldfischnetzhaut

Mit Hilfe von Antikörpern gegen die ß1-Isoform der PKC lassen sich in der

Goldfischnetzhaut zwei Populationen von Bipolarzellen immunhistochemisch anfärben. Die

Abbildung 3.1 zeigt immunhistochemisch markierte Gefrierschnitte von hell- und

dunkeladaptierten Goldfischnetzhäuten. Der PKC-Antikörper markiert eine

Bipolarzellpopulation, deren großer Zellkörper in der Mitte der INL liegt (Pfeil in Abb. 3.1a).

Vom Zellkörper geht ein kräftiger Dendrit in Richtung der äußeren Faserschicht (OPL). Diese

Bipolarzellen besitzen große Axonterminalen (Pfeilköpfe), die in der Sublamina b der IPL in

der Nähe der Ganglienzellen liegen. Aufgrund der charakteristischen Morphologie der Zellen

und der Lage ihrer Axonterminalen in der Sublamina b der IPL handelt es sich bei diesen

Zellen um gemischte Stäbchen-Zapfen Bipolarzellen (Mb-BCs) (Kaneko 1970, Ishida et al.

1980; Saito et al. 1983 und 1985; Sherry und Yazulla 1993).

Bei den anderen Bipolarzellen, deren rundlicher Zellkörper kleiner ist und weiter proximal

in der INL liegt, handelt es sich um eine Subpopulation der Zapfenbipolarzellen (siehe auch:

Suzuki und Kaneko 1990); diese Zapfenbipolarzellen sind in Abb. 3.1 a und b leider nicht zu

erkennen, da deren PKC-Immunfluoreszenz deutlich schwächer ist. 



Abb. 3.1
Licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von PKC- Immunoreaktiven hell- (a und c)
und dunkeladaptierten (b und d) Mb-BCs der Goldfischnetzhaut. Der Pfeil in (a) markiert den
Zellkörper einer Mb-BC in der INL. Die Pfeilköpfe in (a und b) zeigen auf Axonterminalen der
Mb-BCs in der IPL. (c) und (d) zeigen Axonterminalen in der IPL. Die Sterne in (d) liegen in
konkaven „Einziehungen“, der Pfeil in (d) weist auf einen Fortsatz der Terminale, welcher sich
zwischen AC-Profilen „drängt“, hin. Balken: (a)+(b): 20 µm; (c)+(d): 3µm.
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Abb. 3.2
Ausschnitt einer PKC-IR dunkeladaptierten Mb-BT. Die Pfeile markieren Spinules mit
Vesikelakkumulationen. Balken: 2µm.
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Die Übersichtsaufnahmen der PKC-markierten hell- und dunkeladaptierten Fischnetzhäute

zeigen adaptationsabhängige Unterschiede in der Morphologie der Axonterminalen der Mb-

Bipolarzellen. Die Terminalen der helladaptierten Mb-Bipolarzellen sind eher rundlich; die

Oberfläche der Terminalen ist eher „glatt“, und ihre Kontur ist konvex. Das Fluoreszenzsignal

für PKC ist in der helladaptierten Terminale eher diffus verteilt und füllt sie, bis auf

„schwarze Löcher“, die von Mitochondrien stammen, annähernd gleichmäßig aus. Die

Axonterminalen der dunkeladaptierten Mb-Bipolarzellen zeigen eine andere Morphologie:

Die Terminalen sehen „kantiger“ und „zerklüfteter“ aus, ihre Oberflächenkontur ist konkav.

Die PKC-IR ist in der dunkeladaptierten Terminale deutlich „randständiger“ lokalisiert (Abb.

3.1b).

Auf den Gefrierschnitten der radiär angeschnittenen Netzhäute kann man an den

Terminalen der Mb-Bipolarzellen vereinzelt einige Fortsätze erkennen, die aus dem basalen

Abschnitt der Terminale bzw. vom zentralen Element der Terminale abgehen und in der

Schicht S5 der IPL (Cajal 1894) verbleiben.

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen von hell- und dunkeladaptierten Mb-

Bipolarterminalen zeigen diese Veränderung der Morphologie der Axonterminalen auf

ultrastruktureller Ebene (Abb. 3.1c und d). Die helladaptierte Mb-Terminale ist rundlicher

und besitzt eine konvexe Oberflächenkontur (Abb. 3.1c), wohingegen die dunkeladaptierte

Mb-Terminale eine „kantigere“ Gestalt aufweist und konkave Einziehungen besitzt

(Sternchen in Abb. 3.1d). Zwischen diesen Einziehungen sieht man fingerartige

cytoplasmatische Plasmamembranausstülpungen, die sich zwischen die anliegenden

Amakrinzellfortsätze schieben (Pfeil in Abb. 3.1d).

Dunkeladaptierte Mb-Terminalen besitzen fingerartige Ausstülpungen (Spinules), die in

Amakrinzellprofile invaginieren (Abb. 3.2). Diese Spinules sind in helladaptierten Netzhäuten

zahlenmäßig deutlich zurückgebildet. Die BC-Spinules besitzen auf der Amakrinzellseite

fokal begrenzte präsynaptische Vesikelakkumulationen (Pfeile in Abb. 3.2).
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3.2. Verteilung von inhibitorischen postsynaptischen Orten in der IPL und an Mb-

Bipolar-Axonterminalen in der Goldfischnetzhaut

BC-Spinules werden als Orte inhibitorischer Signalübertragung von den Amakrinzellen

auf die Bipolarzellen angesehen (Yazulla und Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996).

Da Spinules transiente Strukturen der Mb-Terminale sind, stellte sich die Frage, ob sich

inhibitorische Rezeptoren in ihnen nachweisen lassen und sich die Dynamik der Spinules

auch auf der Rezeptorebene verfolgen läßt.

Zum einen wurde ein Antikörper verwendet, der spezifisch Gephyrin, ein 93 kD großes

Membranprotein, erkennt. Gephyrin ist an der Verankerung und lokalen Aggregation

(„clustering“) von inhibitorischen Rezeptoren, wie z.B. GABAA- und Glyzin-Rezeptoren, an

synaptischen Zonen der postsynaptischen Membran mit Zytoskelettproteinen (β-Tubulin)

beteiligt (Kirsch und Betz 1993; Sassoè-Pognetto et al. 1995; Craig et al. 1996; Betz 1998).

Erste immunhistochemische Befunde von Yazulla et al. (1991) zeigten, daß Mb-Spinules

Gephyrin-IR sein können. 

Andererseits wurde ein Antikörper eingesetzt, der spezifisch die Rho-Untereinheit des

GABAC-Rezeptors erkennt.

3.2.1. Fluoreszenzmikroskopische Verteilung von Gephyrin in der IPL

Die Übersichtsaufnahmen von Gefrierschnitten von hell- und dunkeladaptierten

Goldfischnetzhäuten nach einer Gephyrin-PKC Doppelmarkierung zeigen ein fleckiges

Gephyrin-Signal in der IPL (Abb. 3.3). Die fleckige Gephyrin-IR weist eine Laminierung auf,

wobei vier Schichten mit erhöhter Immunoreaktivität besonders deutlich erkennbar sind

(Pfeile in Abb. 3.3b).

Um zu zeigen, daß es sich bei diesen laminären Anhäufungen von Gephyrin-IR Flecken

um Schichten und nicht um Projektionsartefakte handelt, und um weiterhin diese Schichten in

ihrer relativen Lage in der IPL genauer beschreiben zu können, wurden Bildstapel, bestehend

aus 8 bis 12 optischen Schnitten, in einem Abstand von 1.5µm in z-Richtung eingescannt und

übereinander projiziert (Abb. 3.4). Durch Rotation des Bildstapels um die x-Achse ließ sich

der Blickwinkel soweit verändern, daß der projizierte Bildstapel direkt „orthogonal“

betrachtet werden konnte.



Abb. 3.3
Gefrierschnitte von hell- (a) und dunkeladaptierten (b) PKC-Gephyrin doppelmarkierten
Goldfischnetzhäuten. Gephyrin: rot; PKC: grün. Die Pfeile in (b) weisen auf die
horizontalen Laminierungen der Gephyrin-IR in der IPL hin. Balken: 20µm.
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Abb. 3.4
Projektion von 12 „optischen Schnitten“ durch die IPL eines PKC-Gephyrin
doppelmarkierten Gefrierschnittes  (a); (b) zeigt die Gephyrin-Immunoreaktivität nach
digitaler „threshold-Subtraktion“. Die Prozentangaben beziehen sich auf die relative Lage in
der IPL. Balken: 10 µm.
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Hierbei tritt dann die Schichtung der Gephyrin-IR besonders deutlich hervor, ohne durch

Verzerrungen einer leicht tangentialen Schnittführung überlagert zu werden. Abb. 3.4 zeigt

das Ergebnis dieser digitalen Aufarbeitung, wobei Abb. 3.4b nur das Gephyrin-Signal nach

digitaler threshold-Überarbeitung zeigt. Die Prozentangaben beziehen sich dabei auf die

relative Lage der Gephyrin-Laminierung in der IPL. Die Grenze von INL zur IPL wird dabei

als 0% definiert und die Grenze der IPL zur Ganglienzellschicht (GCL) sodann als 100%

angegeben.

Die so unabhängig von der Dicke der Netzhaut vergleichbaren Gephyrin-IR Streifen liegen

bei 23, 37, 62 und 77 Prozent in der IPL. Die IPL zwischen den vier Streifen erhöhter

Gephyrin-IR ist nicht „immunonegativ“, sondern enthält nur weniger Gephyrin-IR Flecken.

Gephyrin-Markierungen hell- und dunkeladaptierter Goldfischnetzhäute weisen keine

auffälligen Unterschiede in der Menge bzw. der Markierungsintensität von Gephyrin-Flecken

auf (Abb. 3.3a und b). Weitergehende quantitative Auszählungen und Grauwertbestimmungen

der Gephyrin-Flecken wurden nicht vorgenommen.

3.2.2. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Gephyrin-IR an den Mb-

Terminalen 

Die PKC-Gephyrin doppelmarkierten Gefrierschnitte weisen auf der Oberfläche der PKC-

IR Axonterminalen Gephyrin-IR Flecken auf (Abb. 3.5). Um zu zeigen, daß diese „Gephyrin-

IR Spots“ mit der Oberfläche der Terminale assoziiert sind und sich nicht etwa nur in ihrer

Nähe befinden, bzw. es sich nicht um Projektionsfehler handelt, wurden orthogonale Schnitte

durch Bildstapel eingescannter Terminalen gelegt (Abb. 3.6).

Die Auswertung orthogonaler Schnitte durch die Mb-Terminalen ergab, daß einzelne

Gephyrin-IR Flecken tatsächlich auf der Oberfläche der Terminale verteilt sind (Abb. 3.6). 

Bei der Auswertung der Doppelmarkierungen zeigte sich, daß die Gephyrin-IR Flecken an

bevorzugten Orten der Mb-Terminale vorkommen (Abb. 3.5 und 3.7): a) am Übergang des

Axons in das zentrale Element der Mb-Terminale; b) randständig um die Terminale verteilt,

wobei eine deutliche Häufung in der distalen (photorezeptorwärts gewandten) Hälfte der

Terminale festzustellen ist, und c) vereinzelt an den Fortsätzen der Terminalen.



a

b

Abb. 3.5
Gephyrin-PKC doppelmarkierter Gefrierschnitt einer dunkeladaptierten Goldfischnetzhaut
(a). Gephyrin: rot; PKC: grün. In (b) wird nur die Gephyrin-IR gezeigt. Die Pfeile weisen
auf Gephyrin-IR Flecken auf der Oberfläche der Terminalen hin. Balken 10µm.



Abb. 3.6
Orthogonale Schnitte durch eine dreidimensional rekonstruierte Mb-BT. Dazu wurden
Serien von 10 bis 12 Bildern in einem Abstand von 0,2 µm in z-Ebene mit dem
CLSM-Softwareprogramm in ein dreidimensionales Bild umgerechnet. PKC grüner
Kanal; Gephyrin roter Kanal. (a) zeigt den Blick von oben durch die gelbe Ebene in
(c). (b) zeigt den Blick von rechts auf die blaue Ebene. Der gelbe Strich in (b)
entspricht wieder der gelben Ebene in (c). (d) zeigt eine schematische Darstellung der
Schnittführung. Die farbigen Punkte in  (d) entsprechen denen in (a) bis (c). Die
punktförmige Gephyrin-IR im Schnittpunkt der Ebenen befindet sich unter allen drei
möglichen Blickwinkeln auf der Oberfläche der Axonterminale. Balken: 10µm.
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Abb. 3.7
Die Graphik zeigt eine schematisierte Mb-BC (a). Eine semi-quantitative Auswertung (mittels
Serienschnitten) von jeweils 15 hell- und dunkeladaptierten Terminalen (insgesamt 6
Netzhäute) ergab eine Häufung der Gephyrin-IR Flecken im Bereich der rot markierten
Zonen (a). Das Diagramm zeigt die quantitative Auszählung der Gephyrin-IR an der
Axonterminale (Mittelwert ± Standardabweichung). Der Übergang Axon in Axonterminale
wurde anhand des doppelten Axondurchmessers definiert.
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In vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, daß Spinules der Mb-Terminalen

Gephyrin-IR sein können (Yazulla und Studholme 1991, 1992). Da diese Spinules im

Dunkeln vorhanden sind und im Hellen verschwinden, sollte man erwarten, daß es im

Dunkeln mehr Gephyrin-IR an den Mb-Terminalen gibt, unter der Voraussetzung, daß

Gephyrin ein geeigneter Marker für BC-Spinules ist.

Nachfolgend wurden deshalb jeweils 15 hell- und dunkeladaptierte Mb-Terminalen aus

insgesamt 6 Netzhäuten quantitativ auf Gepyrin-IR-Flecken untersucht. Diese Auswertung

der Gephyrin-IR ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Es wurden alle Gephyrinflecken an der

Terminale gezählt (große und kleine). Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede

in der Anzahl von Gephyrin-IR-Flecken in hell- und dunkeladaptierten Mb-Terminalen

gefunden werden.

3.2.3. Elektronenmikroskopische Untersuchung der Gephyrin-IR an Mb-BTs des

Goldfisches

Um die gewonnenen Befunde zu präzisieren, wurde im Anschluß an die

fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen die Lokalisation von Gephyrin-IR an

preembedding Material auf ultrastruktureller Ebene elektronenmikroskopisch untersucht.

Abb. 3.8 zeigt eine Montage von elektronenmikroskopischen Aufnahmen der IPL, auf der

sowohl die Innere Körnerschicht als auch die Ganglienzellen mit ihren Axonen zu erkennen

sind. Gephyrin-IR ist in dieser Abbildung als fleckiges, dunkles DAB-Reaktionsprodukt in

der IPL zu erkennen (Pfeile in Abb. 3.8). Die Übersichtsaufnahme läßt eine Laminierung der

Gephyrin-IR-Flecken eher schwer erkennen, bestätigt aber im wesentlichen die fleckige

Verteilung der Gephyrin-IR, wie sie in den lichtmikroskopischen Präparaten beobachtet

wurde (siehe Abb. 3.3).

Nachfolgend sollen einige Beispiele für Gephyrin-IR in der IPL angeführt werden. Abb.

3.9 zeigt Gephyrin-IR Synapsen. In Abb. 3.9a ist das DAB-Reaktionsprodukt auf der Seite

der Postsynapse fokal begrenzt (Pfeil). Eine präsynaptische Vesikelakkumulation ist nur

undeutlich zu erkennen (Stern in Abb. 3.9a). Abb. 3.9b zeigt zwei Gephyrin-IR Postsynapsen,

die durch eine fingerartige Ausstülpung der Präsynapse voneinander getrennt sind.



Abb. 3.8
Gephyrin-preembedding-Immunhistochemie. Die Montage von elektronenmikroskopischen 
Einzelbildern der Goldfisch-IPL zeigt ein fleckiges DAB-Reaktionsprodukt. Die Nummern in 
der Abbildung weisen auf identifizierte Strukturen hin. Balken: 10µm.
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Abb. 3.9
(a) und (b) zeigen Gephyrin-IR Postsynapsen, visualisiert durch DAB-Reaktion (Pfeil in a).
Die Synapse in (b) ist dabei durch eine fingerartige Ausstülpung (Spinule) durchbohrt.
Man beachte auch die longitudinalen Strukturen innerhalb des Spinules und die
Omegastruktur (Pfeil in b).
Die Identität der prä- und postsynaptischen Partner ist unklar. Mi = Mitochondrium.
Balken: 0.5µm.
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Abb. 3.10
Gephyrin-IR preembedding Elektronenmikroskopie. (a) Anschnitt einer Gephyrin-IR
Mb-BT. Die Gephyrin-IR (Pfeile) findet sich ausschließlich auf der distalen Seite der
Terminale. (b) und (c) Ma-BTs mit Gephyrin-IR Spinules (Pfeile). Balken (a): 5µm; in
(b) und (c) 1µm.
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Abb. 3.11
(a) und (b) zeigen Anschnitte von Mb-BTs. Die Pfeile weisen auf Spinules hin. Nur der
Spinule in (a) ist Gephyrin-IR. Balken: 1µm.
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Bei stärkerer Vergrößerung erkennt man wenige Vesikel auf der präsynaptischen Seite

(Pfeil in 3.9b). Gephyrin-markiert sind in beiden Fällen nicht Bipolarterminalen, sondern

Amakrin-Zellfortsätze, die durch eine Anhäufung von synaptischen Vesikeln und

Mitochondrien charakterisiert sind.

Gephyrin-IR ist auch an Mb-Terminalen zu finden. Abb. 3.10a zeigt eine Mb-Terminale

mit DAB-Reaktionsprodukt. Auf Grund der schwachen Fixierung und der langen

Inkubationsdauer ist die Gewebserhaltung nicht sehr gut. DAB-Reaktionsprodukt ist am

oberen Rand (der photorezeptorwärts gerichteten Seite) der Terminale zu erkennen (Pfeile in

Abb. 3.10a). Die Untersuchung von 45 Gephyrin-markierten Mb-Terminalen zeigte, daß das

DAB-Reaktionsprodukt immer am distalen Umfang der Terminale lokalisiert ist, während am

proximalen Umfang der Terminalen (der den Ganglienzellen zugekehrten Seite) niemals

Gephyrin-IR DAB-Produkt beobachtet wurde.

Neben den Mb-Terminalen waren auch Ma-Terminalen Gephyrin-IR. Abb. 3.10 zeigt zwei

Ma-Axonterminalen in der IPL. Die Gephyrin-IR befindet sich in Spinules (Pfeile in Abb.

3.10b und c), welche bei Ma-Terminalen bevorzugt im Hellen zu finden sind. Eine genauere,

quantifizierbare Bestimmung der Anzahl und Verteilung der Gephyrin-IR Spinules der Ma-

Bipolarterminalen steht noch aus.

Spinules von Mb-Terminalen enthalten z.T. auch Gephyrin-IR. In Abb. 3.11a ist ein

Beispiel eines Gephyrin-IR-Spinules aufgeführt. Das Reaktionsprodukt ist nur auf den

Spinule beschränkt und grenzt sich deutlich vom restlichen Zytoplasma der Terminale ab.

Neben Gephyrin-markierten Spinules waren in den Präparaten auch immer gleichzeitig nicht-

markierte Spinules auszumachen (Abb. 3.11b). Um sicher zu sein, daß es sich hierbei nicht

um falsch-negative Beobachtungen handelt, die sich auf Grund von Penetrationsproblemen

der Antikörper ergeben haben könnten (Larsson 1988), wurden nur Netzhautstreifen

verwendet, bei denen das Reaktionsprodukt, wie in Übersichtsabbildung 3.8 gezeigt, in der

gesamten IPL verteilt vorkam.

Die Untersuchung von einzelnen Ultradünnschnitten von 45 Mb-Terminalen aus 8

verschiedenen dunkeladaptierten Netzhäuten ergab, daß zum einen nur ein Teil der Spinules

(ca. 30% ) Gephyrin-IR ist (siehe Abb. 3.12). Der weitaus größere Teil (70%) zeigt keine 



Gephyrin-IR in den Spinules (siehe auch Yazulla et al. 1992). Zum anderen sind die

Gephyrin-IR Spinules immer auf der distalen Hälfte der Terminalen lokalisiert. Statistisch

signifikante Unterschiede in der Anzahl von Spinules zwischen der proximalen und der

distalen Hälfte der Terminalen wurden nicht beobachtet.

3.2.4. Licht- und elektronenmikroskopische Darstellung der Gephyrin-IR in der

ONL der Goldfischnetzhaut

Bei der Durchmusterung der fleckigen Gephyrin-IR in der IPL fand sich darüber hinaus

ein zusätzlich radiäres, streifenartiges Signal von Gephyrin-IR in der ONL (Abb. 3.13a). Um

zu klären, welche Strukturen hierbei in der ONL markiert werden, wurden einige

elektronenmikroskopische Aufnahmen der ONL bei geringer Vergrößerung zu einer Montage

zusammengefügt (Abb. 3.13b). DAB-Reaktionsprodukt ist im Zytoplasma von zwei Zapfen

zu erkennen (Pfeile in Abb. 3.13b). Die Zapfenfüße sind nur sehr schwach markiert, während

das Reaktionsprodukt knapp unterhalb des Zellkerns stärker akkumuliert. Bei stärkerer

Vergrößerung erkennt man granuläres DAB-Reaktionsprodukt zwischen filamentartigen

Strukturen im Zytoplasma (Abb. 3.14).
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Abb. 3.12
Tabelle der elektronenmikroskopischen Auswertung der Gephyrin-IR-Spinules. Nur Spinules
in der distalen Hälfte waren immunoreaktiv.



ONL

OPL

Abb. 3.13
Gephyrin-IR in der äußeren
Goldfischnetzhaut. In (a) Gephyrin-PKC-
Doppelmarkierung. Die Gephyrin-IR in der
ONL reicht bis an die Äußere
Grenzmembran heran. (b) zeigt eine
Montage von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen der äußeren Netzhaut. Die
Pfeile weisen auf die Gephyrin-IR hin.
Balken in (a) 25µm; in (b) 5µm.
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3.2.5. GABAC-Rezeptoren in der IPL und an Mb-BC der Goldfischnetzhaut

Um die Verteilung inhibitorischer Rezeptoren in der Goldfischnetzhaut genauer

darzustellen, wurde als Vertreter der langsamen feinmodulierenden Rezeptorklasse ein

Antikörper, der gegen die Rho-Untereinheit des GABAC-Rezeptors gerichtet ist, verwendet

(Enz et al. 1996; Koulen et al. 1997 und 1998). Auf der fluoreszenzmikroskopischen

Aufnahme eines 15µm dicken Gefrierschnittes erkennt man punktförmige

Immunofluoreszenz in der IPL (Abb. 3.15a). Die GABAC-IR Flecken zeigen eine

Laminierung (15, 38, 70 und 93% IPL).

Die proximale Hälfte der IPL weist mehr GABAC-IR Flecken auf als die distale Hälfte. Im

proximalen Bereich der IPL erkennt man eine „glocken-“ und „korbförmige“ Ansammlung

von GABAC-IR Flecken (Pfeile in Abb. 3.15a und b). Daß diese GABAC-IR Flecken die

Oberfläche von Mb-Terminalen umgeben, zeigt die immunhistochemische Doppelmarkierung

mit PKC (Abb. 3.15b). Die mit Pfeilen markierten Axonterminalen weisen eine Häufung der

GABAC-Rezeptoren auf der den Ganglienzellen zugewandten Hälfte der Terminale auf. Die

GABAC-IR Flecken sind auch an den lateral von den zentralen Elementen der Terminalen

abgehenden Fortsätzen vorhanden (Pfeilkopf in Abb. 3.15b).

Abb. 3.14
Gephyrin-IR in der ONL der Goldfischnetzhaut. Das zytoplasmatische DAB-
Reaktionsprodukt findet sich zwischen filamentartigen Strukturen. Balken: 5µm.



Abb. 3.15
(a) zeigt eine immunhistochemische Darstellung der GABAC-Rezeptoren in der IPL
der
Goldfischnetzhaut. (b) zeigt eine PKC-GABAC-Doppelmarkierung. GABAC: grün;
PKC: rot. (c) und (d) zeigen den endogenen Liganden GABA immunhistochemisch
dargestellt am Semidünnschnitt. Die Pfeile in (c) weisen auf eine Laminierung der
GABA-IR, der Pfeil in (d) auf eine Mb-BT mit GABA-IR Boutons hin. Balken:
10µm.
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Der besseren Anschauung wegen wurde auch eine immunhistochemische GABA-

Markierung am Semidünnschnitt mit aufgenommen ( Abb. 3.15c und d). Die GABA-IR in der

IPL zeigt –schwach sichtbar- eine Laminierung (Pfeile Abb. 3.15c). GABA-IR Boutons sind

besonders deutlich an der proximalen, den Ganglienzellen zugewandten Seite der Terminalen

zu erkennen (Pfeil in Abb. 3.15d).1

3.2.6 Ist Gephyrin an der Verankerung von GABAC-Rezeptoren beteiligt?

Da bekannt ist, daß Glyzin- und GABAA-Rezeptoren durch Gephyrin auf der

postsynaptischen Seite aggregiert und zusammengehalten werden (Kirsch und Betz 1993;

Meyer et al. 1995; Sassoè-Pognetto et al. 1995; Craig et al. 1996; Betz 1998), wurde die

Hypothese untersucht, ob Gephyrin auch an der Verankerung von GABAC-Rezeptoren

beteiligt ist. Hierzu wurden fluoreszenzmikroskopische Doppelmarkierungen durchgeführt.

                                                
1 Zur GABA-Immunhistochemie in Fischnetzhäuten s.a. Marc et al. 1978; Yazulla 1986; Wagner 1990

Abb. 3.16
Immunhistochemische Doppelmarkierung von GABAC-Rezeptoren und Gephyrin. GABAC-
IR: grün; Gephyrin-IR: rot. Der Balken entspricht 10µm.
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 Abb. 3.16 zeigt eine Übersichtsaufnahme und eine Detailaufnahme nach
Doppelmarkierung. Eine Kolokalisation von Gephyrin-IR und GABAC-IR wurde nicht
beobachtet.

3.3. Immunhistochemische Darstellung des präsynaptischen Markers SNAP-25

SNAP-25 ist ein Protein, das am molekularen „Docking- und Fusionprozeß“ synaptischer
Vesikel in der Präsynapse beteiligt ist (Kandel et al. 2000). Im folgenden soll der Frage
nachgegangen werden, ob Hell- und Dunkeladaptation einen Einfluß auf die SNAP-25-IR hat.
Dazu werden zuerst die fluoreszenzmikroskopischen Ergebnisse in der IPL und OPL der
Goldfischnetzhaut dargestellt. Danach sollen die elektronenmikroskopische Befunde in der
OPL vorgestellt werden.

3.3.1. Lichtmikroskopische Untersuchung der adaptationsabhängigen Plastizität von
SNAP-25 in der IPL und OPL

Die fluoreszenzmikroskopischen Übersichtsaufnahmen von Gefrierschnitten einer
Doppelmarkierung von SNAP-25 und PKC (Abb. 3.17) zeigen SNAP-25-IR in der IPL und in
der OPL. Die SNAP-25-IR findet sich dabei annähernd gleichmäßig in der gesamten IPL.
Unterschiede hinsichtlich der Verteilung und Fluoreszenzintensität der SNAP-25-IR in den
beiden Sublaminae (a bzw. b) der IPL sind nicht zu beobachten.

Der Gefrierschnitt einer helladaptierten Netzhaut zeigt ein eher „fleckiges-“ bzw.
„aggregiertes“ SNAP-25-IR-Signal in der IPL, während das SNAP-25-IR-Signal in der
dunkeladaptierten Netzhaut eher „streifig“ bzw. “verschmiert“ aussieht.

Die Pfeile in Abb. 3.17a und b weisen auf einen Streifen geringerer SNAP-25-IR zwischen
der Sublamina „a“ und „b“ der IPL von dunkeladaptierten Netzhäuten hin. Dieser Streifen ist
in den Präparaten helladaptierter Netzhäute weniger deutlich ausgeprägt.

In den Terminalen der Mb-Bipolarzellen findet sich ebenfalls SNAP-25-IR. Die
Übersichtsaufnahmen hell- und dunkeladaptierter Netzhäute zeigen eine Kolokalisation von
SNAP-25-IR (rot) und PKC-IR (grün), welche durch gelbe Immunofluoreszenz dargestellt
wird (offene Pfeile in Abb. 3.17a und b). In Gefrierschnitten dunkeladaptierter Netzhäute sind
diese subplasmatischen Zonen überlappender Fluoreszenzsignale deutlicher ausgeprägt (Abb.
3.17b) und zeigen sich als „gelbe patches“.
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Abb. 3.17
(a) und (c) hell adaptierte SNAP-25-PKC doppelmarkierte Gefrierschnitte. (b) und (d)
dunkel adaptiert. PKC-IR: grün; SNAP-25-IR: rot. (c) und (d) Ausschnittsvergrößerungen
der OPL von (a) und (b). Die horizontalen Pfeile in (a) und (b) weisen auf die Zone
geringerer Immunoreaktivität zwischen den beiden Sublaminae hin. Die Pfeilköpfe in (a)
markieren aggregierte SNAP-25-IR in Photorezeptorterminalen. Die offenen Pfeile in (a)
und (b) zeigen die Zonen übereinstimmender Immunoreaktivität („gelbe patches“) von
SNAP-25 und PKC. Der Pfeil in (d) ist auf eine „Zapfen-Terminale“ gerichtet, die
Pfeilköpfe auf „Stäbchen-Terminalen“.
Der Balken entspricht in (a) und (b) 30µm; in (c) und (d) 5µm.



Abb. 3.18
Elektronenmikroskopische Darstellung der SNAP-25-Immunoreaktivität in der OPL der
Goldfischnetzhaut. (a) und (b) zeigen helladaptierte Zapfenterminalen mit einer Aggregation
des DAB-Reaktionsprodukts (Pfeile) im Bereich der Ribbons (Pfeilköpfe). Die
dunkeladaptierten Zapfenterminalen in (c) und (d) zeigen diese Aggregation nicht. Balken
1µm.

a b

c d
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SNAP-25-IR ist auch in der OPL vorhanden. In Gefrierschnitten dunkeladaptierter Netzhäute

ist SNAP-25-IR in „glockenförmigen“ Strukturen „diffus“ in der OPL vorhanden (Abb.

3.17d, Pfeil). Dendriten von PKC-IR Mb-Bipolarzellen ziehen in größere und kleinere SNAP-

25-IR Strukturen in der OPL (Abb. 3.17d, Pfeil, Pfeilköpfe). Bei den größeren

„glockenförmigen“ Strukturen handelt es sich um Zapfenfüße, während SNAP-25-IR

Stäbchenterminalen (Pfeilköpfe) etwas distal hierzu versetzt liegen.

In Gefrierschnitten helladaptierter Netzhäute unterscheidet sich die SNAP-25-IR in der

OPL von der dunkeladaptierter Netzhäute. Das Fluoreszenzsignal für SNAP-25 sieht eher

„kugelförmig“ und „aggregiert“ aus (Abb. 3.17a und c, Pfeilköpfe). In diese SNAP-25-IR

„Kugeln“ ziehen ebenfalls Dendriten von PKC-IR Mb-Bipolarzellen (Abb. 3.17c).

3.3.2. Elektronenmikroskopie der SNAP-25-IR in der OPL der Goldfischnetzhaut

Um die Befunde in der OPL zu verifizieren, wurden elektronenmikroskopische

Aufnahmen von hell- und dunkeladaptierten Netzhäuten gemacht. Abb. 3.18 zeigt jeweils

zwei hell- und dunkeladaptierte SNAP-25-IR Zapfenterminalen in der Goldfischnetzhaut.

Man kann sowohl in den Stäbchen- als auch in den Zapfenterminalen SNAP-25-IR DAB-

Reaktionsprodukt erkennen. Abb. 3.18c zeigt dies exemplarisch an einer dunkeladaptierten

Netzhaut (helladaptierte Stäbchen waren ebenfalls SNAP-25-IR / Daten nicht gezeigt).

Die helladaptierten Zapfenterminalen (Abb. 3.18a und b) zeigen eine „Aggregation“ der

SNAP-25-IR (Pfeile) im Bereich der Ribbon-Synapsen (Pfeilköpfe), welche sich bereits

fluoreszenzmikroskopisch erkennen ließ (siehe oben). Die Immunoreaktivität in den beiden

dunkeladaptierten Zapfenterminalen (Abb. 3.18c und d) erscheint dagegen gleichmäßig

verteilt, ohne daß man einen Unterschied in der Menge, „Schwärze“, der DAB-

Immunoreaktivität zwischen „Ribbon-nahen“ und „Ribbon-fernen“ Abschnitten erkennen

kann.
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4.0. Diskussion

In dieser Arbeit wurden immunhistochemische Doppelmarkierungen durchgeführt, um prä-

und postsynaptische Proteine an Mb-Terminalen in der Goldfischnetzhaut darzustellen und ihr

Vorkommen sowie ihre Verteilung mit adaptationsabhängigen strukturellen Veränderungen

dieser Axonterminalen in Verbindung zu bringen.

Die strukturellen Veränderungen der Mb-Terminalen sind Beispiele für synaptische

Plastizität in der inneren Fischnetzhaut (Yazulla und Studholme 1992; Wagner und Djamgoz

1993; Behrens und Wagner 1996). An dieser Stelle soll noch einmal erwähnt werden, daß der

Begriff „synaptische Plastizität“ die zugrunde liegenden Vorgänge nicht unmißverständlich

beschreibt. In seiner allgemeinen Bedeutung meint der Begriff der „synaptischen Plastizität“,

daß die Verbindungen zwischen Nervenzellen (Synapsen) morphologisch, physiologisch und

biochemisch nicht starr und fix sind, sondern Veränderungen unterliegen, die 1) im adulten

Nervensystem, 2) während der Entwicklung und 3) nach Regeneration auf Grund einer

Schädigung zu beobachten sind (Kandel et al. 2000).

Die Untersuchung von „synaptischer Plastizität“ an konkreten Modellen macht es

notwendig, prä- und postsynaptische Komponenten der beobachteten Plastizität zu

unterscheiden und nach den zugrunde liegenden molekularen Mechanismen zu fragen. Aus

der Literatur entnommene Beispiele für Plastizität der Präsynapse sind: Veränderungen in der

Anzahl und Dynamik der synaptischen Vesikel (Minami et al. 1998; Stevens und Sullivan

1998; Heidelberger und Matthews 1991; Greengard et al. 1993; Heidelberger und Matthews

1994; Hanson et al. 1997; Gomis et al. 1999). Beispiele der Plastizität der Postsynapse sind

u.a.: Gestalt und Größe der postsynaptischen Zone (Walmsley et al. 1998; Lim et al. 1999),

Spezialisierungen der Postsynapse (Spinule) (Edwards 1995; Sorra et al. 1998), die Anzahl

und Zusammensetzung der postsynaptischen Neurotransmitterrezeptoren (Edwards et al.

1995; Triller et al. 1990; Nusser et al. 1998; Lim et al. 1999) und die

Proteinzusammensetzung und Aktivität von Enzymen der „postsynaptischen Verdichtung“

(PSD) asymmetrischer chemischer Synapsen vom Gray Typ I (Ziff 1997).

Plastizität umfaßt auch „second messenger Systeme“ wie cAMP, PKA, PKC und Kalzium

(Siegel 1999). Die „retrograden messenger“, wie NO und Arachidonsäure, werden auch als

„third messenger“ bezeichnet (Siegel 1999).
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Die Terminalen der Mb-Bipolarzellen unterscheiden sich morphologisch, physiologisch

und biochemisch von konventionellen chemischen Synapsen. Sie werden mit den

Photorezeptoren der Retina, den Haarsinneszellen des Innenohres und den Zellen des

Seitenlinienorgans der Fische als Nervenzellen zusammengefaßt, die graduierte Potentiale

aufbauen (graded potential neurons) und „kontinuierlich“, in Abhängigkeit vom

Membranpotential, vesikulär gespeicherte Neurotransmitter freisetzen. Ihnen werden

Nervenzellen gegenübergestellt, die Aktionspotentiale bilden und phasisch synaptische

Vesikel ausschütten (Juusola et al. 1996).

4.1. Diskussion der Methoden

Sämtliche in dieser Arbeit verwendeten Antikörper sind bereits von anderen

Arbeitsgruppen verwendet und hinsichtlich ihrer Spezifität überprüft worden.2 Daher wurden

hier lediglich methodische Kontrollen vorgenommen, bei denen der Primärantikörper

zugunsten einer Präinkubationslösung weggelassen wurde. Alle so durchgeführten Kontrollen

zeigten durchgehend keine Immunoreaktivität. Daraus kann geschlossen werden, daß die

verwendeten Primärantikörper spezifisch ihre „Antigene“ im Gefrierschnitt bzw. im slice-

Präparat erkennen. Die verwendeten Zweitantikörper zeigten jeweils keine störenden

Anfärbungen.

In Vorversuchen wurde die Fixierungsempfindlichkeit der Primärantikörper ermittelt. So

waren sowohl der Anti-Gephyrin- (MAb 7a) als auch der Anti-GABAC-Antikörper (ρ-

Untereinheit) fixierungsempfindlich. Dies bedeutete im Falle des Gephyrin-Antikörpers, daß,

um ein spezifisches Signal zu erhalten, die Fixierungsdauer verkürzt werden mußte. Durch die

verkürzte Fixierung war die Gewebequalität allerdings schlechter als in den länger fixierten

Gewebeproben. Im Falle des GABAC-Rezeptor-Antikörpers mußte auf eine Aldehydfixierung

ganz verzichtet werden, da auch eine kurze Aldehydfixierung das spezifische Signal

verhinderte.

Um eine Gleichbehandlung von Gefrierschnitten hell- und dunkeladaptierter Netzhäute zu

gewährleisten, wurden die Netzhäute zusammen in TissueTek eingefroren, geschnitten und

gemeinsam auf den Objektträgern inkubiert (Sandwichtechnik). 

                                                
2 Gephyrin-Antikörper: Houser et al. 1983; Pfeiffer et al. 1984; Triller et al. 1985; Becker et al. 1986
  GABAC-Antikörper: Koulen et al. 1997, 1998
  PKC-Antikörper: Vaquero et al. 1996a; Chang et al. 1997; Das et al. 1997; Haverstick et al. 1997; Yuko et al.
  2000
  SNAP-25-Antikörper: Kang et al. 1995; Hess et al. 1996; Mehta et al. 1996; Genoud et al. 1999
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Ein Problem der „preembedding“ Immunhistochemie ist die Penetration der Antikörper in

die Netzhautstreifen (Eldred et al. 1983). Die Netzhautstücke wurden daher mehrmals in

flüssigem Stickstoff schockgefroren, um so die Penetration der Antikörper zu erleichtern.

Bei den optischen Serienschnitten von doppelmarkierten Präparaten muß man u.a.

berücksichtigen, daß die Tiefenschärfe für unterschiedliche Fluochrome in der Z-Achse nicht

100%ig identisch ist, sondern minimal abweicht (Pawley 1997, 2000). Dieser

„Abbildungsfehler“ ist für die meisten Doppelmarkierungen nicht relevant. Die sichere

Beurteilung des fokalen Vorkommens von Gephyrin-IR auf der Oberfläche der Mb-

Terminalen wird hierdurch aber nicht beeinträchtigt, da die elektronenmikroskopische

Untersuchung der preembedding Markierung klar die subplasmalemmale Lage der Gephyrin-

IR in den Mb-Terminalen zeigt.

4.2. Morphologie der Mb-Bipolarzellen der Goldfischnetzhaut

Bipolarzellen in der Cyprinidennetzhaut lassen sich danach einteilen, von welchen

Photorezeptoren sie Eingänge erhalten; man unterscheidet reine Zapfenbipolare von den

gemischten Stäbchen- und Zapfen-Bipolarzellen, deren große Axonendigungen (bis zu 10 µm

und mehr) in der Sublamina a (Ma-Bipolarzellen) oder der Sublamina b (Mb-Bipolarzellen)

liegen (Stell et al. 1977; Ishida et al. 1980; Sherry und Yazulla 1993). Die glutamatergen Mb-

Bipolarzellen lassen sich selektiv mit PKC-Antikörpern anfärben (Negishi et al. 1988; Susuki

und Kaneko 1990).

Die Mb-Terminale ist sowohl Prä- als auch Postsynapse. Die synaptischen Ribbons sind

das charakteristische Merkmal der Präsynapse (Witkovsky und Dowling 1969). Bis zu 65

Ribbons sind bisher in einer Mb-Terminale gefunden worden (von Gersdorff et al. 1996).

Neben den Ribbonsynapsen finden sich Ribbon-assoziierte chemische Feedback-Synapsen

vom Gray Typ II (von Amakrinen→Bipolarterminale) und nicht-Ribbon-assoziierte

chemische Synapsen, ebenso vom Gray Typ II, an den Mb-Terminalen, dort erfolgt ebenfalls

der Informationsfluß von Amakrinen auf Bipolarterminale (Witkovsky und Dowling 1969;

Dowling 1987). Eine Sonderform dieser nicht-Ribbon-assoziierten Gray Typ II Synapsen sind

die Spinules (Yazulla und Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996). Dabei handelt es sich

um sozusagen „gestielte“ chemische Synapsen, bei denen sich die synaptischen Vesikel dicht

an der präsynaptischen Membran auf der Seite der Amakrinzelle befinden.
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Im Falle der Ribbon-assoziierten und der nicht-Ribbon-assoziierten chemischen Synapsen

ist die Mb-Terminale selbst die Postsynapse.

Die synaptischen Eingänge der Amakrinen der Retina verwenden bis zu 80%

inhibitorische Transmitter wie GABA (30-40%) und Glyzin (30-40%) (Marc et al. 1978;

Marc und Lam 1981; Muller und Marc 1990; Yazulla et al. 1987; Yazulla 1989). Viele dieser

inhibitorischen Synapsen von Amakrinzelle auf Bipolarzelle sind dabei sog. „feedback“

Synapsen (Witkowsky und Dowling 1969). Die Funktion dieser „feedback“ Synapsen besteht

darin, den synaptischen Ausgang der Bipolarzellen inhibierend zu modulieren.

GABA wirkt auf drei unterschiedliche GABA-Rezeptoren in der Retina. Zum einen

aktiviert GABA eine Population von GABA-Rezeptoren, die zu einer erhöhten Cl--

Leitfähigkeit führen (GABAA- und GABAC-Rezeptoren) (Tachibana und Kaneko 1987;

Heidelberger und Matthews 1991; Matthews et al. 1994). Zum anderen gibt es an den

Bipolarterminalen eine GTP-abhängige Inhibition des Ca2+-Stroms über GABAB-Rezeptoren

(Heidelberger und Matthews 1991; Matthews et al. 1994). Diese GABAB-Rezeptoren sind

weiterhin indirekt mit K+-Kanälen gekoppelt, welche eine erhöhte „Offen-

Wahrscheinlichkeit“ bei Bindung von GABA an den Rezeptor besitzen (Siegel 1999; Yamada

et al. 1999). GABA bewirkt also auf verschiedene Arten eine Hyperpolarisation der

Bipolarterminale und verschiebt so den aktivierbaren Bereichs des Ca2+-Stroms zu positiveren

Membranpotentialen. Sämtliche Möglichkeiten der GABAergen Inhibition in der Retina

werden dabei hauptsächlich von Rezeptoren vermittelt, deren Pharmakologie und Physiologie

sich von der anderer GABA-Rezeptoren des ZNS unterscheidet (Feigenspan et al. 1993; Qian

und Dowling 1993). Es sei nur am Rande bemerkt, daß man auch davon ausgeht, daß die

molekulare Zusammensetzung von GABA-Rezeptoren in der inneren Netzhaut anders ist als

im Gehirn, da die große Zahl verfügbarer Antikörper gegen GABA-Rezeptoruntereinheiten

gar keine oder eine sehr ungenügende Markierung in der Netzhaut von Fischen ergibt.

Nachdem in den bisherigen Ausführungen die Bipolarterminale zum einen als Präsynapse

(Stichwort: „Vesikelumsatz“) und zum anderen als Postsynapse (Stichwort: chemische

Synapsen von Amakrinzellen auf die Bipolarzelle) charakterisiert wurde, soll nun die

Plastizität der Bipolaren genauer beleuchtet werden. Dabei bietet es sich an dieser Stelle an,

die Begriffe „aktivitäts-“ und „adaptationsabhängig“ in bezug auf die Retina des Fisches

voneinander abzugrenzen. Unter aktivitätsabhängigen Veränderungen versteht man schnelle

Änderungen (Mikro-, Millisekunden-Bereich), wie z.B. bei der Vesikeldynamik.
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Adaptationsabhängige Veränderungen sind dagegen langsame (Minuten bis Stunden)

Prozesse, wie z.B. die Spinuledynamik von Horizontalzellen (30-45 min) und Bipolarzellen

(60-90 min) und die Retinomotorik der Stäbchen bzw. Zapfen, bei denen es sich um langsame

und globale Anpassungen an veränderte Lichtbedingungen handelt (Dowling 1987; Wagner

und Djamgoz 1993). Bei Adaptationsvorgängen stehen im Grunde genommen nicht die

Zeitfenster biologischer Vorgänge im Vordergrund. Eine allgemeine Strategie, die allen

Adaptationsvorgängen zugrunde liegt, besteht darin, reaktionsfähig auf „äußere“ Signale zu

bleiben und dabei besonders Änderungen von Eingangssignalen zu registrieren.

Adaptationsvorgänge sind nicht nur auf Sinneszellen (z.B. Photorezeptoren) beschränkt,

sondern u.a. auch bei Interneuronen und z.B. bewegungssensitiven Neuronen im visuellen

System von Wirbeltieren und Insekten beschrieben (Laughlin 1987, 1994).

4.3. Morphologische Plastizität und Mb-Bipolarzellen 

Yazulla und Studholm (1991, 1992) berichteten, daß die Mb-Terminalen fingerartige

Fortsätze (Spinules) bilden, die sich in die sie umgebenden Amakrinzellen bohren. Spinules

sind nicht häufig. Yazulla und seine Mitarbeiter zeigten, daß in ca. 5% der synaptischen

Profile, die an die Mb-Terminale gehen, Spinules invaginieren (Yazulla und Studholme

1992). Quantitative Untersuchungen über die verschiedenen Synapsen-Populationen an den

Mb-Terminalen liegen bisher nicht vor.

Neben den Spinules von Ma- und Mb-Terminalen (Behrens und Wagner 1996) sind in der

Goldfischnetzhaut auch Horizontalzell-Spinules beschrieben; es handelt sich hierbei um

Zapfen-Horizontalzell-Spinules, deren Dendriten in den Zapfen-Fuß invaginieren; die HC-

Spinules sind dabei seitlich der synaptischen Ribbons angeordnet (Raynauld et al. 1979;

Wagner 1980; Wagner und Djamgoz 1993). HC-Spinules werden mit „feedback-

Mechanismen“ und dem Farbantwortverhalten von Zapfen-Horizontalzellen in der

Fischnetzhaut in Verbindung gebracht (Wagner und Djamgoz 1993). Die Spinules der Mb-

Bipolarzellen und auch der Ma-Bipolarzellen sind dann vorhanden, wenn die Terminalen

hyperpolarisiert sind (Behrens und Wagner 1996). Dies ist bei den Mb-Bipolarzellen im

Dunkeln der Fall (Murakami et al. 1975). Die Spinules der HC sind ebenfalls dann vorhanden,

wenn die Zelle hyperpolarisiert ist, also im Hellen. Aus diesen Beobachtungen kann man

schließen, daß es sich bei den Spinules der Fischnetzhaut um spezielle synaptische Strukturen

für „verstärkte inhibitorische synaptische Übertragung“ unter Bedingungen der

Hyperpolarisation handelt (Yazulla und Studholme 1992).
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Yazulla und Studholme (1992) beschrieben noch weitere Hell-Dunkel Unterschiede in der

Morphologie der Mb-Terminale. So war die Oberfläche der Terminalen im Hellen runder und

konvex, wohingegen sie im Dunkeln einen „eckigen“ und „amöboiden“ Eindruck erweckte

(Yazulla und Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996). Diese Beobachtung wurde mit

einer Änderung der Kurvatur in Abhängigkeit von der synaptischen Aktivität in Verbindung

gebracht (Dyson und Jones 1984; Desmond und Levy 1988a, b; Calvery und Jones 1990).

Kurvaturänderungen wurden von Yazulla und Studholme (1992) und Behrens und Wagner

(1996) vor dem Hintergrund des Membran-Recyclings und der unterschiedlichen

„kinetischen“ Komponenten der Exozytose und Endozytose (von Gersdorff et al. 1994, 1997;

Matthews 2000) in Abhängigkeit von der Aktivität der Zellen diskutiert. Tatsächlich kommt

es zu einem „Membranstau“ der Axonterminale unter experimentellen Bedingungen

(Heidelberger und Matthews 1994; Mennerick und Matthews 1996; Matthews 1999).

Inwieweit diese experimentellen Befunde für die Erklärung der Formveränderung der

Terminale verantwortlich sind, ist bisher nicht bekannt. 

In der neueren Literatur findet man immer mehr Hinweise auf eine direkte Korrelation von

der Größe einer Postsynapse und ihrer Übertragungsstärke (Walmsley et al. 1998; Lim et al.

1999). Eine Verbindung von aktivitätsabhängiger Größenänderung und Kurvaturhypothese ist

aber bisher nicht gezeigt worden.

Die Änderungen der Morphologie der Mb-Terminale und die Spinuledynamik werfen die

Frage auf, wie diese Änderungen durch intrazelluläre Mechanismen und das Zytoskelett

vermittelt werden könnten. Diese Zusammenhänge sollen im folgenden genauer erläutert

werden. ON-Bipolarzellen reagieren mit einer kontinuierlichen Depolarisation auf eine

konstante Belichtung der Netzhaut (Dowling 1987). Diese Depolarisation ist mit einer

Retraktion der Spinules, einer „Rundung“ der Axonterminale (Yazulla und Studholme 1992;

Behrens und Wagner 1996) und einem „Wachstum“ von Aktin-Filamenten in der Terminale

verbunden (Job und Lagnado 1998). Die Bildung des subplasmalemmalen Aktin-Netzwerks

benötigt einen durch Depolarisation ausgelösten Ca2+-Einstrom und die Aktivierung von PKC

(Job und Lagnado 1998).

Diese Aktivierung von PKC wird mit einer Translokation des membranständigen Enzyms

in das zytosolische Kompartiment der Axonterminale in Verbindung gebracht (Osborne et al.

1992). In dem vorliegenden Bildmaterial finden sich Beispiele dafür, daß die PKC-

Immunofluoreszenz in den Terminalen im Hellen diffuser (zytoplasmatischer) verteilt ist als

im Dunkeln, wo eher eine membranständige PKC-Immunofluoreszenz zu beobachten ist

(siehe auch Behrens et al. 1998). Dieses Verteilungsmuster von PKC-IR kann mit den
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Befunden, welche eine Potenzierung der Transmitterausschüttung durch PKC nach

Phorbolesterstimulation zeigten (Minami et al. 1998), in Verbindung gebracht werden. Die

verstärkte Vesikelexozytose der Mb-Terminale findet man im Hellen, wo auch die „aktivierte

Verteilung“ (diffuse zytoplasmatische Verteilung) von PKC zu beobachten ist (Minami et al.

1998; Stevens und Sullivan 1998). Andererseits zeigten Job und Lagnado (1998), daß die

Aktivierung von PKC alleine durch Phorbolester keinen Einfluß auf die Bildung von f-Aktin

hat. Nur die Aktivierung in Anwesenheit von Ca2+ führt zu einer Bildung von f-Aktin. Die

Autoren schließen daraus, daß es sich bei der Isoform von PKC um eine Ca2+-abhängige, wie

die α-Isoform, handeln muß. Diese Isoform findet sich dabei auch tatsächlich bevorzugt in

der Axonterminale (Suzuki und Kaneko 1991; Usada et al. 1991; Osborne et al. 1992).3

Man kann somit sagen, daß PKC ein interessanter Marker zur Untersuchung von

Bipolarzellen ist. Zuerst wurden die PKC-Antikörper nur dazu verwendet, um selektiv

Bipolarzellen in der Netzhaut darzustellen (Suzuki und Kaneko 1991). Später erkannte man

die weit größere Bedeutung von PKC und wendet sich nun verstärkt den regulatorischen

Funktionen von PKC in der Terminale zu. Dabei übernimmt PKC vielfältige Aufgaben, deren

Zusammenspiel man erst jetzt zu verstehen beginnt. So ist PKC, wie bereits erwähnt, an der

Regulation des Zytoskeletts von Mb-Bipolarzellen (Job und Lagnado 1998; Minami et al.

1998), der Potenzierung der Transmitterausschüttung (Minami et al. 1998; Stevens und

Sullivan 1998) und der Modulation von GABAC-Rezeptoren beteiligt (Feigenspan und

Bormann 1994a; Matthews 1999).

Nachdem nun die Plastizität der Bipolarzellen als Hintergrundinformation einführend

besprochen wurde, sollen im folgenden die Befunde zu den postsynaptischen Markern

Gephyrin (als Marker für die inhibitorischen GABAA- und Glyzin-Rezeptoren) und GABAC

und später die Befunde mit dem präsynaptischen Marker SNAP-25 diskutiert werden.

4.4. Inhibitorische Neurotransmitter und funktionelle Verankerung von Rezeptoren

Die synaptische Inhibition im ZNS und in der Netzhaut erfolgt im wesentlichen durch die

Aminosäuren γ-Amino-Buttersäure (GABA) und durch Glyzin. Binden diese endogenen

Liganden an ihre entsprechenden postsynaptischen Rezeptoren, so kommt es zu einem

Einstrom von Cl- in die Zelle (Ausnahme: GABAB-Rezeptoren) und somit zu einer

                                                
3 S.a. Abb. 3.13b GABAC-PKC Doppelmarkierung mit dem α-Isoform-spezifischen Antikörper
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Hyperpolarisation der Membran. Sowohl der GABAA- (GABAAR) als auch der Glyzin-

Rezeptor (GlyR) sind in der Retina lokalisiert (Enz und Bormann 1995; Sassoè-Pognetto et al.

1995; Koulen et al. 1996; Sassoè-Pognetto und Wässle 1997; Zucker 1998). Infolge ihrer

strukturellen und funktionellen Homologie werden sie zu einer einheitlichen Gruppe von

ligandengesteuerten Ionenkanälen zusammengefaßt. Diese Gruppe beinhaltet auch den

Azetylcholin- und den Serotonin Typ3-Rezeptor.4 

Die Untersuchung der molekularen Grundlagen der lokalen Aggregation dieser Rezeptoren

machte in der jüngeren Vergangenheit große Fortschritte. Dabei zeigte sich, daß viele der für

die Aggregation des GlyR gültigen Mechanismen auch für den GABAAR anwendbar sind. So

stellte sich heraus, daß die entscheidende Funktion des peripheren Membranmoleküls

Gephyrin auch für die Verankerung einer bestimmten Untergruppe von GABAAR mit dem

subsynaptischen Zytoskelett von Bedeutung ist (Sassoè-Pognetto et al. 1995; Craig et al 1996;

Betz 1998; Essrich et al. 1998). Im folgenden sollen Funktion und Bedeutung von Gephyrin

anhand des besser verstandenen GlyR dargestellt werden.

Der GlyR besteht aus einem Pentamer, zusammengesetzt aus 3 α- und 2 β-Untereinheiten,

die zusammen einen funktionellen Ionenkanal bilden (Kuhse et al. 1993). Zusätzlich zu den

Rezeptor-Untereinheiten findet man ein drittes Polypeptid mit der molekularen Masse von

93kDa, das als „peripheres Membranprotein“ charakterisiert wurde (Schmitt et al. 1987) und

den Namen Gephyrin (vom griechischen: γεϕυρα = Brücke) bekam. Licht- und

elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, daß Gephyrin postsynaptisch zu

glyzinergen und einem Teil der GABAergen Neuronen der Retina ist (Sassoè-Pognetto et al.

1995, Todd et al. 1995).

Auffällig ist auch die Tatsache, daß Gephyrin eine ausgeprägte Homologie zu

Polypeptiden von Pflanzen und Bakterien besitzt, die bei der Biosynthese des Molybdän-

Kofaktors involviert sind (Prior et al. 1992; Stallmeyer et al. 1995). Welche funktionelle

Bedeutung hinter dieser Beobachtung steht, ist dabei noch unklar. Es gibt jedoch Hinweise

darauf, daß Fehler des Gephyrin-Proteins sowohl die Funktion von Gephyrin als „anchoring-

Protein“ als auch seine Aktivität als Molybdän-Enzym in der Art und Weise beinflussen, daß

es zu hyperkinetischen Erkrankungen kommt (Feng et al. 1998). Darüber hinaus kann man

davon ausgehen, daß die gefundene Expression von Gephyrin in „nicht-neuronalem“ Gewebe

(Leber, Niere usw.) ein Hinweis dafür ist, daß sich die Funktion von Gephyrin nicht nur auf

die Verankerung von „Neurotransmitterrezeptoren“ beschränkt (Prior et al. 1992). Zudem

finden sich Cl--Kanäle allerorts in Zellmembranen. So wäre es auch denkbar, daß Gephyrin

                                                
4 Zur Übersicht s. Kuhse et al. 1995
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diese nicht-neuronalen Cl--Kanäle aggregiert. Die Analyse der cDNA von Gephyrin zeigte,

daß es mehrere Varianten gibt, deren Entstehung durch alternatives Splicing erklärt werden

kann (Prior et al. 1992). Der MAb 7a Antikörper erkennt alle dieser „Splicing-Varianten“ von

Gephyrin (Kirsch und Betz 1993). Unklar ist, welche Splice-Varianten in der

Goldfischnetzhaut vorkommen.

Die Anwesenheit von Gephyrin ist essentieller Bestandteil bei der Bildung von

postsynaptischen „GlyR-Clustern“ (Kneussel und Betz 2000), da die Blockierung von

Gephyrin mit Antisense-Oligonukleotiden die Bildung von Rezeptor-Aggregationen

verhindert (Kirsch et al. 1993). Ebenfalls zeigte sich, daß die ß-Untereinheit der

Bindungspartner des GlyR mit Gephyrin ist (Meyer et al. 1995; Kirsch et al. 1995) und daß

das Einfügen des Bindungsmotivs für Gephyrin in GABAAR-Untereinheiten zu einem

ähnlichen Bindungsverhalten der veränderten GABA-Rezeptoruntereinheiten führt (Meyer et

al. 1995). In der gleichen Veröffentlichung von Meyer et al. (1995) wurde beobachtet, daß die

ß3-Untereinheit des GABAA-Rezeptors Bindungsaffinität zu Gephyrin besitzt. Diese

Beobachtung unterstützt die immunhistochemischen Daten, die eine Kolokalisation von

Gephyrin und GABA-Rezeptoren zeigen (Todd et al. 1996). Um funktionelle „Cluster“ zu

bilden, ist neben Gephyrin und der ß-Untereinheit des GlyR eine Rezeptoraktivierung

notwendig (Kirsch und Betz 1998).

In-vitro-Kopolymerisationsstudien zeigten eine hohe Affinität von Gephyrin zu

polymerisiertem Tubulin (Kirsch et al. 1991). Alkaloide, welche die Polymerisation von

Tubulin verhindern, beeinträchtigen ebenfalls die Bildung von „Gephyrin-Clustern“ (Kirsch

und Betz 1995). Darüber hinaus zeigen neueste Ergebnisse, daß Collybistin, ein Protein der

GDP/GTP Austauschfamilie, zur Bildung von funktionellen „Gephyrin-Clustern“ notwendig

ist (Kins et al. 2000). Man geht aus diesen Gründen heute davon aus, daß Gephyrin eine

entscheidende Rolle bei der Verankerung und Aggregation von inhibitorischen Synapsen

(GABAA- und GlyR) mit dem subsynaptischen Zytoskelett spielt (Wheal et al. 1998;

Kneussel und Betz 2000). Auffällig ist in diesem Zusammenhang die Tatsache, daß GABA-

und Glyzin-Rezeptoren, wie auch andere Rezeptoren (z.B. Acetylcholin; Siegel 1999), in der

frühen Entwicklung noch nicht in „hot spots“ zusammengeballt, sondern eher „diffus“

(extrasynaptisch) über die Oberfläche der Zelle verteilt sind. Erst nachdem Synapsen geformt

werden, kommt es zu einer Aggregation der Rezeptoren (Sassoè-Pognetto und Wässle 1997;

Koulen et al. 1996).
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Im Ergebnisteil dieser Arbeit wurde gezeigt, daß Gephyrin-IR auf der Oberfläche von Mb-

Terminalen zu finden ist. Die Immunofluoreszenz befand sich mehr auf der distalen

(„photorezeptorwärts“) Hälfte der Terminale. Die elektonenmikroskopischen Aufnahmen

unterstreichen die Befunde, daß die Gephyrin-IR diskret postsynaptisch, in konventionellen

chemischen Synapsen und in einem Teil der Spinules zusammenaggregiert, lokalisiert ist. In

Anbetracht der Tatsache, daß Gephyrin in diesen Versuchen als Marker für inhibitorische

Synapsen (GABAA- und Glyzin-Rezeptoren; Kins et al. 2000) verwendet wurde, wurden,

entgegen der Erwartung, auffällig wenige Gephyrin-IR Flecken gefunden.5

Die Mb-Bipolarterminalen erhalten wenige glyzinerge synaptische Eingänge von

Amakrinen und Interplexiformen Zellen (Marc et al. 1981; Muller et al. 1990; Yazulla und

Studholme 1991). Betrachtet man diese Befunde aus der Literatur, so sollten weniger

Gephyrin-IR-Flecken an den Terminalen zu finden sein, wenn man davon ausgeht, daß

möglicherweise der Anti-Gephyrin-Antikörper nur Gephyrin assoziiert mit dem GlyR

erkennt. Die bisher aufgeführten Befunde zur Kolokalisation von Gephyrin- und GABAA-R

sprechen aber gegen die Hypothese, daß Gephyrin nur mit GlyR assoziiert ist.

Die Anzahl von Gephyrin-IR Synapsen könnte damit erklärt werden, daß auch noch ein

Teil der GABAergen Synapsen auf der Oberfläche der Terminalen durch den Anti-Gephyrin

Antikörper erkannt wird. Möglicherweise ist Gephyrin nur mit einer Subpopulation von

GABAA-R und mit GlyR verknüpft. Ein Marker für alle inhibitorischen Synapsen dürfte

Gepyhrin also nicht sein, da sonst auch Photorezeptorterminalen markiert werden müßten,

was die vorliegenden Ergebnisse nicht zeigen. 

Die Gephyrin-IR befand sich bevorzugt an „strategisch“ wichtigen Bereichen der

Terminalen: am Übergang des Axons („Axonfadens“) zur Axonterminale, in einigen Spinules

auf der distalen Hälfte der Terminale und vereinzelt am Übergang von großen Fortsätzen zum

zentralen Element der Terminale. Die strategische Lokalisation von Gephyrin-IR eignet sich

besonders dazu, eintreffende Signale mit inhibitorischen „Impulsen“ zu modulieren oder zu

unterdrücken. Ebenso wichtig ist es, daß es sich bei diesen inhibitorischen Rezeptoren um

                                                
5 Mb-Terminalen erhalten viele GABAerge synaptische Eingänge (Marc et al. 1978; Yazulla 1986; Marc 1989
  und 1992; Muller und Marc 1990; Yazulla und Studholme 1991). Darüber hinaus gibt es auch glyzinerge
  Eingänge auf die Mb-Terminalen (Marc und Lam 1981; Muller und Marc 1990).
  Marc und Lui (2000) schätzen, daß es in etwa 350-390 AC-Profile gibt, die an die Mb-Terminalen gehen.
  Genaue Zählungen hinsichtlich der von diesen Amakrinzellen verwendeten Transmittern gibt es nicht. Viele
  Autoren gehen jedoch davon aus, daß ca. 40-50% der Amakrinen GABAerg und 30% glyzinerg sind (Marc
  1989; Menger et al. 1990).
  Dies würde für die Mb-Terminalen bedeuten, daß, falls der Anti-Gephyrin-Antikörper inhibitorische Synapsen
  (GABA und Glyzin) erkennt, ca. 350 * (0,5+0,3) = 280 Gephyrin-IR Flecken an den Terminalen zu finden sein
  müßten. Tatsächlich konnten jedoch nur 62 bzw. 66 Gephyrin-IR Flecken gefunden werden.
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schnell reagierende und effektiv arbeitende GABAA- und Glyzin-Rezeptoren handelt, welche

ebenso schnell wieder inaktiviert werden können (Feigenspan und Bormann 1994;

Lukasiewicz und Shields 1998).

Da Mb-Spinules häufiger an dunkel- als an helladaptierten Terminalen vorkommen, war

mit der Ausgangshypothese, daß Gephyrin als Marker für BC-Spinules verwendet werden

kann, die Erwartung verbunden, daß die Anzahl der Gephyrin-IR Flecken an den

dunkeladaptierten Mb-Terminalen höher sein würde. Es konnten aber keine Unterschiede in

der Verteilung und Häufigkeit der Gephyrin-IR an den Mb-Terminalen beobachtet werden.

Dies kann bedeuten, daß durch methodische Schwierigkeiten nicht alle Gephyrin-IR Flecken

gezählt wurden oder daß die Gephyrin-IR Spinules zahlenmäßig gering ausfielen und im

Verhältnis zu anderen Gephyrin-IR Synapsen nicht erfaßt wurden. An dieser Stelle soll noch

einmal hervorgehoben werden, daß der Gephyrin-Antikörper in der Tat Gephyrin-IR-Spinules

anfärbt, aber umgekehrt waren nicht alle Spinules mit dem Antikörper anzufärben, was auf

eine neurochemische Heterogenität der BC-Spinules schließen läßt. 

Im Zusammenhang mit dem Sachverhalt, daß nur ein Teil der Spinules Gephyrin-IR ist

und daß diese Spinules selbst bevorzugt auf der distalen Hälfte der Terminale vorkommen,

stellt sich die zellbiologisch wichtige Frage nach den Mechanismen des „Sortings“, d.h.,

woher weiß das Gephyrin-Protein, an welchen subplasmalemmalen Domänen es sich

funktionell „einbauen“ muß? 6

Abgesehen von der Neubildung von Synapsen kann man auch vermuten, daß die Größe

bestehender Synapsen selbst aktivitätsabhängig unterschiedlich ist. So zeigten Lim et al.

(1999), daß die Stärke einer synaptischen Transmission direkt von der Größe der Postsynapse

abhängt. In Anbetracht dieser Ergebnisse könnte man sich vorstellen, daß unterschiedliche

synaptische Aktivität sich in verschieden großen und unterschiedlich intensiv

fluoreszierenden Gephyrin-Flecken in der Retina niederschlägt. Tatsächlich findet man diese

Variationen der Gephyrin-IR Flecken in der IPL. Das vorliegende Datenmaterial wäre aus

diesem Grund für eine genaue Analyse von Größe und Intensität der Gephyrin-IR Flecken an

den Mb-Terminalen noch einmal zu inspizieren. 

Eine Messung der Fluoreszenzintensität von Gephyrin-IR Flecken ist methodisch nicht

unproblematisch. Zum einen muß man hier die methodischen Grenzen der histologischen

Technik für quantitative Bestimmungen aufzeigen und auf die grundsätzlichen

Schwierigkeiten der quantitativen Immunzytochemie verweisen (Larsson 1989); zum anderen

                                                
6 S. zum Thema Proteinsorting Kapitel 17.3 in Lodih et al. 2000
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stellt sich das Problem eines externen bzw. eines internen Standards (Marc et al. 1995). Im

vorliegenden Material dürfte eine saubere quantitative Bestimmung der Fluoreszenzintensität

methodisch nicht möglich sein, da im Laufe der Versuche z.T. verschiedene Konzentrationen

des Zweitantikörpers verwendet wurden.

Ein weiteres Problem von Gephyrin-IR an Bipolarterminalen sind die Befunde von Sassoè-

Pognetto et al. (1994), die wenige bis keine Gephyrin-IR Flecken an Bipolarterminalen in der

Säugernetzhaut gefunden haben. Übereinstimmend mit Sassoè-Pognetto et al. (1994) fanden

Enz und Bormann (1995) in isolierten Stäbchen-Bipolarzellen der Ratten-Retina keine mRNA

für Gephyrin; dagegen fanden sie die mRNA für die α1- und die β-Untereinheit des Glyzin-

Rezeptors. Vergleichbare single-cell-PCR-Untersuchungen liegen für die Mb-Bipolarzellen

bisher noch nicht vor. Diese Unterschiede machen deutlich, daß noch nicht eindeutigt geklärt

ist, wie inhibitorische Rezeptoren von Bipolarterminalen in der Säugernetzhaut

postsynaptisch zusammengehalten werden. Sicher ist hierbei die zunehmende Anzahl

postsynaptisch charakterisierter Proteine zu berücksichtigen, wie z.B. die

membranassoziierten Guanylatkinasen (MAGUKs oder PSD-95) (Ziff 1997). In der

Fischnetzhaut sind daneben auch noch Spezies-spezifische Unterschiede der

Rezeptorzusammensetzung und -verknüpfung zu erwarten.

In verschiedenen Regionen des Nervensystems von Wirbeltieren gibt es Synapsen, die sich

dadurch auszeichnen, daß sie fingerartige Ausstülpungen der postsynaptischen Membran

(Spinules) besitzen, welche die Präsynapse perforieren. Diese „Spinules“ wurden zuerst im

Hippokampus der Ratte gefunden (Westrum und Blackstad 1962; Calverley und Jones 1990;

Schuster et al. 1990; Edwards 1995a, b).7 Spinules bzw. Spinules-ähnliche Strukturen sind

auch im Nervensystem von Invertebraten beschrieben worden (Aplysia: Bailey et al. 1979).

In der Netzhaut von Cypriniden findet man zwei Populationen von Spinules:

Horizontalzellspinules (von H1 und H2 Horiztontalzellen: Wagner 1980; Wagner und

Djamgoz 1993; Weiler und Schulz 1993) und Bipolarzellspinules (Mb-Terminalen: Yazulla

                                                
7 Ähnliche Strukturen gibt es aber auch in vielen anderen Gebieten des ZNS: Szentagothai und Hamori 1969.
  Gyrus dentatus des Hippokampus der Ratte: Routtenberg und Tarrant 1975, Tarrant und Routtenberg 1977
  Parietallappen des Neocotex bzw. Cortex der Ratte: Calverley und Jones 1987
  Limbisches System (Nucleus accumbens bzw. Molekularschicht des Hippokampus der Ratte): Boyne und
  Tarrant 1982
  „Sensomotorischer“ Cortex der Ratte: Bozhilova-Pastirova und Ovtscharoff 1999
  Gyrus dentatus des Menschen: Zhang und Houser 1999
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und Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996; Ma-Bipolarterminalen: Behrens und

Wagner 1996).

Die Spinules in der Netzhaut (Fisch) und im Hippokampus der Säuger sind morphologisch

und damit auch funktionell nicht identisch (HC-Spinules: Wagner und Djamgoz 1993; BC-

Spinules: Yazualla und Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996; Hippokampus-Spinules:

Chicurel und Harris 1992; Edwards 1995a, b). Während die Spinules in der Netzhaut jeweils

dann vorhanden sind, wenn man davon ausgehen kann, daß die Horizontal- bzw. Bipolarzelle

hyperpolarisiert ist, werden die Spinules im Hippokampus mit gesteigerter Erregung (d.h.

Depolarisation) in Verbindung gebracht (Edwards 1995a/b).

Spinules im Hippokampus werden einerseits im Zusammenhang mit einer

„Kompartmentalisierung“ der Postsynapse diskutiert, wobei die Spinules hierbei eine

räumliche Barriere (Diffusionsbarriere) darstellen (Bashir et al. 1993; Lisman und Harris

1993; Edwards 1995a, b); andererseits wurden Hypothesen formuliert, nach denen Spinules

die Wirksamkeit der synaptischen Transmission beeinflussen sollen (Weiler et al. 1995).

Unklar ist in diesem Zusammenhang, wie die Verstärkung der synaptischen Übertragung auf

zellulärer Ebene ablaufen soll. Die Spinules im Hippokampus zeigen nicht die typischen

Merkmale synaptischer Kontakte, wie Vesikelakkumulation und Membranverdichtungen. Bei

Mb-Spinules sind diese ultrastrukturellen Merkmale meistens vorhanden (Yazulla und

Studholme 1992; Behrens und Wagner 1996). Die HC-Spinules sind morphologisch auf

ultrastruktureller Ebene nicht einfach zu interpretieren: An den Spitzen der HC-Spinules

befinden sich Membranverdichtungen, die man im Sinne einer modifizierten postsynaptischen

Verdichtung auffassen kann, wenn man die Spinules als postsynaptische Elemente betrachtet

(Weiler und Schulz 1993). Aufgrund physiologischer Befunde lassen sich die HC-Spinules

aber auch als morphologisches Korrelat der „feedback“-Interaktion zwischen Zapfen und

Zapfen-HCs interpretieren (Djamgoz und Wagner 1993).

Die Spinules des Hippokampus bilden sich dagegen erst, wenn es bereits zu einer

gesteigerten Aktivität gekommen ist. Die weitere Verstärkung soll nun eine langfristige

Etablierung ermöglichen und wird von den meisten Autoren als Grundlage der Langzeit-

Potenzierung (LTP) angesehen (Edwards 1995a, b). Man kann also sagen, daß die

Hippokampus-Spinules die Folge einer Verstärkung darstellen, wohingegen die BC-Spinules

der Fischnetzhaut möglicherweise als eine Verstärkung der synaptischen Übertragung von

einer bestimmten Population hemmender Amakrin-Synapsen unter Bedingungen allgemein

reduzierter Aktivität anzusehen sind (Yazulla und Studholme 1992).
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Wie bereits erwähnt, sind nicht alle Spinules Gephyrin-IR und nicht alle Gephyrin-IR

Synapsen sind Spinules. Eine Möglichkeit, diese Heterogenität der Spinules zu erklären,

könnte in der Annahme bestehen, daß der Antikörper eine Struktur erkennt, die zwar große

Homologie zu Gephyrin besitzt, jedoch mit der Verankerung und Aggregation von

inhibitorischen Rezeptoren nichts zu tun hat. Vielmehr könnte es sich um ein Protein handeln,

welches ebenfalls mit Zytoskelettelementen „zusammenarbeitet“. Somit spielt

möglicherweise Gephyrin eine transitorische Rolle beim Auf- und Abbau der Spinules.

Darüber hinaus ist es auch möglich, daß es durch unterschiedliche Aktivitätszustände der

Spinules zu Konformationsänderungen von Gephyrin kommt, welche eine Bindung des

Antikörpers verhindern.

4.5. Gephyrin-IR in Photorezeptoren der Netzhaut

Im Ergebnisteil konnte gezeigt werden, daß in den Photorezeptoren auch Gephyrin-IR

vorhanden ist. Diese Beobachtung wurde bereits von Yazulla und Studholm (1992) gemacht,

damals noch in der Annahme, daß es sich bei der Gephyrin-IR um Glyzin-Rezeptoren

handele. Damals wie heute war dieses Ergebnis überraschend und nicht sofort einleuchtend.

In der Literatur findet man jedoch einige Hinweise, die Aufklärung bieten können.

Craig et al. (1996) zeigten, daß die Gephyrin-IR von Kulturen aus Hippokampus-Neuronen

in der Entwicklung von einem mehr axonalen8 zu einem mehr dendritischen9

Erscheinungsbild wechseln. Aus der Tatsache, daß Gephyrin in „nicht-synaptischen“

Bereichen gefunden wurde, folgerten die Autoren, daß Gephyrin auch eine weitere Funktion

neben der Verankerung von Rezeptoren in der Postsynapse besitzt. Diese Funktion könnte

darin bestehen, andere Membranmoleküle am Zytoskelett zu verankern oder Vesikel auf dem

Weg zu ihrem Bestimmungsort zu begleiten. Diese Hypothesen werden durch die Tatsache

gestützt, daß Gephyrin auch in vielen „nicht-neuronalen“ Geweben gefunden wird (Prior et al.

1992).

                                                
8 Die Gephyrin-IR wird bevorzugt in den auswachsenden Axonen gefunden.
9 Gephyrin-IR findet sich mehr in den Dendriten in „hot-spots“ gelagert.
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Fallah und Clowry fanden 1999 heraus, daß Gephyrin ein Marker für unmyelinisierte

auswachsende Axone im Hinterstrang von jungen Ratten ist. Die Bedeutung dieser

Beobachtung bestand für die Autoren zum einen darin, daß die Axone Glyzin-Rezeptoren

exprimieren könnten, zum anderen schlugen sie vor, daß sich Gephyrin auf dem Weg zu

seinem „Einsatzort“ befinden könnte. Außerdem weiß man, daß es von Gephyrin mindestens 

5 „Splicing-Varianten“ gibt (Prior et al. 1992), welche alle, wie bereits erwähnt, von dem

MAb 7a Antikörper erkannt werden. Trotzdem ist es nicht ausgeschlossen, daß der Antikörper

auch darüber hinaus noch weitere Moleküle, die sich in ihrer Sequenz und Struktur nicht

wesentlich von Gephyrin unterscheiden, erkennt. Mögliche Kandidaten hierfür sind

funktionell ähnliche Moleküle, wie neuronale Zell-Adhäsionsmoleküle (N-CAMs) und

transmembranäre Glykoproteine (Fallah und Glowry 1999), die den Kontakt zwischen

Neuronen einerseits und Neuronen und Gliazellen andererseits regulieren (Keilhauer et al.

1985). Darüber hinaus kann Gephyrin polymerisiertes Tubulin binden, und es erscheint Fallah

und Glowry (1999) möglich, daß Gephyrin auf diesem Weg, ähnlich wie Mikrotubuli-

assoziierte Proteine (MAPs), hinter der auswachsenden Axonkopfendigung Mikrotubuli in

ihrer Form stabilisiert.

Diese Ergebnisse lassen sich möglicherweise auch auf die Gephyrin-IR in den

Photorezeptoren übertragen. Es ist sehr wahrscheinlich, daß Gephyrin in den Zapfen keine

Rezeptoren am Zytoskelett verankert. Vielmehr deutet die Tatsache, daß Gephyrin

zytoplasmatisch gefunden wird, darauf hin, daß es eine andere Funktion ausübt. Die

Möglichkeit, daß der MAb 7a Antikörper weitere strukturähnliche Moleküle erkennt, kann zu

diesem Zeitpunkt nicht abschließend beurteilt werden. Weitere Untersuchungen mit „splicing-

spezifischen“ Antikörpern könnten Aufschluß bringen.

Aus der Tatsache, daß die Gephyrin-IR in den Zapfen bisher nur beim Fisch gefunden

wurde, kann man schließen, daß es sich um ein „fischspezifisches Problem“ handelt. Deshalb

wäre es naheliegend, daß die Fische, mit der im Vergleich zu den anderen in der Literatur

erwähnten Tieren einzigartigen Retinomotorik, möglicherweise Gephyrin-ähnliche Moleküle

zur Stabilisierung der Myoide verwenden. Dazu müßte sich jedoch die Gephyrin-IR distal der

Äußeren Grenzmembran befinden, was nicht der Fall ist (s. Abb. 3.15). Mit welchen

filamentartigen Zytoskelettbestandteilen Gephyrin in den Zapfen-Photorezeptoren interagiert,

ist zum jetzigen Zeitpunkt noch offen.
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Bevor die Befunde zu den GABAC-Rezeptoren der Goldfischnetzhaut diskutiert werden,

sollen an dieser Stelle einige Probleme angesprochen werden, die in Bezug auf Gephyrin und

seine Funktion und Bedeutung als Rezeptor-Protein, seine Bindungspartner und die

Modulation noch weiterer Untersuchung bedürfen:

1. Wer sind die Partner von Gephyrin beim Prozeß des „clustering“ von Rezeptoren?

2. Welches sind die „Mitspieler“ bei der Modulation der Rezeptoraggregation?

3. Was kann die Ursache sein, daß inhibitorische Rezeptoren der Netzhaut „so wenig

Gephyrin haben“?

4. Gibt es neben GABAC- noch weitere inhibitorische Rezeptoren, die kein Gephyrin zur

Verankerung benötigen, oder sind die zur Verfügung stehenden Antikörper

ungenügend?

5. Wenn ja, aus welchen Untereinheiten bestehen die „Gephyrin-unabhängigen“

Rezeptoren?

6. In welcher Weise beeinflußt neuronale Aktivität die Verteilung und Größe bzw.

Intensität der Gephyrin-IR an isolierten Mb-Terminalen?

7. Besitzen andere Tiere (mit Retinomotorik?) auch Gephyrin in ihren Photorezeptoren?

4.6. GABAC-Rezeptoren in der Goldfischnetzhaut

Der Neurotransmitter GABA interagiert mit wenigstens drei verschiedenen Rezeptoren, die

sich sowohl pharmakologisch als auch strukturell unterscheiden: dem GABAA-, dem GABAB-

und dem GABAC-Rezeptor.

Der GABAA-Rezeptor-Komplex besteht aus mehreren Untereinheiten (α1-6,β1-4,γ1-3 und δ),

die wie der Glyzin-Rezeptor ein Pentamer bilden, das ligandengesteuert Cl- Ionen durchläßt

(Bormann et al. 1987; MacDonald 1994). Der GABAB-Rezeptor ist über G-Proteine indirekt

an K+- oder Ca2+-Kanäle gekoppelt, die somit von intrazellulären „second messenger

Systemen“ gesteuert werden (Bowery 1989; Slaughter und Pan 1992; Kaupman et al. 1997).

In der jüngeren Vergangenheit wurden GABA-gesteuerte Cl--Kanäle gefunden, die sich

hinsichtlich ihrer Pharmakologie (Bicucullin-insensitiv) und Kinetik von den bisherigen

Kanälen unterscheiden und GABAC-Rezeptoren genannt wurden (Drew et al. 1984; Shimada

et al. 1992; Bormann und Feigenspan 1995; Johnston 1996). Diese GABAC-Rezeptoren

bestehen aus ρ1 und ρ2-Untereinheiten und sind Retina-spezifisch (Cutting et al. 1991, 1992).

Man findet sowohl GABAA- (Bicucullin-sensitive) als auch GABAC-Rezeptoren

(Bicucullin-insensitive) auf der Oberfläche von Bipolarzellterminalen (Feigenspan et al. 1993;
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Enz et al. 1996; Koulen et al. 1997). Die Arbeitsgruppe um Tachibana zeigte, daß von Mb-

Terminalen Bicucullin-sensitive Antworten nach GABA-Stimulation abzuleiten waren

(Suzuki et al. 1990; Kaneko et al. 1991), wohingegen die Arbeitsgruppe um Matthews diese

Befunde nicht bestätigen konnte (Heidelberger und Matthews 1991; Matthews et al. 1994;

Matthews 1999).

Man weiß heute auch, daß GABAC-Rezeptoren der Bipolarzellterminale den

exzitatorischen Ausgang auf die Ganglienzellen beeinflussen (Lukasiewicz und Werblin

1994). Diese Beeinflussung vollzieht sich durch reziproke Synapsen, die das morphologische

Korrelat von „feed-back Mechanismen“ zwischen den Bipolarzellen und den Amakrinen

darstellen. Die „feed-back Signale“ können die Übertragung in der Art und Weise

beeinflussen, daß sie a) das „signal to noise ratio“ (SNR) positiv verstärken oder b) zu einer

Verringerung des synaptischen Informationsflusses führen10. Da die GABAA- und GABAC-

Rezeptoren unterschiedliche Konzentrationen von Transmitter zur Aktivierung benötigen

(Feigenspan und Bormann 1994b), bietet sich hier an der Bipolarterminale die Möglichkeit,

zwischen den beiden Varianten zu wählen. Bei geringer GABA-Konzentration im

synaptischen Spalt werden fast ausschließlich die GABAC-Rezeptoren aktiviert (Lukasiewicz

1996). Dies könnte zu einer reziproken „feed-back Inhibition“ durch Amakrinzellen führen,

welche das SNR in positiver Weise beeinflußt, so daß es so zu einem „kontrastreichen“ Signal

der Bipolarzellen auf die Amakrinzellen kommt (Lukasiewicz 1996). Dieser „feed-back-

Mechanismus“ würde auch länger anhalten und im Vergleich zu GABAA-Rezeptoren nicht

desensitisieren. Bei höherer Konzentration von GABA im synaptischen Spalt werden die

GABAA-Rezeptoren aktiviert und über metabotrope Autorezeptoren die GABAC-Rezeptoren

der Bipolarzellen inhibiert. Durch die nun alleinige Aktivierung von GABAA-Rezeptoren auf

Ganglienzelldendriten und Bipolarzellen kommt es zu einer Unterdrückung eingehender

Signale in den Ganglienzelldendriten (Lukasiewicz 1996; „feed-forward-Inhibition“) und

„feed-back“-Inhibition der Bipolarzelle (siehe Abb.4.1). 

Weiterhin muß man in Betracht ziehen, daß die Verteilung der GABAA- und GABAC-

Rezeptoren in der Netzhaut sehr komplex ist (Kaneko et al. 1991). Der GABAA-Rezeptor

wird sowohl auf Bipolarzellen als auch auf Ganglienzellen gefunden, wohingegen der

GABAC-Rezeptor bevorzugt auf den Bipolarterminalen lokalisiert ist (Heidelberger und

Matthews 1991; Lukasiewicz et al. 1994; Pan und Lipton 1995) (Abb. 4.1). Eine

Ausschüttung von GABA eines Amakrinzellfortsatzes in den Bereich der Dyade führt somit

sowohl zu „feed-back“ als auch „feed-forward“ Inhibition. Dabei ist die „feed-forward“ 

                                                
10 Zu entsprechender Thematik an Photorezeptorterminalen s. Smith 1995.
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Inhibition aber auf höhere Konzentrationen von GABA angewiesen.11 Somit läßt sich die

Informationsübertragung von Bipolarzelle auf Ganglienzelle durch Veränderung der GABA-

Ausschüttung modulieren (Lukasiewicz 1996).

Die enorme Vielfalt in der Zusammensetzung synaptischer Rezeptoren (v.a. der GABAA-

Rezeptoren) und ihre topographische Anordnung12 ist für die Netzhaut und für die

Informationsübertragung bisher nur unzureichend aufgeklärt. Trotzdem kann man vermuten,

daß diese Variation der GABA-Rezeptoren auf den Bipolarzellen und auch auf den

Ganglienzellen in ihrer Gesamtheit dazu führt, Mechanismen wie die Veränderungen der

„Rezeptiven Felder“ in Abhängigkeit von den Lichtverhältnissen zu erklären.13

4.7. Räumliche Segregation der inhibitorischen Eingänge auf die Mb-BTs

Im Ergebnisteil dieser Arbeit wurden Befunde zu einer räumlich unterschiedlichen

Verteilung von Gephyrin- und GABAC-IR aufgeführt. So befinden sich mehr Gephyrin-IR

Flecken auf der distalen Hälfte (photorezeptorwärts) der Mb-Terminale, während die

GABAC-IR Flecken eher auf der proximalen Hälfte liegen. Diese Ergebnisse passen gut zu

der Beobachtung, daß die proximale und die distale Hälfte der Mb-Terminale von

verschiedenen Subpopulationen von Amakrinzellen synaptische Eingänge erhalten (Yazulla et

al. 1987). Wenn man davon ausgeht, daß Gephyrin in der Netzhaut des Goldfisches an der

Verankerung und Aggregation von GABAA- und Glyzin-Rezeptoren beteiligt ist (GABAA-

und Glyzin-Rezeptor: Koulen 1999; GABAC-Rezeptor: Hanley et al. 1999), würde das

bedeuten, daß es eine räumliche Segregation von verschiedenen inhibitorischen Rezeptoren

auf der Oberfläche von Mb-Terminalen gibt.14 Im folgenden soll eine funktionelle

Interpretation der Segregation inhibitorischer synaptischer Orte vorgenommen werden. Dazu

ist es zuerst notwendig, die beiden Rezeptorklassen (GABAA-Rezeptoren auf der einen Seite

und GABAC-Rezeptoren auf der anderen) miteinander zu vergleichen.

Die Rezeptorklassen unterscheiden sich sowohl hinsichtlich der Bindungsaffinität

(Feigenspan und Bormann 1994b) als auch der zeitlichen Reaktion (Lukasiewicz und Shields

1998) auf den endogenen Liganden. So benötigt der GABAC-Rezeptor eine geringere

                                                
11 Zum biochemischen Bindungsverhalten der verschiedenen GABA-Rezeptoren siehe auch Tabelle 4.1
12 Siehe „feed-forward-“ und „feed-back-Inhibition“, Lukasiewicz und Werblin 1994; Lukasiewicz 1996;
   Lukasiewicz und Shields 1998
13 S. hierzu auch: Cook und McReynolds 1998; Haverkamp et al. 1997
14 Zur Lokalisation der GABAC-Rezeptoren an Bipolarterminalen s. Vaquero und de la Villa 1999 bzw. für
   GABAA-Rezeptoren s. Yazulla et al. 1989
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Ligandenkonzentration (GABA), um eine zeitlich langanhaltende Wirkung auf die Zelle

auszuüben, die wenig desensitivierende Eigenschaften zeigt. GABAA- und Glyzin-Rezeptoren

dagegen stehen für eine schnelle und ebenso schnell wieder abklingende Inhibition der Zelle,

die dazu hohe Transmitterkonzentrationen benötigt und die auch schnell desensitisiert (siehe

Tabelle 4.1). So kann man zusammenfassend sagen, daß die Mb-Terminale zwei ionotrope

GABA-Rezeptor-Klassen besitzt: GABAC-Rezeptoren zur feinmodulierenden

Signalabstimmung und GABAA-Rezeptoren zur starken und effektiven Unterdrückung der

Informationsübertragung.

Tabelle 4.1

Eigenschaften von GABA-Rezeptoren (nach H. Qian 2000)

GABAA-Rezeptor GABAB-Rezeptor GABAC-Rezeptor

Kategorie Ligandengesteuerter

Ionenkanal

G-Protein gekoppelter

Rezeptor

Ligandengesteuerter

Ionenkanal

Untereinheiten α, β, γ, δ, ε, π, GBR1, GBR2 ρ

Agonisten Muscimol, THIP Baclofen

Antagonisten Bicucullin, Picrotoxin Phaclofen TPMPA, Picrotoxin

Modulatoren Benzodiazepine

Barbiturate

Zink

Relative Affinität zu

GABA

geringe Affinität hohe Affinität hohe Affinität

Geschwindigkeit und

Ansprechverhalten

schnell langsam langsam

Desensibilisierung ja nein nein

Weshalb die langsame feinmodulierende Inhibition durch die GABAC-Rezeptoren vor

allem auf der proximalen Hälfte der Terminale lokalisiert ist, ist bisher nicht verstanden. Die

Mb-Terminale erhält synaptische Eingänge von unterschiedlichen GABAergen Amakrinen

(Yazulla 1987), deren Rezeptoren mit unterschiedlichem Empfindlichkeitsprofil auf den
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endogenen Liganden differentiell verteilt sind. Man kann davon ausgehen, daß verschiedene

Amakrin-Zelltypen in unterschiedlichen Zonen auf der Terminale synaptische Kontakte

eingehen. Für die IPL ist eine Laminierung (Schichtung) von Fortsätzen von Amakrinen, von

Ganglienzellen und von Bipolarterminalen charakteristisch (Cajal 1894; Stell 1972; Rodieck

1973, 1998); dieser Laminierung von „Fortsätzen“ entspricht u.a. eine Laminierung von

Synapsen (Guiloff et al. 1988), Neurotransmittern (Marc 1986) oder Rezeptoren (Wässle et al.

1998). Das funktionelle Konzept der Stratifizierung wird dabei v.a. im Sinne der

Informationsverarbeitung in parallelen Kanälen interpretiert (Boycott und Wässle 1999).

Wenn man die räumliche Segregation der verschiedenen GABA-Rezeptoren an der Mb-

Terminale zusammenfaßt, so kommt man zu dem Schluß, daß eine Bildung von funktionellen

Mikrodomänen wahrscheinlich ist. Funktionelle Mikrodomänen findet man auch für andere

große synaptische Komplexe, z.B. in Photorezeptorterminalen in der Retina oder den großen

Moosfaserterminalen im Hippokampus. Das Wissen um die Zellbiologie dieser großen

synaptischen Komplexe steht insgesamt betrachtet erst am Anfang.

4.8. Funktionelle Bedeutung von GABAC-Rezeptoren und PKC für Mb-Terminalen

In diesem Abschnitt soll auf die Modulation der GABAC-Rezeptoren in der

Goldfischnetzhaut eingegangen werden. Diskutiert werden Aspekte der Modulation von

GABAC-Rezeptoren und die funktionelle Bedeutung von PKC für die Terminale. Auf die

Modulation der GABAC-Rezeptoren durch Zn2+ und Ca2+ wird nicht eingegangen.15 

GABAC-Rezeptoren werden in der Netzhaut auf den Terminalen der gemischten Stäbchen-

Zapfen Bipolarzellen wie auch auf Horizontalzellen gefunden (Koulen et al. 1997). Die

GABAC-Rezeptoren werden aus ρ1- und ρ2-Untereinheiten zusammengesetzt, welche aus 4

transmembranären Domänen mit einer cytoplasmatischen Schleife zwischen dem Segment M3

und M4 bestehen (Cutting et al. 1991, 1992). Diese Schleife besitzt eine ausgeprägte

Homologie zu den bisher bekannten Phosphorylierungsstellen von PKC und deutet damit eine

Beteiligung von PKC an der Modulation der GABAC-Rezeptoren an. Es stellte sich heraus,

daß die Phosphorylierung durch PKC die Leitungseigenschaften der GABAC-Rezeptoren

verändert. Die Aktivierung von PKC durch Phorbolester führt zu einer Verminderung der

Leitfähigkeit der Rezeptoren (Feigenspan und Bormann 1994a). Nach einer Aktivierung von 

                                                
15 Siehe hierzu: Dong und Werblin 1994; Wellis und Werblin 1995; Qian und Dowling 1995; Kaneda et al. 1997;
   Qian et al. 1997 Dong und Werblin 1998
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PLC (Phospholipase C) und der Spaltung von Membranlipiden zu PIP2 (PIP2 wird dann

weiter zu IP3 umgewandelt) und Diacylglyzerol (DAG), aktiviert DAG die PKC, welche die

GABAC-Rezeptoren dann phosphoryliert und dadurch den Cl--Einstrom verringert

(Feigenspan und Bormann 1994a) (Abb. 4.2.).

Wie im Ergebnisteil dieser Arbeit gezeigt wurde (siehe Abb. 3.1 und 3.13b), konnten

sowohl die α- als auch die β1-Isoform von PKC in den Mb-Terminalen nachgewiesen werden.

Die Verteilung von PKC in den Terminalen zeigten dabei Hell-Dunkel-Unterschiede. Die

PKC-IR lag im dunkeladaptierten Zustand eher randständig (membrangebunden) vor,

wohingegen die helladaptierte Terminale gleichmäßig mit PKC-IR gefüllt war (diffus). Dieser

Umstand wird dadurch erklärt, daß es zu einer Translokation von PKC von der

membrangebundenen Form in das zytosolische Kompartiment kommt: Dies wird im

allgemeinen mit der Stimulation bzw. Aktivierung von PKC in Verbindung gebracht

(Osborne et al. 1992; van der Zee et al. 1997). Aktivitätsabhängige Veränderungen in der

Verteilung von PKC in den Terminalen sind in der Literatur bisher wenig beschrieben

worden. 

Es liegen auch Hinweise vor, daß auch die Leitungseigenschaften der GABAA-Rezeptoren

wie die der GABAC-Rezeptoren durch PKC moduliert werden können (Siegel et al. 1991;

Kellenberger et al. 1992; Leidenheimer et al. 1992; Krishek et al. 1994).

Darüber hinaus gibt es die Möglichkeit, die GABAC-Rezeptor-vermittelte Inhibition der

Bipolarterminalen über die Ligandenbindung der Rezeptoren mit GABA durch Dopamin zu

modulieren (Dong und Werblin 1994/1995; Wellis und Werblin 1995). Da Dopamin vor

allem im Hellen ausgeschüttet wird, könnte es die GABAC-Rezeptoren über einen cAMP-

abhängigen Weg inhibieren (Dong und Werblin 1994, 1995). Dopamin führt somit zu einer

Feineinstellung des inhibitorischen GABAergen Systems, das möglicherweise die

„Kontrastschärfe“ Rezeptiver-Felder (von Ganglienzellen) und die synaptische Übertragung

von der Bipolarterminale auf die Ganglienzelle beeinflußt (Lukasiewicz 1996; Dong und

Werbling 1998).
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4.9. Adaptationsabhängige Unterschiede in der Verteilung von SNAP-25-IR in der

Goldfischnetzhaut

Die Exozytose von synaptischen Vesikeln wird durch die Dynamik der zytoplasmatischen

Ca2+-Konzentration gesteuert (Siegel 1999). Eine Reihe von Proteinen, die an diesem Prozeß

beteiligt sind, wurden in jüngster Zeit durch biochemische, genetische und zellbiologische

Techniken genauer charakterisiert (Hanson et al. 1997). Im folgenden soll das „synaptosome-

associated protein“ mit einer molekularen Masse von 25 kDa (SNAP-25) genauer dargestellt

werden.

SNAP-25 wird von vielen Neuronen exprimiert. Man findet es sowohl auf der

zytoplasmatischen Seite in Neurotransmittervesikeln als auch in der zytoplasmatischen Hälfte

der Plasmamembran (Abb. 4.3). SNAP-25 spielt nach der heute gängigen Vorstellung eine

wichtige Rolle bei der Initiierung, dem „Docking“ und der Fusion von Vesikeln mit der

Plasmamembran. Es bildet zusammen mit Syntaxin I und Synaptobrevin einen stabilen

Komplex (Hanson et al. 1997). Die Notwendigkeit dieses Komplexes für die Exozytose ist gut

dargestellt. Es ist jedoch nicht endgültig geklärt, wann er gebildet wird und welche Funktion

er genau ausübt (Fernández-Chacón und Südhof 1999). Synaptobrevin wird dabei

ausschließlich auf den synaptischen Vesikeln gefunden, wohingegen Synatxin I mit SNAP-25

kolokalisiert ist und sowohl an der präsynaptischen Membran als auch an der

Vesikelmembran gefunden wird (Hodel 1998). Die zytosolische ATPase NSF („N-

ethymaleimide-sensitive fusion protein“) und α-SNAP (soluble NSF attachment protein)

katalysieren die Dissoziation des SNAP-25-Synataxin-Synaptobrevin-Komplexes (bzw.

SNARE = SNAP Rezeptor Komplex), indem sie eine Konformationsänderung des Syntaxins

bewirken (Wilson et al. 1996; Hanson et al. 1997). Man vermutet, daß dadurch die Vesikel in

engeren Kontakt zu Ca2+-Kanälen kommen und dies somit ein wesentlicher Bestandteil der

Exozytose-Kinetik ist (Lawrence et al. 1997). Weiterhin kommt es durch Interaktion von

SNAP-25 mit Synaptobrevin und Synaptotagmin, welches wahrscheinlich der Ca2+-Sensor

der Vesikel sein dürfte, zum „docking“ an der Plasmamembran. Die Bindung von SNAP-25

an Syntaxin I verstärkt dadurch seine Affinität zu Synaptobrevin. Dies erlaubt einen von

Synaptotagmin stabilisierten Komplex von Syntaxin und Synaptobrevin auf

entgegengesetzten Membranen (Zigmond 1998). Ein zytoplasmatischer Ca2+-Anstieg in der

Zelle bewirkt die Dissoziation von Synaptotagmin von dem SNARE Komplex, wonach es

dann zur Verschmelzung von Vesikel- und Plasmamembran kommt (Banerjee et al. 1996;

Mehta et al. 1996; Wilson et al. 1996) (zur Übersicht siehe Abb. 4.3).
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Dieses Modell für die Ausschüttung von Transmitter in den synaptischen Spalt ist für

konventionelle chemische Synapsen etabliert. Die in dieser Arbeit untersuchten Ribbon-

Synapsen der Mb-Terminalen unterscheiden sich in vielfältiger Weise von den

konventionellen chemischen Synapsen. So sind Synapsine, die eine bedeutende Funktion

beim Vesikeltransport („recruiting“) zur synaptisch „aktiven Zone“ haben (Greengard et al.

1993; Pieribone et al. 1995; Rosahl et al. 1995), nicht in Ribbon-Synapsen zu finden

(Brandstätter et al. 1996). Man vermutet, daß die Proteine der synaptischen Ribbons diese

Aufgabe übernehmen (Parsons et al. 1994; Rao-Mirotznik et al. 1995). Des weiteren wird die

Kontrolle der Exozytose in konventionellen Synapsen von Ca2+-Kanälen vom N- oder P-Typ

gesteuert (Dunlap et al. 1995), wohingegen die Ribbon-Synapsen den L-Typ des Ca2+-Kanals

verwenden (Heidelberger und Matthews 1992; Juusola et al. 1996; Matthews et al. 1998;

Satoh et al. 1998). Außerdem findet man in Bipolarzellen kein Syntaxin-1, Syntaxin-3 und

SNAP-25 dagegen sind vorhanden (Brandstätter et al. 1996; Morgans et al. 1996). Aus all

diesen Erkenntnissen kann man schließen, daß die Ribbon-Synapsen zwar viele Ähnlichkeiten

mit dem Exozytosemechanismus der konventionellen Synapsen aufweisen, jedoch auch ihre

eigene Spezialisierung zeigen.16

Der Ergebnisteil zeigt SNAP-25-IR sowohl in der IPL als auch in der OPL. Das Signal in

der OPL befand sich in den Photorezeptorterminalen. Damit konnten die Ergebnisse anderer

Arbeitsgruppen bestätigt werden (siehe Brandstätter et al. 1996), welche SNAP-25 in den

Photorezeptoren und Bipolarzellen nachweisen. Die lichtmikroskopische Verteilung der

SNAP-25-IR in der OPL zeigte Hell-Dunkel-Unterschiede. Diese Unterschiede können mit

der variablen Aktivität der Photorezeptorterminalen korreliert werden. Im Hellen sind die

Terminalen weniger aktiv, d.h., sie schütten weniger Transmitter aus als im Dunkeln, wo eine

beständige tonische Ausschüttung von Transmitter stattfindet (Dowling 1987). Der beständige

Vesikelumsatz führt möglicherweise dazu, daß das vesikelgebundene SNAP-25 sich

gleichmäßiger über die Photorezeptorterminale verteilt, wohingegen im Hellen die Vesikel

gebunden an den Ribbons und in nächster Nähe zur Fusionsstelle „lagern“. Dadurch

beobachten wir im Hellen eine „zusammengeballte“ Immunoreaktivität in dem proximalen,

den invaginierenden Horizontalzellfortsätzen zugewandten Abschnitt der

Photorezeptorterminale.

Diese Überlegungen sind auch auf die überlappenden subplasmatischen Fluoreszenzsignale

in den Mb-Terminalen anwendbar. Daß sich die „patches“ in den dunkeladaptierten Mb-

                                                
16 Siehe hierzu auch: Morphologie und Plastizität der Mb-BTs
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Terminalen deutlicher abzeichnen, läßt sich durch eine geringere Aktivität und einem damit

verbundenen geringeren Umsatz der synaptischen Vesikel in der Mb-Terminale erklären. Im

Dunkeln könnten somit die synaptischen Vesikel subplasmatisch gelagert auf einen Reiz zur

Ausschüttung warten (sozusagen auf „stand by“), während im Hellen ein beständiger

Vesikelumsatz die Lagerung und Aggregation subplasmatisch verhindert.

In der IPL der Goldfischnetzhaut konnten wir bis auf einen stärker „streifigen“ (im

Dunkeln) bzw. „klumpigen“ Gesamteindruck (in der helladaptierten Netzhaut) keine weiteren

Unterschiede feststellen. Unterschiede in der Immunoreaktivität von Sublamina a und b waren

nicht zu erkennen. Anfänglich galt die Hypothese, daß man Unterschiede in der SNAP-

Markierung erkennen sollte, wenn man vereinfachend annimmt, daß die beiden Sublaminae

der IPL global jeweils entgegengesetzt „aktiver“ oder „weniger aktiv“ sind. Nun ist

festzustellen, daß die ON-OFF Gliederung der IPL lediglich funktionell und physiologisch für

neuronale Elemente (Bipolarzellen, Amakrine und Ganglienzellen) gültig ist. Auch kann man

von einer Ausgewogenheit der ON-OFF Ein- und Ausgänge sprechen; hieraus lassen sich

jedoch nur spekulativen Aussagen zur SNAP-25-Verteilung ableiten, wobei sich diese

Vermutungen selbst experimentell nicht einfach überprüfen lassen.

Die vorschnelle Annahme, daß SNAP-25-IR aktivitätsabhängig in den Terminalen

unterschiedlich verteilt wird – diese Verteilung hätte man dann auch in der IPL sehen müssen

- muß zumindest für die IPL relativiert werden. Eine weitere Besonderheit der IPL besteht

darin, das hier heterogenere Synapsenpopulationen vorliegen als in der OPL. In der OPL

findet man hauptsächlich die Ribbon-Synapsen in den Photorezeptorterminalen; in der OPL

der Cypriniden und speziell bei Cichliden zeigen sich außerdem noch Fasern dopaminerger

Zellen, die in der Nähe von Photorezeptorterminalen ihren Transmitter freisetzen (Wagner

und Wulle 1992). 

Es gibt Hinweise darauf, daß es zu einer aktivitätsabhängigen Phosphorylierung von

SNAP-25 durch PKC (Genoud et al. 1999) kommt. Eine Beteiligung von SNAP-25 an der

Langzeitpotenzierung im Hippokampus der Ratte konnte ebenfalls gezeigt werden (Roberts et

al. 1998).
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4.10. Die „Quantal-size“ korreliert mit der Größe der postsynaptischen Region

Man nimmt heute an, daß Lernen und Gedächtnis durch eine Änderung der Anzahl und

„Effektivität“ von Synapsen verursacht werden (Hebb 1948; Wallace et al. 1991; Squire und

Kandel 1999). Um die molekularen Mechanismen von Lernen und Gedächtnis zu verstehen,

konzentrierten sich die modernen Neurowissenschaften auf die strukturellen und

physiologischen Veränderungen von Synapsen (Wallace et al. 1991; Edwards 1995a, b;

Walmsley et al. 1998). In den vorausgegangenen Abschnitten wurden bereits verschiedene

Mechanismen von synaptischer Plastizität vorgestellt. Plastizität kann sich dabei sowohl

präsynaptisch17 als auch postsynaptisch18 zeigen. Wichtig ist in diesem Zusammenhang, daß

es über einen retrograden Messenger (NO und/oder Arachidonsäure) zu einer Kopplung von

prä- und postsynaptischen Komponenten plastischer Veränderungen kommt (Bazan et al.

1997; Hawkins et  al. 1998). Im folgenden soll nun auf die synaptischen Plastizität der

Postsynapse und im besonderen auf die „quantal size“ eingegangen werden.

Synaptische Kontakte zwischen Neuronen des ZNS sind hoch spezialisierte

Membrandomänen, in welchen die postsynaptischen Rezeptoren (dicht zusammengeballt in

„Clustern“) in enger Nachbarschaft zur Zone der präsynaptischen Transmitterausschüttung

stehen (Siekevitz 1985; Walmsley 1991; Kirsch et al. 1996; Nusser et al. 1997; Colledge et al.

1998; Walmsley et al. 1998). Eine beträchtliche Variationsbreite in Größe und Form der

synaptischen Zonen ist in der Literatur beschrieben und korreliert möglicherweise mit

unterschiedlichen funktionellen Aktivitätsparametern (Lisman und Harris 1993; Nusser et al.

1997; Schikorsky und Stevens 1997; Nusser et al. 1998; Walmsley 1998).

Bei einer einzelnen Synapse hängt die Größe des postsynaptischen Stroms theoretisch von

der Konzentration und dem zeitlichen Verhalten des Transmitters im synaptischen Spalt und

dem Transmitterbindungsverhalten der postsynaptischen Rezeptoren ab (Clements 1996).

Erreicht die ausgeschüttete Transmittermenge eine sättigende Konzentration, so bildet die

absolut zur Verfügung stehende Rezeptoranzahl den limitierenden Faktor für die Größe des

postsynaptischen Stroms (Clements 1996). Vorausgehende Arbeiten zeigten eine große

Variabilität sowohl der postsynaptischen „Cluster-Größe“ als auch der Amplitude der

postsynaptischen Ströme (Walmsley et al. 1998). Dabei variierte nicht nur die „Cluster-

                                                
17 Als Beispiele siehe zur Vesikeldynamik: von Gersdorff et al. 1996; Angleson und Betz 1997
   Zur Rolle von Kalzium: Verhage et al. 1994
   Zur Beteiligung der CAM II Kinase: Chapman et al. 1995
18 Entwicklungsabhängige Veränderung in der Rezeptorverteilung: Arai et al. (1997)
   Postsynaptische Rezeptorzunahme: Nusser et al. 1998
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Größe“ einzelner Neuronen, sondern auch die gemittelte postsynaptische „Cluster-Größe“

zwischen einzelnen Populationen verschiedener Neuronen (Alvarez et al. 1997). Es zeigte

sich, daß die Größe, z.B. von Glyzin-Rezeptor Clustern entlang des Dendritenbaums, mit

zunehmender Entfernung vom Zellsoma zunimmt (Triller et al. 1990; Alvarez et al. 1997).

Dies führte zu der Hypothese, daß hieraus eine Kompensation der Abschwächung der

postsynaptischen Potentiale bzw. Ströme auf ihrem Weg entlang des Dendritenbaums zum

Zellsoma resultiert (Triller et al. 1990; Alvarez et al. 1997).

Die „Größenzunahme“ der Postsynapse ist häufig von einer Perforierung der

postsynaptischen Zone begleitet (Lisman und Harris 1993; Lim et al. 1999). Diese

Perforierung vollzieht sich u.a. durch Bildung eines Spinules und führt möglicherweise zu

einer Diffusionsbarriere für den Transmitter (Triller et al. 1990; Lisman und Harris 1993;

Nusser et al. 1998; Walmsley et al. 1998; Lim et al. 1999). 1999 legten Lim, Alvarez und

Walmsley darüber hinaus Hinweise darauf vor, daß die postsynaptischen Ströme direkt mit

der postsynaptischen Rezeptorregion glyzinerger Synapsen korrelieren (Nusser et al. 1997;

Walmsley et al. 1998). Dies wird sehr wahrscheinlich von einer Insertion weiterer Glyzin-

Rezeptoren in die postsynaptische Zone begleitet (Kirsch et al. 1993; Meyer et al. 1995;

Kirsch und Betz 1995, 1998). Im folgenden muß die Frage aufgeworfen werden, inwieweit

diese Befunde die Interpretation der hier präsentierten Ergebnisse beeinflussen.

Im Ergebnisteil und in der Diskussion der Gephyrin-IR wurde bereits darauf hingewiesen,

daß die Größe und Intensität der Immunoreaktivitäten breit variierten. Diese Ergebnisse

könnten in Hinblick auf die obigen Ausführungen dahingehend interpretiert werden, daß es

sich bei den beobachteten Gephyrin-IR Flecken um inhibitorische Synapsen handelt, die

unterschiedlich große Ströme vermitteln. Die Zellen sind nach dem von Lim et al. (1999)

vorgeschlagenen Modell in der Lage, die Übertragungsstärke, bzw. im vorliegenden Fall die

Inhibition, durch Insertion weiterer Rezeptoren zu modulieren. Weitergehende

Untersuchungen hinsichtlich der Größe, Verteilung und Intensität der Gephyrin-IR auf den

Mb-Terminalen wurden nicht durchgeführt. Dazu wäre es u.a. notwendig gewesen, einzelne

Zellen enzymatisch zu dissoziieren und einer standardisierten Untersuchung zugänglich zu

machen.

Die Immunoreaktivität der GABAC-Rezeptoren unterschied sich von der Gephyrin-IR.

Während in den Schnitten die Gephyrin-IR eine ausgeprägte Heterogenität in der Größe der

Immunoreaktiven-Flecken zeigte, war die Größe der GABAC-IR Spots dagegen auffallend

einheitlich, was die Bedeutung von PKC bei der Modulation der inhibitorischen Ströme

verdeutlicht.
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5.0. Zusammenfassung

Die großen Axonterminalen der Mb-Bipolarzellen aus der Goldfischnetzhaut entwickelten
sich in den letzten Jahren zu einem etablierten Modell zur Untersuchung der Präsynapse. Die
Mb-Bipolarterminalen zeigen adaptationsabhängige morphologische Veränderungen der
Gestalt der Terminale (Kurvatur), der Anzahl endständiger Anschwellungen von Fortsätzen
der Terminalen und der Anzahl fingerförmiger Spinules. Nicht bekannt ist, ob und inwieweit
die strukturellen Veränderungen der Mb-Bipolarterminalen Folgen hat für die Expression und
Verteilung prä- und postsynaptischer Proteine in bzw. an der Terminale.

Mittels immunhistochemischer Methoden wurden prä- und postsynaptische Proteine an
hell- und dunkeladaptierten Mb-Bipolaterminalen untersucht. Die Auswahl der Antikörper zur
Markierung von Postsynapsen erfolgte unter dem Gesichtspunkt, elektrophysiologisch
verschiedene inhibitorische Rezeptoren zu erfassen. Es wurden Antikörper gegen Gephyrin,
ein 93kD großes Protein, das an der Verankerung und Aggregation von GABAA- und Glyzin-
Rezeptoren beteiligt ist, und gegen die Rho-Untereinheit des GABAC-Rezeptors verwendet.
Die Anfärbung der Präsynapse erfolgte mit einem Antikörper gegen SNAP-25, ein Protein,
das am „docking“ und „fusion“ Prozeß synaptischer Vesikel beteiligt ist. Die Anfärbung der
Mb-Bipolarzellen erfolgte mit einem Antikörper gegen PKC.

Lichtmikroskopisch wurde in der IPL eine fleckenförmige Verteilung der Gephyrin-IR
gefunden, mit einer „Laminierung“ bei 23, 37, 62 und 77% in der IPL. An den Mb-
Bipolarterminalen ist Gephyrin-IR am zentralen Element und an den Fortsätzen lokalisiert,
mit einer deutlichen Häufung auf der äußeren (distalen) Seite, d.h. der den Photorezeptoren
zugewandten Hälfte der Terminalen, und an der Einmündung des Axons in die Mb-
Terminale. Ultrastrukturell wurde Gephyrin-IR auf der Seite von Postsynapsen gefunden.
Etwa 30% der Mb-Spinules waren Gephyrin-IR, wobei die Gephyrin-IR Spinules
ausschließlich auf der distalen Hälfte der Terminale gefunden wurden. Diese Beobachtung
führt zu zwei Schlußfolgerungen: 1) Zum einen sind Spinules heterogen; die Heterogenität
bezieht sich hier auf die neurochemische Heterogenität. 2) Zum anderen ist die räumliche
Beschränkung dieser Subpopulation der Gephyrin-IR Spinules auf der äußeren (distalen) Seite
der Terminale höchstwahrscheinlich im Zusammenhang mit diskreten AC-Populationen zu
sehen, die an dem großen synaptischen Komplex der Mb-Terminale in unterschiedlichen
Zonen ihre zumeist inhibitorischen Eingänge „einspeisen“.
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Eine Häufung der „fleckenförmigen“ GABAC-Rezeptor-IR wurde auf der den
Ganglienzellen zugewandten Seite der PKC-IR Mb-Bipolarterminalen gefunden. Neben
diesen „korbähnlichen“ GABAC-Rezeptor-IR an den Mb-Terminalen waren auch die lateralen
Fortsätze der Bipolarterminalen GABAC-Rezeptor-IR. Gephyrin- und GABAC-Rezeptor-IR
waren nicht kolokalisiert. Auffällig war dabei die einheitliche Größe der GABAC-Rezeptor-IR
im Vergleich zur heterogenen Größe der Gephyrin-IR.

Unterschiede in der adaptationsabhängigen Verteilung von Gephyrin- und GABAC-
Rezeptor-IR wurden nicht gefunden.

Die Untersuchung inhibitorischer synaptischer Orte zeigt eine differentielle Verteilung
unterschiedlich sensitiver inhibitorischer Eingänge an den Mb-Terminalen (Gephyrin
stellvertretend für GABAA- und Glyzin-Rezeptoren: auf der distalen Hälfte; GABAC-
Rezeptoren: auf der proximalen Hälfte); diese differentielle Verteilung inhibitorischer
synaptischer Orte kann im Sinne einer funktionellen Kompartmentalisierung der Terminalen
interpretiert werden. Die Betrachtung der Mb-Terminale von außen als „funktionelle Einheit“
wird also der Tatsache nicht gerecht, daß neuronale Signalübertragung an der Terminale
jeweils an vielen lokal verteilten Mikrodomänen vonstatten geht; synaptische Ereignisse an
einer Mikrodomäne können daher für die Terminale als ganze eher bedeutungslos sein.

Die Untersuchung von synaptischen Mikrodomänen an diesen Bipolarterminalen wird
gegenwärtig dadurch noch eingeschränkt, daß die genauen Partner (Amakrine und
Ganglienzellen) der Mb-Bipolarterminalen unzureichend charakterisiert sind.

Der präsynaptische Marker SNAP-25 wurde immunhistochemisch in der OPL und in der
IPL gefunden, und zwar in Ribbon-Synapsen (Zapfen-, Stäbchen- und Bipolarterminalen) und
in konventionellen chemischen Synapsen. Es wurden Hinweise auf adaptationsabhängige
Unterschiede in der Verteilung der SNAP-25-IR in der IPL und OPL gefunden.
Dunkeladaptierte Zapfenfüße zeigten eine diffuse Verteilung von SNAP-25-IR im
Zytoplasma, während in helladaptierten die SNAP-25-IR eher im „Zentrum“ der Zapfenfüße
aggregiert erschien. In der IPL waren die adaptationsabhängigen Unterschiede in der
Verteilung der SNAP-25-IR weniger deutlich ausgeprägt. Mb-Terminalen sind zwar SNAP-
25-IR, deutliche  adaptationsabhängige Unterschiede wurden aber nicht gefunden.
Unterschiede in der SNAP-25-IR in den Sublaminae a bzw. b der IPL waren nicht zu
erkennen.

Aus diesen Befunden ist zu schließen, daß SNAP-25 sicher kein ideales Protein ist, um
langsame adaptationsabhängige dynamische Vorgänge an der Mb-Terminalen zu untersuchen.
Es muß an dieser Stelle offen bleiben, ob sich mit Hilfe anderer Antikörper, z.B. SV2,
aktivitätsabhängige Veränderungen in der Dynamik synaptischen Vesikel darstellen lassen.
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