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Ist es nicht faszinierend, die morphologischen Grundlagen des Sehens zu betrachten?

und auch in quantitativer Hinsicht Niheres iiber ihre Dynamik zu erfahren?

Animationen dieser Rekonstruktionen finden sich im Verzeichnis "Animationen" unter
01.avi, 02.avi und 03.avi
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Vorbemerkungen 1

Vorbemerkungen

Da sich die dreidimensionale (3D) Struktur synaptischer Kérperchen am deutlichsten in
Stereobildern und -animationen erkennen lat, werden im Folgenden viele solcher
Abbildungen gezeigt. Um den 3D-Effekt zu sehen, bitte so akkommodieren, da® das
linke Auge nur die linke Bildhalfte, das rechte nur die rechte sieht. Alle zitierten
Animationen finden sich auf dem beiliegenden Datentrager im Verzeichnis
"Animationen". Zur Erleichterung der Zuordnung entsprechen die Namen der Ani-
mationen den Bildnummern (so heif3t z.B. zu Abb. 7 die Animation 7.avi).

Daten einiger hier geschilderter Untersuchungen wurden von Doktoranden, die ich
betreute, im Rahmen ihrer Dissertationen teils mit mir gemeinsam und teils eigenstandig
erhoben: die in Jastrow & Racke (2007) publizierten Disektorzahlungen der Rattenzirbel-
drise von cand. med. Jorg Racke. Viele Originalfotos der Retina von BALB/c Mausen
wuren von Dr. med. Georgios Kolios aufgenommen. Den Grol3teil der Rekonstruktionen
dieser Untersuchungen erstellte ich mit ihm gemeinsam. Da ein Teil der in seiner in der
finalen Phase vollig eigenstandig abgeschlossenen Dissertation dargestellten Ergebnisse
von Befunden an Originaldaten abwich, erfolgte eine grindliche Revision, bevor diese in
vorliegende Schrift aufgenommen wurden.

Praparate von BALB/c Mausen und einiger Ratten wurden mir von Dr. Isabella Spiwoks-
Becker im Rahmen mehrerer Kooperationen zur 3D-Visualisierung synaptischer Korper-
chen zur Verfugung gestellt.

Um eventuelle Copyrightprobleme zu vermeiden, werden in vorliegender Arbeit keine
Abbildungen der Originalpublikationen, sondern aus den dabei gewonnenen Datensatzen

neu generierte Rekonstruktionsbilder bzw. andere Originalaufnahmen gezeigt.



Abkurzungen

Verwendete Abkirzungen

Abb. = Abbildung(en)

ad(s) = arciform density(ies)(elektronendichte Membranverankerung von SK in der Retina)
BALB/c = Inzuchtstamm von Albinomausen

BDG = Betadystroglykan (B-Dystroglykan)

Ca™ = Kalziumionen

D = Stunden in Dunkelheit

DGC = Dystroglykankomplex

DZ = Disektor Zahlungen (mit der Disektormethode gewonnene Zahlergebnisse)

eSK = ektopische synaptische Korperchen (SK in Bipolarzelldendriten)

ELKS = eukaryotic protein kinase like kinase (ein Protein der aktiven Zone)

ER = endoplasmatisches Retikulum (schlauchférmiges intrazellulares Netzwerk)

GABA = gamma-amino-Buttersaure (y-amino-Buttersaure; inhibitorischer Neurotransmitter)
IPS = innere plexiforme Schicht der Retina (Netzhaut)

L = Stunden unter Licht

LD 12:12 = Photoperiode mit 12 Stunden Licht gefolgt von 12 Stunden Dunkelheit

Min = Minuten

ms = Millisekunden

APS = aulere plexiforme Schicht der Retina (Netzhaut)

0.g. = oben genannt

PZ = Profilzahlungen (Zahlergebnisse der Profilzahlungen von SK)

SD-Ratten = Sprague-Dawley Ratten (Stamm von Albinoratten)

Sek = Sekunden

SK = synaptische Koérperchen ("synaptic ribbons")

vSNARESs = vesicular soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors
(Rezeptorproteine der Vesikelmembran)

tSNAREs = target soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptors
(Rezeptorproteine der Zellmembran)

SFM = Standardfehler des Mittelwertes

SSL = Scheitel-Stei-Lange

TEM = Transmissionselektronenmikroskop
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1. Einleitung

Ein funktionelles Verstandnis von Strukturen setzt die genaue Kenntnis ihrer Morphologie, ihrer
Lagebeziehungen zueinander und zu Nachbarstrukturen sowie ihrer Quantitat und deren Dyna-
mik voraus. Im Rahmen dieses Habilitationsprojektes wurden synaptische Korperchen durch
dreidimensionale Rekonstruktion bei verschiedenen Saugerspezies (siehe Material) sowohl in der
Netzhaut (Retina) als auch in der Zirbeldriise (Glandula pinealis) visualisiert, um ihre genaue
Form, Lage, Grofie und Dynamik unter Normal- und experimentellen Bedingungen zu erfassen.
Aufwendige quantitative Untersuchungen, in deren Rahmen eine valide Methode zur Quantifizie-
rung der Organellen entwickelt wurde, die Immunhistochemie und -elektronenmikroskopie liefer-
ten weitere Befunde, die in zahlreichen Arbeiten, Vortragen und Postern diskutiert und funktionell

bewertet wurden.

1a Morphologie und Vorkommen synaptischer Korperchen
Synaptische Kérperchen (SK) bestehen aus einer elektronendichten Proteinstruktur, an die Gber

feine Proteindrmchen viele synaptische Vesikel mit Durchmessern von 30 - 40 nm gebunden
sind. Sie treten oft in Form synaptischer Bander auf, daher der in der Fachliteratur etablierte eng-
lische Begriff "synaptic ribbons". SK liegen prasynaptisch nahe an der Zellmembran. Lediglich die
unter Lichtbedingungen bei einigen Spezies in Zirbeldrisenparenchymzellen (Pinealozyten)
sowie in Stabchen auftretenden kugelférmigen oder klumpigen Organellen kénnen auch weiter
entfernt von der Zellmembran liegen (Vollrath et al. 1989; Jastrow et al. 2004). Plattenformige SK
sind in der Retina gebunden an ein prasynaptisch verankertes elektronendichtes Material, die ar-
ciform density (ad; Ladman 1958). Diese sieht wie eine gebogene Rinne aus, welche ca. 50 nm
weit und ca. 20 nm dick ist, und nur in Stdbchen und Zapfenterminalen vorliegt (Gustavus et al.
2001; Jastrow et al. 2004). In Bipolarzellen und Pinealozyten gibt es auch elektronendichtes Ma-
terial, das die SK an der Membran verankert, es ist aber hier nur schwach bis oft gar nicht aus-
gebildet und erscheint dreidimensional wie langgezogene gebogene Quader.

SK wurden 1953 von Sjostrand in Terminalen der Photorezeptoren der Retina entdeckt (Sjo-
strand 1953a, b). Man findet sie in Synapsen mit hohem Vesikelumsatz und hohen Entladungs-
frequenzen in Photorezeptorzellen (Stabchen und Zapfen) und nachgeschalteten Bipolarzellen
der Retina (Sjostrand 1953a, b, 1958, 1974, 1976; DeRobertis & Franchi 1956; Ladman 1958;
Fine 1962; Dowling & Boycott 1966; Gray & Pease 1971; McLaughlin & Boykins 1977; Vollrath et
al. 1989; Vollrath & Spiwoks-Becker 1996), in Horrezeptorzellen des Innenohrs (innere und aulle-
re Haarzellen; hier oft auch kugelférmige oder irregular geformte, klumpige, aber membranveran-
kerte SK; Smith & Sjostrand 1961; Thorn et al. 1972; Sobkowicz et al. 1982; Roberts et al. 1990;
Siegel 1990; Fuchs et al. 2003; Keen & Hudspeth 2006; Moser et al. 2006; Nouvain et al. 2006;
Ruel et al. 2007), in Rezeptorzellen der Gleichgewichtsorgane (Macula sacculi und utriculi; Ross
2000) sowie in der Crista ampullaris: flaschenformige Typ 1- und zylindrische Typ 2 Haarzellen
(Fernandez et al. 1988; Goldberg et al. 1990; Lysankowski & Goldberg 1997; Moser et al. 2006),
im Seitenlinienorgan (Trujillo-Cendz 1961; Barets & Szabo 1962; Jergensen & Flock 1973; Sato
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& Kawakami 1976), in elektrosensorischen Organen (Mullinger 1969; Szabo & Wersall 1970;
Szamier & Wachtel 1970; Fields & Ellisman 1985; Fields et al. 1987), in Zellen des parathympa-
nischen Organs (Giannessi & Ruffoli 1996), aber auch in den melatoninbildenden Parenchymzel-
len der Zirbeldrise (Vollrath 1981; Pinealozyten; Bhatnagar 1994; Jastrow & Racke 2007). SK
binden Uber feine Proteinbriicken glutamathaltige Neurotransmittervesikel und andern in Retina
und Zirbeldrise ihre GréRe und Gestalt licht-, tageszeit- und reizabhangig (Vollrath 1981, Vollrath
& Spiwoks-Becker 1996; Adly et al. 1999, Spiwoks-Becker et al. 2004). Zum Teil binden einzelne
Vesikel noch andere Vesikel in ihrer Nachbarschaft, die etwas weiter vom elektronendichten Zen-
trum der SK entfernt sind (Vollrath et al. 1989, Spiwoks-Becker 1995).

Abb. 1 Transmissionselektronenmikroskopische Originalabbildungen, die elektronendichte Profile
synaptischer Kdérperchen an verschiedenen Lokalisationen zeigen: a menschliche Retina: Stab-
chen- (St), und Zapfenterminalanschnitt (Za), b Pinealozyt mit zusatzlich einem runden SK Profil
(#), c innere Haarzelle (b, c: Meerschweinchen).

Die im elektronenmikroskopischen Bild erkennbaren Profile synaptischer Kérperchen sind in der
Regel stabférmig, um 200 nm lang und ca. 35 nm breit. Dies gilt fir SK in Pinealozyten der
Sprague-Dawley Ratte (Maitra et al. 1986, Jastrow & Racke 2007). In der Retina fanden
Spiwoks-Becker et al. (2004) unter Lichtbedingungen durchschnittliche Profillangen stabférmiger
SK von 1768 nm. Unter Dunkelbedingungen lagen ca. 20 % langere Profile (2267 nm) vor,
nach 4-tagiger Dauerdunkelheit ca. 30 % langere (243+8 nm). Ahnliche L&ngenzunahmen
wurden auch von Adly et al. (1999) beschrieben. In elektronenmikroskopischen Schnitten
gemessene Profillangen sind Strecken innerhalb der dreidimensional meist bogen-, band- oder
plattenférmigen SK, die in Relation zu deren GréRe bzw. Oberflache stehen (siehe Diskussion
4b2: Seite 108). Profile irregularer, klumpiger oder kugelférmiger SK sind nur unter bestimmten
Versuchsbedingungen von relevanter Haufigkeit und haben in den Originalschnitten ovale bis
kreisformige (Abb. 1b) bzw. bizarre Profile.

Dreidimensionale Rekonstruktionen ganzer SK zeigen in der Zirbeldrise meist platten- oder
bandférmige Gebilde (Jastrow et al. 1997a, 2004), die eine konstante Dicke von 35 nm und zwei
grolde parallele, flache Hauptflachen aufweisen (Jastrow & Racke 2007; Abb. 2, 3; Animationen
2.avi, 3.avi; siehe Ergebnisse 3b3: Seite 72).
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Abb. 2 Stereobild dreidimensional rekonstruierter synaptiscer Korperchen in einem Feld (Pinea-
lozyt, SD-Ratte; (Animation dieser Rekonstruktion: 2.avi).

100 nm
|

Abb. 3 Stereovisualisation zweier plattenférmiger und eines bandférmigen SK eines SD-
Rattenpinealocyten in den Originalgrauwerten (Animation dieser Rekonstruktion: 3.avi).

Sofern die Ladnge zu Breite Relation der Hauptoberflachen der SK zwischen 1:1 und 1:3 lag,
wurden diese als plattenférmig bezeichnet, war sie gréf3er, als bandférmig (Jastrow & Racke
2007). SK sind oft zusatzlich in weiteren Ebenen leicht gedreht oder gebogen. Die meist kleine-
ren plattenférmigen Strukturen waren in Serienschnitten etwas haufiger als die bandférmigen.
Unter Dauerlichtbedingungen fanden sich auch irreguldare klumpenformige Koérperchen, stark
gebogene Platten, rinnenférmige und kugelférmige SK. Oft lagen dabei bizarr gebogene grolle
SK an den Zellmembranen benachbarter Pinealozyten einander gegenuber (Abb. 4, 03,
MS2,3,5,6; Animationen 4.avi, 03.avi, MS3.avi & MS3a.avi, MS5.avi; MS5a.avi & MS5b.avi).
Neben vereinzelten SK kamen meist Felder mit Uber 20 dieser Strukturen vor (Vollrath 1986;
Jastrow et al. 1997c, d; Jastrow et al. 2004).

AN . ¥ -ﬁ a3 \ ¥ ﬁ&?{

BN 100 nm
I

SRR Ak AL T L 59 P Tk L L :
Abb. 4 Zwei sehr bizarre SK (g bzw. blau), die sich an den Zellmembranen (rot) zweier be-
nachbarter Pinealozyten gegeniber liegen. Sie stammen von einem 8 Wochen unter Dauerlicht

gehaltenen Meerschweinchen (Animation dieser Rekonstruktion: 4.avi).

In der Retina sind synaptische Koérperchen oft bogenartig in Stabchenterminalen meist
boomerang- bis hufeisenférmige Gebilde, die eine konstante Dicke von 35 nm haben. |hre
groRen seitlichen parallel zueinander stehenden Oberflachen sind entlang der Langsachse der
Organellen in der Regel zusatzlich leicht verdreht oder verbogen (Abb. 5, Homo6-11, Disk3; A-

nimationen 5.avi, Homo6.avi, Homo7.avi, Homo8.avi, Homo9.avi, Homo10.avi).
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Abb. 5 Stereobild einer menschlichen Stabchensynapse mit einem in mehreren Ebenen
gebogenen, C-formigen synaptischen Kdorperchen (griin), seiner arciform density (braun), die der
Verankerung an der Zellmembran dient, Horizontalzellfortsatzen (blau) und Bipolarzelldendriten
(orange; Animation dieser Rekonstruktion: 5.avi).

In den Terminalen von Zapfenzellen der Netzhaut gibt es mehrere unterschiedliche Formen von
SK. Die Organellen kénnen platten- oder scheibenférmig aussehen, die meisten sind aber Ban-
der mit nur leichten Biegungen oder Verdrehungen (Abb. 6a, Homo13,14,16-19, Disk4,5 und zu-
gehorige Animationen). Beim Menschen lUberwiegen bandférmige SK, die in der Langsebene
leicht gekrimmt sind (Jastrow et al. 2007). Einige Zapfen-SK sind bei BALB/c Mausen deutlich
gréler als in Stabchen, manche mehrere Mikrometer lang. Wenige mehrfach gebogene und ver-
drehte, lange SK sind an 2-3 unterschiedlichen Synapsen beteiligt (Abb. 6b, Animation 6.avi).
a :

Abb. 6 Beim Menschen a sind die bandférmigen SK (griin) in Zapfen kirzer und kleiner als bei
BALB/c Mausen b (unterschiedliche Malstabe!). Das grofe spiralig gewundene SK (links in b) ist
an zwei verschiedenen Synapsen des Zapfenterminals (rétlich) beteiligt. Die beiden anderen SK
sind kleiner und weniger stark gedreht. In a ist ein Bipolarzelldendrit (gelb) und ein Horizontalzell-
fortsatz (blau) mit dargestellt (Animationen: 6.avi & 6a.avi).

Abb.7 zeigt ein partiell rekonstruiertes Zapfen- neben 4 komplett erfal’ten Stabchenterminalen
des Menschen.

Unter Lichtgabe bilden sich klumpige Verdichtungen an den SK, ferner treten kugelférmige SK
ohne Beziehung zur Zellmembran treten auf. Da Kalziumkanale in den Phototransduktionsprozel}
involviert sind, wurde durch die Beurteilung von Profilen von SK in organkultivierten Retinae von
Ratten und BALB/c Mausen die in vitro Wirkung von Ca™ auf helladaptierte Retinae und die in
vitro Wirkung des Kalziumantagonisten Nifedipin untersucht. Die massivsten Veranderungen von
SK in der Retina fanden sich jedoch bei der Rekonstruktion eines Stabchenterminals einer von

Spiwoks-Becker et al. 2004 unter Ca**-Entzug organkultivierten Retina einer BALB/c Maus.
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menschlichen Retina inklusive der Darstellung aller postsynaptischen Elemente von Ribbonsy-
napsen. , = Stabchen bzw. Zapfen SK; l = Horizontalzellfortsatze; ,| = Bipolarzelldendri-
ten (Animation dieser Rekonstruktion: 01.avi).

Abb. 8 An einem nur noch diinnen Zwischenstiick hangen bei dem griin dargestellten SK zwei
grol3e rundliche Auftreibungen. Solch massive Veranderungen der Morphologie finden sich nur
unter Kalziumentzug (Stabchenterminal; BALB/c Maus). Die beiden zu der Synapse gehdérenden
Horizontalzellfortsatze sind blaulich dargestellt, der Bipolarzelldendrit rot (Animation dieser
Rekonstruktion: 8.avi; vergleiche auch Abb. BALB2).
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Wie Abb. 8 zeigt, lagen hier massive Verklumpungen an beiden Enden eines im mittleren Bereich
drastisch verschmalerten SK vor. Zusatzlich fanden sich hier grofde kugelférmige bis klumpige SK
(nicht gezeigt).

Wahrend in Zapfenbipolarzellen kleine, meist plattenformige SK mit maximalen Durchmessern
bis 250 nm anzutreffen sind (Abb. 9), treten in den Bipolarzellen von Stabchen deutlich gréRere,

leicht gebogene scheiben- bis plattenférmige oder lange bandartige SK mit maximalen Langen

nur selten Gber 1 ym auf (Abb. 10).

Abb. 9 Kleines plattenférmiges SK in einem Axon einer Zapfenbipolarzelle einer SD-Ratte. Die
Verankerung des grin markierten SK erfolgt tUber feine Fortsatze zu einem kleinen elektronen-
dichten Plaque an der prasynaptischen Zellmembran (rot; Animation dieser Rekonstruktion: 9.avi;
vergleiche auch IPS1.avi).

Abb. 10 Die hier rot dargestellten SK von Sfébchenbipolarzellaxonen einer SD-Ratte sind leicht
gebogene Platten und deutlich gréRer als das in Abb. 8 gezeigte SK einer Zapfenbipolarzelle
desselben Tieres (Animation dieser Rekonstruktion: 10.avi; vergleiche auch IPS2.avi).

1b Untersuchte Organe
Die Netzhaut (Retina) ist ein nach peripher verlagerter Teil des Zwischenhirns und das wichtigste

Sinnesorgan des Menschen und der meisten Tiere und hat mehrschichtigen Aufbau (Abb. 11),
der vielfach detailliert beschrieben wurde (Missotten 1964, 1965a; Dowling 1970; 1987; Rodieck
1973, 1988; Wassle & Boycott 1991; Kolb 1994;im Internet: webvision.med.utah.edu; www.uni-
mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMHRetina.html).

Die in dieser Arbeit untersuchten Ribbonsynapsen befinden sich 1. zwischen den Rezeptoren
(Stabchen fir Hell/Dunkel Wahrnehmung und Zapfen fiir das Farbsehen) und den ihnen nach-
geschalteten zweiten Neuronen (Bipolarzellen) in der aufleren plexiformen Schicht und 2.
zwischen den Bipolarzellen und den amakrinen Zellen sowie den Ganglienzellen, deren Fortsatze

sich letztlich zum Sehnerven blndeln.
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Abb. 11

Menschliche Retina mit den Schichten

gemal dem Weg des eintreffenden Lichts

(von oben nach unten):

1. Innere Grenzmembran; folgt auf den
Glaskorper

2. Nervenfaserschicht

3. Ganglienzellschicht

4. Innere plexiforme Schicht; hier liegen
die Ribbonsynapsen
der Bipolarzellterminalen

5. Innere Kdérnerschicht
mit den Perikarya von Stabchen- und
Zapfenbipolarzellen, amakrinen Zellen
und Horizontalzellen

6. AuRere plexiforme Schicht
mit Ribbonsynapsen in den Terminalen
der Photorezeptoren
(Stabchen & Zapfen)

7. AuBere Kérnerschicht
mit Zellkernen der Stabchen & Zapfen

8. AuRere Grenzschicht
(Gurteldesmosomen)

9. Schicht der Stadbchen & Zapfen, die die
Innen- & AulRenglieder der
Photorezeptoren darstellen

10. Pigmentepithel (Zellkdrper hier
abgerissen)

Die Zirbeldrise (Pinealorgan, Epiphysis cerebri, Corpus pineale) gehdrt zum Epithalamus und
ist eine Ausstulpung des Zwischenhirns. Sie ist ein neuroendokrines Organ, dessen wichtigstes
Hormon das mit einem charakteristischen zirkadianen Rhythmus ausgeschiittete Melatonin ist,
das insbesondere beim Schlaf-Wachrhythmus und anderen diurnalen Rhythmen eine Rolle spielt
(Reiter 1980, 1981, 1991, 1993; Stehle et al. 2002; Simonneaux & Ribelayga 2003; Pévet et al.
2006; Ackermann & Stehle 2006). Die Zirbeldruse ist in allen Vertebraten ein wesentlicher Be-
standteil der biologischen Uhr (Korf 1994; Korf & Stehle 2002) und dient der photoneuroendokri-
nen Transduktion: lichtabhangige neuronale Inputs fihren via komplexe Transkriptions-, Transla-
tions- und Posttranslationale Mechanismen zur Bildung von Melatonin (Korf et al. 1996; Korf &
Stehle 2002). Die Bildung des Hormons erfolgt in den Parenchymzellen (Pinealozyten), die auch
die haufigsten Zellen der Zirbeldrise sind (Abb. 12). Bei Vertebraten finden sich 3 Hauptkatego-
rien dieser Zellen: echte pineale Photorezeptoren mit den Photorezeptoren der Retina dhnlichen
AulRensegmenten (z.B. bei Eidechsen; Korf 1976), modifizierte Photorezeptoren mit rudimentaren
AulRensegmenten (bei Sauropsiden) und Pinealozyten sensu stricto ohne Auliensegmente (Sau-
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Abb. 12 In einem der hier gezeigten Pinealozyten der Meerschweinchenzirbeldrise ist ein Feld
mit Profilen von 6 synaptischen Kérperchen zu erkennen (Pfeile).

getiere; Korf 2000). In ihnen finden sich synaptische Kdrperchen meist nahe der Zellmembran
(Reviews: McNulty & Fox 1992; Bhatnagar 1994). Detaillierte Informationen Uber die Zirbeldruse
finden sich in: Bargmann (1943); Oksche (1965); Wartenberg (1968); Wurtmann et al. (1968);
Kappers (1976); Relkin (1976); Pévet 1977; Reiter (1977); Vollrath (1981); Korf & Wicht (1991,
1992); Maronde & Stehle (2007).

1c Dynamik synaptischer Kérperchen
Morphologische und quantitative Untersuchungen zeigen, da® SK keine statischen, sondern

dynamische Organellen sind, die in der Retina und der Zirbeldrise von Licht und Dunkelheit
beeinflult werden, aber auch tageszeitlichen Veranderungen unterliegen (Vollrath 1981;
Spiwoks-Becker 1995, Vollrath & Spiwoks-Becker 1996; Adly et al. 1999, Spiwoks-Becker et al.
2004; Jastrow et al. 2004; Jastrow & Racke 2007).

Die Befunde sind jedoch nicht einheitlich. So schildern Adly et al. (1999) bei Uber 24 Stunden lau-
fenden Untersuchungen von BALB/c Mausen tageszeit- und lichtabhangige Veranderungen von
SK-Profilen: stabférmige Profile waren in der Dunkelphase langer, runde und keulenférmige Pro-
file waren 3 Stunden nach Beginn der Lichtphase am haufigsten. Diese Befunde wurden von
Spiwoks-Becker et al. (2004) bestatigt: grol3e glatte SK in der Dunkelphase gaben Uber Vorwdl-
bungen wahrend der Lichtphase Material ab und wurden kleiner. Die Veranderungen waren licht-,
aber nicht tageszeitabhangig. Andererseits fanden Rao-Mirotznik et al. (1995) beim Vergleich
beider Augen einer adulten Katze, von denen eines zugeklebt wurde, aulRer einer leichten durch-
schnittlichen Verkirzung keine relevanten Unterschiede in Form, Volumen und Oberflache

rekonstruierter Stabchen-SK.
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Wie in Jastrow & Racke (2007) zusammengefaldt, unterliegt auch in Pinealozyten der Ratte die
Zahl und GréRe synaptischer Korperchen einer ca. 24 Stunden Rhythmik (Vollrath 1973; Kuru-
mado & Mori 1977, 1980; McNulty et al. 1985, 1987; Riemann et al. 1990). AuRerdem wurden
jahreszeitliche Schwankungen beschrieben (Karasek et al. 1988a; Martinez-Soriano et al. 1992).
Das Licht, bzw. die Photoperiode verursacht funktionelle und ultrastrukturelle Veranderungen in
Pinealozyten (Karasek 1981, Martinez-Soriano et al. 2002). Aber auch hier gibt es widerspriich-
liche Befunde. So z.B. fanden unter Dauerlicht in Rattenpinealozyten King & Dougherty (1982)
die Zahl von SK Profilen stark reduziert (Dauerdunkelheit erhéht sie), wahrend Vollrath & Maitra
(1986) einen starken Anstieg nachwiesen. Letztgenannte Arbeit zeigte SK-Profilzahlen betreffend
in der Reaktion auf Dauerlicht auch deutliche Speziesunterschiede auf: bei Meerschweinchen,
Kaninchen, Haselmaus und Ratte eine klare Zunahme, bei syrischen Hamstern jedoch eine star-
ke Abnahme. Solche Speziesunterschiede in der Reaktion der Organellen auf Licht bestehen
auch in morphologischer Hinsicht: bei Meerschweinchen bewirkte Dauerlicht massive Struktur-
veranderungen von SK (siehe Ergebnisse 3a13: Seite 26), die fur Ratten nicht beschrieben
wurden (Vollrath & Maitra 1986). Wie schnell der Einflud von Licht auf SK in Pinealozyten ist,
belegen Karasek et al. (1988b), die schon nach kurzen Lichtpulsen in der Nacht eine Abnahme
von SK Profilen nachwiesen.

Die Transmission der Lichtinformation zur Zirbeldrise erfolgt von der Retina via Hypothalamus
(Nucleus suprachiasmaticus und paraventricularis) - Nucleus thoracicus dorsalis - Neurone der
oberen Halsgrenzstrangganglien. Letztere entsenden sympathische Axone zur Innervation der
Drise. Der Nucleus suprachiasmaticus nimmt dabei als Steuerungsorgan fir zirkadiane Prozes-
se eine Schlusselrolle der biologischen Uhr ein (Reuss 1993; Aronson et al. 1993). AuRerdem
gibt es noch zentralnervése Inputs (Wurtman et al. 1967; Reviews: Korf & Maller 1984; Reuss
1996, 2003). Der wichtigste Steuerungsfaktor ist die adrenerge Innervation, die ab dem 8ten bis
10ten Tag nach der Geburt etabliert wird (Machado et al. 1968, Kurumado & Mori, 1980) und im
Kontext mit der Reifung des retinalen Photorezeptorsystems gesehen werden muf3, welches bei
Ratten ab dem 12ten postnatalen Tag morphologisch und physiologisch ausgereift ist (Weidmann
& Kuwabara 1968). In der Meerschweinchenzirbeldrise wurden SK ab dem 42. postkoitalen Tag

nachgewiesen, die denen adulter Tiere glichen (Luo et al. 1990).

1d Dreidimensionale (3D) Rekonstruktionen
Zum Beginn des Habilitationsprojektes waren nur wenige Abbildungen einfacher Rekonstruktio-

nen von SK publiziert. Diese basierten entweder auf handgefertigten Modellen aus aufeinander
geklebten orientierten Profilen (Sjostrand 1958, 1974, 1976; Allen 1969; Foos 1969; Sobkowicz
et al. 1982; McNulty et al. 1986; Rao-Mirotznik et al. 1995) oder auf mit Hilfe von Computern
generierten Uberlagerungen farbcodierter Strukturprofile (McCartney & Dickson 1977, 1985;
Robertson & Dickson 1987; Sanyal et al. 1992; Merchan-Perez & Liberman 1996). Sjostrand
(1958, 1974, 1976) dessen Untersuchungen sich auf die Darstellung der Terminalen von Photo-

rezeptoren der Kaninchenretina und deren Verschaltung konzentrierten, baute riesige Modelle,
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stellte aber nur wenige band- bis plattenférmige in ein bis zwei Ebenen gebogene SK in Zeich-
nungen dar. Foos et al. (1969) zeichneten nur ein ungewoéhnlich groRes plattenformiges SK einer
Bipolarzelle der menschlichen Netzhaut. Die einfachen digitalen Ubereinanderprojektionen von
Profilen weniger SK von McCartney & Dickson (1985) demonstrierten in 2 Abbildungen 2 c-férmig
gebogene Strukturen in Stabchen und 5 bizarre SK in einem Zapfenterminal von Meerschwein-
chen. Rao-Mirotznik et al. (1995) zeigten drei Abbildungen eines Tonmodells und Zeichnungen
von 6 grofRen hufeisenférmigen SK, von denen eines etwa in der Mitte gebrochen war, in Stab-
chenterminalen einer Katze, die von digitalisierten Ubereinandergelagerten Acetatplatten mit ab-
gezeichneten SK Profilen gewonnen wurden. Auch Spiwoks-Becker (1995) zeichnete hufeisen-
férmige und bizarr geformte SK in Stabchenterminalen der Rinderretina, die auf Ubereinanderge-
lagerten Profilzeichnungen basierten. Sanyal et al. (1992) zeigten als erste komplett am PC
generierte 3D-Rekonstruktionen einer normalen und einer atypischen Stabchensynapse mit SK
und postsynaptischen Elementen in jeweils 3 unterschiedlichen Ansichten bei Mauschimaren,
wobei die normale Synapse in etwa der hier gezeigten Abb. BALB15 (Seite 49) glich. Umfang-
reicher waren die 2003 von Migdale et al. aus orientierten digitalisierten Serienschnitten generier-
ten 3D-Rekonstruktionen von 32 Stabchen Ribbonsynapsen bei Affen, Katzen und dem Men-
schen. Hierbei wurden die bogenférmigen SK nur durch die orientierte Abbildung ihrer Profile in

Stereobildern gezeigt (detaillierte Befunde siehe Diskussion 4a23: Seite 83).

In der Zirbeldrise wurden vor den hier dargestellten Untersuchungen nur wenige SK rekon-
struiert, so ein mit Hilfe ibereinandergelagerter Kunststoffplatten visualisiertes Feld plattenférmi-
ger SK in Pinealozyten des Rhesusaffen (McNulty et al. 1986) und ein gebogenes bandférmiges,

sowie ein hufeisenformiges SK der Hihnchenzirbeldrise (Robertson & Dickson 1987).

Sobkowicz et al. (1982) untersuchten organkultivierte Haarzellen des Corti-Organs bei Mausen
und publizierten Wachsmodelle und Zeichnungen rekonstruierter, bizarr gebogener plattenformi-
ger, sowie rundlicher und irreguldrer synaptischer Korperchen. Ahnliche Befunde wurden von
Lenzi und Mitarbeitern 1999 an saccularen Haarzellen durch qualitativ hochwertige elektronen-
tomographische Rekonstruktionen erhoben. Die Ubertragung dieser Methode auf groRere band-
formige SK ware aullerordentlich schwierig, da die erforderlichen Schnitte von erheblicher
Schnittdicke sein miften und mehrere davon in Serie untersucht und die 3D-Datenobjekte
anschliellend pafligenau zusammengefligt werden muften. Daher wurde bei den hier durchge-
fuhrten Untersuchungen die Rekonstruktion von SK unter Verwendung 50 nm dicker Serien-

schnitte realisiert.

1e Ziele der selbst durchgeflihrten Untersuchungen
Zum Verstandnis der Vorgange an mit synaptischen Koérperchen (SK) ausgestatteten Synapsen,

zu denen neben den Hochgeschwindigkeitssynapsen der am Sehvorgang beteiligten Photo-
rezeptoren auch die deutlich langsameren der Zirbeldriise zahlen, ist es notwendig, die hierfir
essentiellen morphologischen Grundlagen genau zu kennen und aktivitatsabhangige Verande-

rungen richtig zu erfassen. So sollten im Rahmen dieses Projekts die genaue 3D-Struktur von SK
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und deren raumliche Organisation in Synapsen der Retina und Zirbeldriise unter diversen Licht-
Dunkelbedingungen einen Einblick in die funktionelle Morphologie der Zellorganellen geben.
Konkret wurden zunachst mogliche Formen von SK anhand von Profillangenmessungen auf Se-
rienschnitten der Rattenzirbeldriise um 12.00 und 24.00 Uhr aufgezeigt (Jastrow et al. 1997a),
bizarr veranderte SK der Meerschweinchenzirbeldriise unter Normalbedingungen (Jastrow et al.
1996a, 19979g) und Dauerlicht rekonstruiert (Jastrow et al. 1997c, d, 2004), SK unter verschiede-
nen Licht-Dunkel Bedingungen der Retina von Ratten und BALB/c Mausen 3D visualisiert
(Jastrow et al. 2000; Gustavus et al. 2003; Jastrow 2004; Jastrow et al. 2005) und erstmalig 3D-
rekonstruierte SK in Pinealozyten der Sprague-Dawley Ratte demonstriert (Jastrow & Racke
2007). Die Rekonstruktion von SK der menschlichen Retina in Zapfen ist in dieser Schrift erst-
mals publiziert. Ferner werden benachbarte Stdbchen und erstmals auch mehrere SK von Bipo-

larzellen gezeigt, die bisher nur in einem Vortrag vorgestellt wurden (Jastrow et al. 2007).

Ferner galt es, dynamische Veranderungen der SK in der Zirbeldrise auch in quantitativer Hin-
sicht durch Bestimmung ihrer Zahl in einem definierten Volumen sinnvoll zu erfassen (Hainz et al.
1997; Jastrow et al. 1996b, 1997b, e, f, 1998, - & Racke 2007). Die allgemein etablierte Methode
ist die der Auszahlung von Profilen in einer Flache auf einem einzigen Schnitt (Profilzadhlungen =
PZ), um Doppelzadhlungen zu vermeiden. Sie liefert jedoch nur unzureichende und nicht immer
korrekte Resultate (Jastrow & Racke 2007), zumal die ausgezahlten Flachen von 1.470 pm? (Ka-
rasek et al. 1982) bis 65.630 um? (Jastrow et al. 1997b) variierten und manche Autoren auch nur
sog. "Ribbonfelder" zahlten, d.h. einzelne oder Gruppen dicht beieinander liegender SK
gleichermalien als ein Feld erfal’ten, um gebogene SK nicht doppelt zu zahlen. Das grundlegen-
de Problem der Methode ist jedoch, dalR ihre Ergebnisse durch die Form und GroRe der SK
beeinflul3t werden: viele sehr kleine SK kénnen zu gleicher oder gar niedrigerer Profilzahl fihren
wie wenige deutlich groRere. Die in Jastrow und Racke (2007) veréffentlichte Tabelle fafdt alle
verfugbaren publizierten quantitativen Daten fur die Sprague-Dawley Ratte zusammen und zeigt
fur nahezu identische Versuchsbedingungen oft erhebliche Abweichungen, wie sie auch in den
zusammenfassenden Tabellen von McNulty & Fox (1992) und Bhatnagar (1994) auffallen. Aus
diesem Grund wurde eine neue Methode entwickelt (Jastrow et al. 1996b, 1997b), die eine Modi-
fikation der von Sterio (1984) eingeflhrten und von Gundersen et al. (1986, 1988) weiterentwi-
ckelten bidirektionalen Disektor Zahimethode darstellt. Diese gestattet es, im Gegensatz zur klas-
sischen Disektormethode, auch seltene kleine Strukturen wie die SK unabhangig von lhren
Dimensionen oder ihrer raumlichen Orientierung korrekt zu quantifizieren (Details siehe Metho-
den 2b5: Seite 21). Sie liefert statt der Profilzahl von SK in einer Flache die validere Zahl synap-
tischer Koérperchen in einem Volumen (Jastrow et al. 1997b, Jastrow & Racke 2007). Um die
Auswertungszeit fir quantitative Untersuchungen zu reduzieren, wurde untersucht, ob es mit
Hilfe eines Umrechnungsfaktors moglich ist, die Ergebnisse der sehr viel aufwendigeren
Disektormethode aus PZ Werten fir Tiere identisch behandelter Gruppen zu bestimmen, wenn

man nur bei einem oder zwei Tieren Disektorzahlungen durchflihrt, die dabei bestimmten Fakto-



Einleitung 14

ren auf die anderen Tiere der Gruppe anwendet und hierbei die ebenfalls ermittelten durch-
schnittlichen SK Profillangen bertcksichtigt (Jastrow & Racke 2007).

Erganzt wurden die Untersuchungen durch einen immunfluoreszenzmikroskopischen und 3D-
immunelektronenmikroskopischen Nachweis von beta-Dystroglykan im Bereich von Ribbonsy-
napsen an Zapfen des Hihnchens, um zu zeigen, dal} Ribbonsynapsen assoziierte Vorgange
auch einen Bezug zu klinisch relevanten Erkrankungen haben (Jastrow et al. 2006). So gehen
Muskeldystrophien neben ihrer typischen myasthenischen Symptomatik, die sich aus der pro-
gressiven Degeneration der Skelettmuskulatur ergibt, auch mit gestérten synaptischen Transmis-
sionsvorgangen im ZNS und speziell in der Retina einher, die sich elektroretinographisch nach-
weisen lassen (Cibis et al. 1993, Fitzgerald et al. 1994). Bei den meisten Muskeldystrophien fin-
det sich, genetisch bedingt, ein veranderter Dystrophin-assoziierter Glykoproteinkomplex (DGC;
Pillers et al. 1999). Dieser dient in der Skelettmuskulatur als Verankerungsstelle fur viele Pro-
teine, die in der Signaltransduktion eine Rolle spielen. Eine ahnliche Funktion wird auch fir das
ZNS postuliert. Ein Beispiel hierflr sind die Synapsen zwischen den Photorezeptorterminalen
und ihren nachgeschalteten Zellen in der aufieren plexiformen Schicht der Retina (Blank et al.
1999, Pillers et al. 1999). Die genaue Lokalisation des DGC in dieser Region war noch nicht
bekannt und kontroverse Befunde lagen beztiglich seiner Verteilung vor (Drenckhahn et al. 1996;
Blank et al. 1997, Schmitz & Drenckhahn 1997). Deshalb wurde in Jastrow et al. (2006) neben
dem lichtmikroskopischen Nachweis mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz, eine exakte
Lokalisation von B-Dystroglykan, welches die zentrale Komponente des DGC darstellt (Ibraghi-
mov-Beskrovnaya et al. 1992) anhand von 3D-Rekonstruktion immunelektronenmikroskopisch
markierter Serienschnitte exemplarisch an Zapfenterminalen von Hihnchen bestimmt. Bei den
zugehdrigen Immunfluoreszenzuntersuchungen wurde zusatzlich das prasynaptische Zyto-
matrixprotein Bassoon, welches SK an der Zellmembran verankert (tom Dieck et al. 2005, Haver-

kamp & Wassle 2000) nachgewiesen.
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2. Material und Methoden

2a Material

Die folgende Tabelle listet die in den Publikationen und weiteren Untersuchungen im Rahme die-
ser Habilitationschrift verwendeten Tiere auf. Alle erhielten Futter und Wasser ad libitum. Sie
wurden in handelsublichen Laborkafigen im Tierstall des Instituts fir Anatomie und Zellbiologie
der Johannes Gutenberg-Universitat Mainz unter folgenden Bedingungen gehalten: 50 % Luft-
feuchtigkeit, Raumtemperatur 20 £ 1°C, Licht durch weilRe Neonréhren (Osram L 65/25, in der
Regel 50-200 Lux am Kafigboden). Die Tierhaltung entsprach in allen Fallen den Richtlinien zur
artgerechten Haltung von Versuchstieren der Universitat Mainz und folgte den geltenden deut-

schen Vorschriften (Tierschutzgesetz vom 25.5.1998).

Tierart Alter bzw. | m/w L/D L an t Flache [n] Quelle /
(Stamm) Gewicht Versuch
Ratte 2 Monate m 12:12 | 07.00 12.00 6 Jastrow et al.
(Sprague- | 2Monate | m | 12:12 | 07.00 | 24.00 5| 1997a.ef
Dawley)
2 Monate m 12:12 | 07.00 12.00 65.630 1 Jastrow et al.
1996b,
1997b, f
9 Wochen m 12:12 | 06.00 | 09.00 5 Js Versuch;
9Wochen | m | 1212 | 06.00 | 09.00 OK1 5 Mg:e'l"as'gﬁ”
9 Wochen m 12:12 | 06.00 | 21.00 5 woks-Becker
9 Wochen m 12:12 | 06.00 | 21.00 OK2 5
8 Wochen | m+w | 4:20 | 06.00 | 09.30 5 Material von
Dr. I. Spi-
woks-Becker
Ratte 1] 150-180g | m+w | 4:20 | 05.30 |09.00 22.184% 6 Jastrow
&
- . #
(252 2| 150-180g | m+w | 4:20 |05.30 | 13.15 21.472 6 | Racke 2007
Dawley) 3| 150-180g | m+w | 4:20 |16.30 | 09.30 20.801% 6
4| 150-180g | m+w | 20:4 | 14.30 | 10.00 21.759% 6
Gruppe
5| 150-180g | m+w | 20:4 |14.30 | 14.15 21.557% 6
6 | 150-180g | m+w | 20:4 | 01.30 | 10.30 20.717* 6
HUhnchen 3 Wochen m 12:12 | 06.00 12.00 | ca.20.000% | 6 Jastrow et al.
. - = 1997¢e; 1998;
(white leg- | 3 Wochen m 12:12 | 06.00 | 24.00 | ca.20.000 6 Hainz et al.
horn) 3 Wochen m 12:12 [ 06.00 |12.00 | ca.20.000* | 6 1997
3 Wochen m 12:12 [ 06.00 |24.00 | ca.20.000*| 6
1 Tag m 12:12 | 07:00 | 09.00 3 | Jastrow et al.
adult m 12:12 | 07:00 | 14.00 1 2006

Legende siehe folgende Seite!
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Tierart (Stamm) Alter/Gewicht | m/w L/D L an t Flache | [n] | Quelle/Versuch
Maus 9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 05.45 2 | Jastrow et al.
: 2000, 2005;
(BALB/c) 9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 08.10 4 Gustavus et
9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 08.45 2 | al. 2001, 2003;
Kolios 2006;
9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 17.00 5 Material von
Dr. I. Spiwoks-
Becker
9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 09.00 5 Jb Versuch;
- Material von
9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 09.00 | OK1 5 Dr. I. Spiwoks-
9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 21.00 5 Becker
9 Wochen m | 12:12 | 06.00 | 21.00 | OK3 5
9 Wochen m | 12:12 [ 06.00 [ 22.00 | OK2 1 Spiwoks-
- Becker et al.
6 Wochen m DD - 10.00 2 2004, 2007
Meerschweinchen adult m | 12:12 | 06.00 | 12:00 1 Jastrow et al.
L , - - 19964, 1997c,
(Pirbright white) adult m | 12:12 | 06.00 | 24:00 1 d, g, 2004:
adult m | 4ML - 12:00 3 Material von
Vollrath 1986
785 + 569 m | 8WL - 10.00 | 45.676 | 5 | Larisch 1989
350 m | 70dDD - 11.00 1 Vollrath &
Huss 1973
370g m | 12:12 | 05.00 | 10.30 | 14.632 | 1 | Peschke et al.
1996
Kaninchen 3640g m |[12:12 |[07.00 [ 17.00 [ 17.678 | 1 Martinez-
Soriano et al.
1984
Mensch 62 Jahre m 1 Jastrow &
Meissner
60 Jahre m 1 2006:
81 Jahre m 1 Jastrow et al.
2007
g = Gewicht in Gramm; m = mannliche Tiere; w = weibliche Tiere;
L/D = Verhaltnis von Licht- zu Dunkelstunden; Lan = Licht an um ... Uhr;
T = Zeitpunkt der Tétung; Flache = ausgezahlte Gewebsflache pro Tier in pm?;
[n] = Zahl der Tiere; 4ML / 8WL = 4 Monate / 8 Wochen Dauerlicht;

70dDD = 70 Tage Dauerdunkelheit;

DD* = die Tiere wurden seit Geburt unter Dauerdunkelheit gehalten

OK1 = Organkultur mit Licht + 1 uM Ca**-lonophor und 1 mM CaCly;

OK2 = Organkultur in Dunkelheit + 1 mM Ca**-Blocker EGTA;

OK3 = 30 Min. Organkultur in Dunkelheit + 100uM Ca**-Blocker Nifedipin;

# = Mittelwert der tatsdchlich ausgezahlten Flachen bei Disektorzahlungen.
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Herkunft der Tiere:

Die Sprague-Dawley Ratten stammten aus der institutseigenen oder der Tierzucht der Universitat
Mainz. Die albinotischen BALB/c Mause wurden von Harlan-Winkelmann (Borchen, BRD), die
Meerschweinchen und Kaninchen von Charles-River (Hannover, BRD) geliefert.

Die Hihnchen aus Jastrow et al. (2006) wurden von einer lokalen Hiihnerfarm bezogen, die aus
Jastrow et al. 1997e; 1998 und Hainz et al. 1997 stammten aus der Hihnerzuchtanlage von LGL
(Schaaftheim, BRD).

Das menschliche Material wurde im ersten Fall freundlicherweise von Herrn OA Prof. Dr. med. B.
Stoffelns (Universitatsaugenklinik Mainz) mit Zustimmung des 62-jahrigen Patienten zur Verfu-
gung gestellt. Der Patient mufdte sich wegen eines malignen Aderhautmelanoms einer Bulbekto-
mie unterziehen. Das Material wurde aus der tumorfreien Halfte des Augapfels gewonnen und
konnte bereits ca. 4 Min. nach Extirpation fixiert werden. Analysiert wurden 10 Areale in 55 Ii-
ckenlosen Serienschnitten mit einer Dicke von 50 nm.

Die beiden Ubrigen menschlichen Praparate wurden aus fir Cornealtransplantationen verwende-
ten Bulbi von Multiorganspendern gewonnen und freundlicherweise von OA Prof. Dr. med. N.
Ardjomand bzw. Prof. Dr. rer. nat. E. Haller-Schober (beide Universitatsaugenklinik, Graz, Oster-
reich) zur Verfigung gestellt. Da hier die Fixierung erst 4 bzw. 14 Stunden post mortem erfolgte,
war die Gewebserhaltung fiir die Anfertigung von Rekonstruktionen zu schlecht, dennoch konn-

ten einzelne Ribbonsynapsen fir vergleichende Betrachtungen genutzt werden.

2b Methoden
Die Tiere wurden mit Ather tief narkotisiert und durch Genickbruch (Jastrow & Racke 2007) in

den ubrigen Fallen durch Dekapitation mit Hilfe einer Guillotine getétet. Bei den Versuchen unter
Dunkelbedingungen erfolgte die Gewebspraparation unter gedimmtem Rotlicht. Samtliches un-
tersuchtes Gewebe wurde direkt nach der Tétung der Tiere gewonnen und so rasch wie moglich

in das Fixativ bzw. bei einigen Versuchen in Organkulturschalen eingebracht.

2b1 Organkulturen
Der innere FlUssigkeitsraum kleiner Plastikkulturschalen (Falcon Nr. 3037, Becton Dickinson,

Heidelberg, BRD) wurde mit Nahrmedium, der dulRere mit destilliertem Wasser geflllt. Die ent-
nommenen Gewebsstlicke wurden auf sterilisierten Kaffeefiltern (Autoklav, 30 Min., 100°C) auf
das Nahrmedium gelegt, wobei auf die vollstandige Benetzung der Filter mit Medium geachtet
wurde. Das Einbringen der um Mitternacht entnommenen Organe erfolgte unter schwachem Rot-
licht. Die Drisen wurden flir 12 Stunden in einem dunklen Brutschrank kultiviert (Temperatur:
37°C, Ox-Konzentration: 95 %, CO,-Konzentration: 5 %). Das die Organe umgebende Kulturme-
dium bestand bei der Hiuhnchenuntersuchung (Jastrow et al. 1998) aus: 4 ml modifiziertem
McCoy's 5a Nahrmedium (Invitrogen, Karlsruhe, BRD) + 25 mM HEPES-Puffer (Invitrogen, Karls-
ruhe, BRD) mit L-Glutamin + 0,5 ml Schweineserum + 0,5 ml Hihnerserum und 50 ul Streptomy-

cin-Penicillin. Bei den tbrigen Versuchen wurde 1,5 ml BGJb-Nahrmedium (Invitrogen, Karlsruhe,
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BRD) mit 0,1 mg/ml Ascorbinsaure, 1 mg/ml Rinderserumalbumin V, 2 mM Glutamin und 50 pl
Streptomycin-Penicillin verwendet.

Das Material der Untersuchungen Js (Rattenretina) und Jb (Retina BALB/c Maus) stammte von
Dr. I. Spiwoks-Becker. Nach 30-minitiger Organkultur wurde das Material sofort fixiert. Bei Jb
wurde einer Organkultur unter Licht 1 uM Ca**-lonophor A23187 und 1 mM CacCl, hinzugegeben
(Details in Spiwoks-Becker et al. 2004) und einer Dunkelkultur 100 uM Nifedipin. Bei Js wurde
analog verfahren, jedoch 1 mM EGTA (Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen, BRD) zum Ca**-

Entzug verwendet.

2b2 Aufarbeitung fiir die Elektronenmikroskopie
Die Fixierung erfolgte in einer modifizierten Lésung nach Karnovsky (1965) mit 2 % Paraformal-

dehyd und 2 % Glutaraldehyd in 0,1 M Na-Phoshatpuffer (Sérensen), pH 7,4 fir 24 Stunden bei
4°C. Das Fixativ wurde 3 x 15 Min. in 0,1 M Na-Phosphatpuffer mit 0,1 M Saccharose ausgewa-
schen. AnschlielRend wurde das Gewebe 90 Min. in 2 %-igen gepuffertem Osmiumtetroxid bei pH
7,4 inkubiert und darauf 3 x 15 Min. in 0,1 M Na-Phosphatpuffer ausgewaschen. Die Entwasse-
rung erfolgte 2 x 15 Min. in 50 % Aceton. Darauf folgte die Blockkontrastierung tber Nacht mit 70
% Aceton + 0,5 % Uranylacetat + 1 % Phosphowolframsaure bei 4° C. Die Entwasserung wurde
durchgefiihrt mit 2 x 15 Min. 80 % Aceton, 2 x 15 Min. 90 % Aceton, 2 x 15 Min. 96 % Aceton und
3 x 20 Min. 100 % Aceton. Nach 2 x 15 Min. Propylenoxyd wurden die Gewebsblocke 30 Min. in
2 : 1 Propylenoxyd : Epon® (Serva, Heidelberg, BRD) Mischung, 30 Min. 1 : 1 Propylenoxyd :
Epon Mischung und 30 Min. 1 : 2 Propylenoxyd : Epon Mischung eingebracht um tber Nacht bei
4° C in reiner Eponldsung zu verbleiben. Nach der Ausbettung in frische Eponlésung wurden die
Bloécke ca. 48 Stunden bei 65° C im Brutschrank polymerisiert. Zur schnelleren Orientierung wur-
den die ausgeharteten Bldcke an einer Seite spitz zugeschnitten oder so getrimmt, dal3 die Ori-
entierung mit bloRem Auge erkennbar war. Bei einigen Versuchen wurde auch bereits eingebet-
tetes Material aus frlheren Studien am Institut verwendet, um unndtige Schlachtungen zu ver-
meiden. Auf einem Reichert Ultratome Ill wurden die Serienschnitte mit Diatome Ultra 45° (Dia-
tome AG, Biel, Schweiz) Diamantmessern mit einer konstanten Dicke von 50 nm geschnitten. Die
Schnitte wurden auf mit Formvar bedeckte Kupfer-Einlochnetze orientiert mit einer Wimper auf-
gebracht. Die Nachkontrastierung erfolgte flir 10 Min. in einer Lésung von 8 % Uranylacetat in
destilliertem Wasser und anschlief3end fir 5 Min. in einer Lésung von 0,7 % Bleicitrat + 0,9 % Na-
triumcitrat nach Reynolds (1963). Nach Trocknung wurden die Schnitte transmissionselektro-
nenmikroskopisch untersucht. Hierflr wurde bis Januar 2000 ein Zeiss EM 10c, danach ein LEO
906E® verwendet (Hersteller beider Gerate: Carl Zeiss AG, Oberkochen, BRD).

2b3 Bildaquisition
Fir die Rekonstruktionen wurden liickenlose Serien von Schnitten der Retina bzw. der Zirbeldri-

se untersucht. Bis Januar 2000 wurden Bilder synaptischer Kérperchen (SK) bei 12.000- bis
25.000-facher Vergro3erung auf Negativplatten fotografiert. Die entwickelten Fotoabzige wurden

mit Hilfe eines HP ScanJet® 4c Scanners (Hewlett-Packard Company, Palo Alto, Ca., USA) mit
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einer Aufldsung von 600 dpi digitalisiert. In einer ersten Untersuchung (Jastrow et al. 1997a)
wurden die Langen stabférmiger Profile von SK bei SD-Ratten gemessen. Dabei wurde mit ei-
nem Schnitt in der Mitte einer Ilickenlosen Serie begonnen und so lange gemessen, bis ein ver-
folgtes SK nicht mehr angeschnitten war oder der erste bzw. letzte Schnitt der Serie erreicht war.
Die Langenmessung erfolgte Gber einen mit Hilfe eines Spiegels auf den Sichtschirm projizierten
feinen Lichtpunkt, der von einer speziellen "Maus" erzeugt wurde. Diese gehorte zu einem PC
basierten Morphometriesystem (IDMS System Rev. 2.01, IMA GmbH, Dortmund, BRD), welches
die Mausverschiebungen nach entsprechender Kalibrierung in LAngen umrechnete. Die zu einem
SK gehdérenden Profile wurden ihrer Reihenfolge entsprechend untereinander unter Berticksichti-
gung der Schnittdicke angeordnet, einmal linksbiindig, einmal zentriert und ferner an einer im
Winkel von 45° verlaufenden Linie, da die 0.g. Software keine echte Uberlagerung der Schnitte
ermoglichte. Die Enden der Profile wurden verbunden und die Flachen der so gewonnenen Area-

le mit dem IDMS vermessen.

2b4 Dreidimensionale (3D) Rekonstruktion
Nach der Anschaffung des LEO TEM 906E (1/2000) wurden SK mit Hilfe einer 14Bit Slow Scan

CCD Kamera (Proscan® Scheuring, BRD) und einem mit einer Matrox® Millennium 400G
Framegrabber Karte ausgestatteten PC mit der Analysis 3.2° Software (Soft Imaging Systems,
Munster, BRD) digital dokumentiert. Ferner wurden Ubersichten in niedrigeren VergréRerungen
aufgenommen. Fir die Rekonstruktion synaptischer Organellen wurde auf einem Schnitt aus der
Mitte einer Serie begonnen und eine Stelle bzw. mehrere Stellen mit deutlich erkennbaren Profi-
len oder einem Feld mit mehreren SK gesucht. Die gewahlten Areale wurden in den vorangehen-
den bzw. folgenden Nachbarschnitten verfolgt, so lange bis entweder das Ende der Serie erreicht
war oder das Profil verschwunden war. Die dabei gewonnenen digitalisierten Schnitte wurden in
3D-Volumendatensatze Uberflihrt. Mit Hilfe geeigneter Software, anfangs einem in der Program-
miersprache IDL® (Creaso, Gilching, BRD) mit Hilfe von Herrn Dirk Schmanke selbst geschriebe-
nen Tool (Abb. Met1), dann mit Adobe® Photoshop® 7.0 bzw. CS (Adobe Systems Inc., San Jose,
CA, USA), Amira® 3.11 bzw. 4.0 und 4.11 (Mercury Computer Systems, Chelmsford, Ma, USA)
erfolgte die Uberlagerung der Serienschnitte und deren Ausrichtung (Alignment). Die Software fiir
die eigentliche 3D-Rekonstruktion hat sich im Laufe der Untersuchungen rapide weiter entwickelt.
Anfangs (Jastrow et al. 1996a, 1997c, d, g), wurde mit dem neurochirurgischen Operationspla-
nungssystem (NeurOPS, ConVis GmbH & Co KG, Mainz, BRD) dann mit VoxelCruncher 3.0 bis
5.01, und zwei Segmentierungstools (ConVis GmbH & Co KG, Mainz, BRD) gearbeitet; seit
6/2000 mit der Software Amira® 3.11, 4.0 bzw. 4.11. In diesen Programmen wurden mit Hilfe de-
finierter Grauwertbereiche ganze SK oder andere Strukturen wie Zellmembranen, Mitochondrien,
elektronendichte Verankerungen von SK oder postsynaptische Fortsatze segmentiert und als far-
big codierte Voxelobjekte zusammengefal’t. Dies geschah entweder durch manuelles Nach-
zeichnen der Konturen oder durch ein Schwellenwert basiertes Keimzellwachstum, bei dem be-
nachbarte Voxel ahnlicher Grauwerte zu einem Startvoxel addiert wurden. Bei einigen Voxelob-

jekten (z.B. Oberflachen synaptischer Terminale) wurde in Amira eine optisch angenehmere ge-
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Abb. Met1 Monitorschnappschul des selbst programmierten IDL® Tools zur Uberlagerung von
Schnitten. Durch Klicken der Knépfe mit den Pfeilen kann der Folgeschnitt gegeniiber dem ersten
verschoben bzw. gedreht werden. Das Resultat wird sowohl in den Gitternetzen als auch als
Uberlagerung beider Schnitte angezeigt, wobei der Folgeschnitt invertiert dargestellt ist.

glattete Darstellung durch Interpolation gewahlt, bei anderen wurden die Kanten zwischen den
Schnittebenen mit Absicht erhalten, da hierdurch die Schnittdicke (50 nm) quasi als Mal3stab er-
halten blieb.

Die SK wurden sowohl als Einzelstrukturen als auch in Form gruppierter Objekte dargestellt, um
die topographischen Beziehungen zueinander sowie die genaue Lage insbesondere zur Zell-
membran zu erfassen. In der Retina wurde die Lage in Bipolar- und Horizontalzellfortsatzen so-
wie die Terminalen der Stabchen und Zapfen visualisiert. Dabei wurden die Voxelobjekte in ei-
nem virtuellen dreidimensionalen Raum dargestellt, aus dem mit Hilfe einer virtuellen Kamera be-
liebige Ansichten in Form von Einzel- oder Stereobildern gespeichert wurden. Durch gezielt pro-
grammierte Drehung in verschieden Orientierungen und selektives Sichtbarmachen einzelner
oder mehrerer Objekte wurden Sequenzen von Einzelbildern gewonnen, aus denen mit Hilfe der
Videogenerierungssoftware AnimationShop™ 3.04 (Jasc®, Eden Prairie, Mn, USA) Animationen

in publizierbarer Qualitat generiert wurden.
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2b5 Bidirektionale Disektorzahlungen
Die hier geschilderte, selbst entwickelte Modifikation der Disektor Methode wurde in Jastrow et

al. 1996b und -1997b vorgestellt und in folgenden spateren Arbeiten angewendet: Hainz et al.
1997; Hainz 2003; Jastrow et al. 1997, f, - 1998. Bei den quantitativen Untersuchungen wurden
Serien mit 15 bis 24 Schnitten untersucht. Auf zwei benachbarten Schnitten aus der Mitte der Se-
rie wurden gleichzeitig Zahlungen der Profile synaptischer Korperchen in definierten Flachen bei-
der Einzelschnitte (Profilzédhlungen = PZ) und Disektorzahlungen (DZ) in denselben Arealen bei
Vergroflerungen von 20.000 (Zeiss TEM 10C) bzw. 21.560 x (LEO TEM 906E) durchgefuhrt. Da-
bei definierte sich die Grofle der Areale durch die Gesamtlange der auf beiden Folgeschnitten
unbeschadigten Kantenabschnitte und 7,00 um (Durchmesser des kreisrunden Sichttellers des
alteren Elektronenmikroskops bei der o.g. VergroRerung). Die Vermessung des Areals erfolgte
bei 400-facher VergréRerung durch die Messung der Langen unbeschadigter Kanten auf beiden
Schnitten, der Mittelwert wurde dann mit 7,00 ym multipliziert. Da der Mittelwert der Kantenlan-
genmessungen auf beiden Schnitten nie mehr als 4 % von den Einzelwerten abwich, konnten alle
unbeschadigten Kanten ausgezahlt werden. Die Methode wird in Abb. Met2 und ihrer Legende
erklart.

Bei dem TEM 906E wurde ein etwas groReres Areal als der Sichtteller untersucht und, wenn ein
Profil weiter entfernt von der Schnittkante auftrat, mit Hilfe von Analysis 3.2 gemessen, ob das
Profil 7 ym oder weniger vom Rand entfernt war. Grundsatzlich werden bei Disektorzahlungen
nur die Profile gezahlt, die nur auf einem der Schnitte vorhanden sind, im Zahlbereich liegen oder
Uber diesen hinaus in die Sicherheitszone reichen, sofern sie keine Ausschlufllinie berihren.
Verschiedene Moglichkeiten zur Lage von Profilen und deren Wertung werden in Abb. Met3 und
Tabelle 1 erklart. In den seltenen Fallen, in denen die Gesamtgrofle aller auswertbaren Areale in
einem Schnittpaar deutlich unter 20.000 ym? lag, wurde im Abstand von Uber 5 um (deutlich gro-
Rer als die maximale Dimension eines SK der Rattenzirbedrise) ein weiteres Schnittpaar analy-
siert. Falls sich in Feldern mehrere Profile dicht beieinander fanden, wurden diese auf Nachbar-
schnitten so lange verfolgt, bis sicher war, welche zu gleichen (gebogenen) SK gehorten. Die
Zahlergebnisse wurden fir eine Standardflache 20.000 um? fir PZ bzw. fir ein Volumen von
1.000 ym? (Standardflache x 50 nm Schnittdicke) angegeben. Die in Jastrow & Racke (2007) ge-
wonnenen Zahlenwerte flir SK, SK-Profile und die zugehoérigen Langen wurden als Durch-
schnittswerte mit Standardabweichung angegeben.

Es wurde getestet, ob es mit hinreichender Zuverlassigkeit mdglich ist, in einer Gruppe von iden-
tisch behandelten Tieren fur nur ein oder zwei Tiere Disektorzahlungen durchzuflihren und den
Umrechnungsfaktor von PZ zu DZ fir alle anderen Tiere anzuwenden. Dabei wurden die prozen-
tuale und zahlenmaflige Abweichung von den mit der Disektormethode tatsachlich erhobenen zu
den errechneten Werten fir alle moglichen Kombinationen bestimmt (Jastrow & Racke 2007).
Der Mittelwert und die prozentuale Abweichung aller Fehler wurde errechnet. Ferner wurde ge-
testet, ob die auftretenden Fehler unter Berucksichtigung der gemessenen durchschnittlichen

Profillange reduziert werden kdnnten. Die in allen Fallen Uber -50 bis Gber +150 Prozent reichen
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Abb. Met2 Das Prinzip der entwickelten Modifikation der Disektor Zahimethode. Zunachst wur-
den die Langen unbeschadigter, gerader Abschnitte der Rander zweier Nachbarschnitte (rote
Markierung) aus der Mitte einer Schnittserie bei 400-facher VergrofRerung vermessen. Die fol-
gende Abbildung verdeutlicht die Untersuchung der hier als 1¢c und 2c markierten Bereiche:

Slcherheltszone

Y3 f & i

korrespondierender Bereich 1c der unteren Kante von Schnitt 1 pym

Sicherheltszone

i £ A

intakter Bereich 2c der unteren Kante von Schnitt 2 X'

Abb. Met3 (Legende umseitig!)
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Abb. Met3 Die Dimensionen der Areale, in denen die Auszahlung erfolgte, wurde definiert durch
den Durchmesser D des runden Sichtschirms (violette Kreise) bei 20.000-facher Vergrélierung (7
pm) und die Lange der auf beiden Schnitten intakten Bereiche an den Schnittkanten (abzliglich
rechts der hier grin markierten Sicherheitszone, deren Lange etwas groRer ist als ein maximal
mdglicher Durchmesser eines SK, d.h. 2,5 um in der Rattenzirbeldriise). Die Pfeile zeigen die
Verschiebung des Sichtschirms bei der Untersuchung. Angenommen das SK Profil C war das
letzte auf beiden Schnitten gefundene, so wird der Schnitt 1 entlang seiner Kante nach rechts
schrag nach oben und unten verschoben, so dal® das Areal zwischen der Schnittkante und der
unteren Grenze der Sicherheitszone llickenlos analysiert wird. Wenn hier das Profil D gefunden
wird, folgt die Untersuchung des korrespondierenden Areals auf Schnitt 2, beginnend ab der
Stelle, wo C' erkennbar war. Da im vorliegenden Fall kein Profil D' vorhanden ist, wird die
Untersuchung bis zum nachsten erkennbaren Profil (E') fortgefihrt. Dann wird die Zahlung auf
Schnitt 1 von der Stelle, an der D auftrat, fortgefiihrt, bis dort das korrespondierende Profil E
auftritt. In dieser Weise wird verfahren, bis rechts die Sicherheitszone erreicht ist. Die hier
gezeichneten Profile werden gezahlt, wie in Tabelle 1 gezeigt: Profil A auf Schnitt 1 reicht vom
ausgewerteten Areal (aA) durch die Sicherheitszone hindurch und Uberschreitet die linke
AusschluBYlinie, weshalb es nicht gezahlt wird. Profil A" auf Schnitt 2 reicht von aA ein Stuck in die
Sicherheitszone, erreicht aber nicht die Ausschluf3linie, daher wird es bei PZ berucksichtigt. Die
Profile B und B' werden nicht gezahlt, weil sie beide nicht in aA, sondern nur in der
Sicherheitszone liegen. Die Profile C und C', E und E' sowie H und H' werden auf beiden
Schnitten nur mit PZ gezahlt. Profil D wird sowohl bei der konventionellen Zahlung (PZ) als auch
bei der Disektorzahlung (DZ) gezahlt, da D' fehlt. Die Profile F, F' und G' werden nicht gezahlt, da
sie die Schnittkante erreichen, die eine AusschluBlinie ist. Profil G wird nur auf Schnitt 1 mit PZ
gezahlt. Da das SK i auf Schnitt 1 noch nicht angeschnitten ist, (kein Profil i) wird sein Anschnitt i’
auf Schnitt 2 mit PZ und DZ gezahlt. Gleiches gilt fur das Profil K', welches im Gegensatz zu i’
noch in die Sicherheitszone hineinreicht. Die in die Sicherheitszone hineinreichenden Profile L
und L' werden auf beiden Schnitten mit PZ erfalt. Ein Profil X' ist ein Stlick weit in der
Sicherheitszone zu sehen, der nicht mehr erkennbare, da abgeschnittene Teil des Profils, der im
gelb markierten, tatsachlich nicht vorhandenen Gebiet die AusschluBlinie erreicht, wirde bei
dieser Modifikation der Disektor Methode falschlicherweise in PZ und in DZ gezahlt werden. Die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines stark genug (> 180°) gekrimmten Profils in diesem sehr
kleinen Bereich ist nur von theoretischem Interesse und geringer als der maximale
Profildurchmesser? / Zahlflache x Wahrscheinlichkeit des Auftretens stark genug gekrimmter
Profile - somit praktisch Null. In allen durchgefiihrten Disektoruntersuchungen trat kein einziges
Profil in dem relevanten Bereich auf. In der Diskussion (4b3: Seite 112) wird gezeigt, wie der
theoretische Fehler behoben werden kann. # = beschadigte Schnittkanten.

Tabelle 3.1 Zusammenfassung der Zahlergebnisse flr die in Abb. Met3 gezeigten Profile:

Profile:
Methode | Schnitt |AA' BB' CC' DD' EE' FF' GG' HH' ii' KK' LL' XX'| ¥
Pz 1 - - + + + - + + - - + - 6
2 + - + - + - - + + + + + 8
DZ 1 - - - + - - - - - - - - 1
2 - - - - - - - - + + - + 3

den Abweichungen wurden als inakzeptabel hoch eingestuft (Jastrow & Racke 2007).

Fur die statistische Auswertung wurde SigmaStat 2.0 (SPSS Inc., Chicago, ll, USA) verwendet.
Zur Analyse der PZ und DZ Werte dienten: one way Anova zum Vergleich individueller Gruppen,
all pairwise multiple comparison procedures (Fisher LSD Methode, Tukey Test) oder ungepaarte
T-Tests. Zur Analyse der Profillangen wurden Kruskal-Wallis one way analysis of variance on

ranks bzw. ungepaarte T-Tests angewendet. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen.
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2b6 Immunhistochemie und -elektronenmikroskopie

Antikérper

In Jastrow et al. (2006) wurden folgende Antikérper verwendet: monoklonaler Maus anti-B-
Dystroglykan Antikorper (43DAG/8D5; Novocastra, UK), spezifisch fir Dystroglykan in Western
Blot, Licht- und Elektronenmikroskopie, kreuzreagiert mit Mensch, Maus, Ratte, Rind und Hihn-
chen (Koulen et al. 1998; Blank et al. 2002); Schaf anti-B-Dystroglykan Serum zur Kontrolle der
Dystroglykan Markierung; zwei polyklonale Kaninchen anti-Bassoon Antiseren, die verschiedene
Epitope erkennen und beide identische Markierungen von Ribbonsynapsen in Hihnchen Photo-
rezeptoren lieferten (rb-anti-sap7f und Kaninchen anti-bassoon BSN1; Dick et al. 2003).
Procedere

Far die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden die Augapfel nach Erdffnung entlang der
Ora serata 10 Min. bei Raumtemperatur mit 4 %-igem Paraformaldehyd in 0,1M Phosphatpuffer
(PB; pH 7,4) fixiert. Die Netzhaute wurden je eine Stunde in 10-, 20- und anschlieBend Uber
Nacht in 30 %-iger Saccharoselésung in PB gefriergeschitzt. Stiicke der zentralen Areale wur-
den in Gefriermedium (OCT, Reichert-Jung, Bensheim, BRD) eingebettet und mit einem Kryosta-
ten vertikal in 12 um Dicke geschnitten, auf Gelatine-beschichteten Objekttragern aufgezogen
und 15 Min. luftgetrocknet und dann bei -20°C gelagert. Nach Blockierung mit 1 % Rinderserum-
albumin und 0,05 % Triton-X-100 in PB wurden die Schnitte Gber Nacht mit den Primarantikor-
pern bei 4°C inkubiert. Nach weiterer Inkubation mit Alexa488 bzw. Alexa594 Fluorochrom (Mo-
lecular Probes, Eugene, Or., USA) konjugierten Ziegen-anti-Kaninchen bzw. Ziegen-anti-Maus
Sekundarantikorpern wurden die Schnitte mit einem Leitz DMRA Fluoreszenzmikroskop unter-
sucht. Durch geeignete Filter jeweils flir eines der Fluorochrome wurden die Schnitte mit einer
Digitalkamera (DX 200; Leica, Solms, BRD) digitalisiert. Die Nachbearbeitung erfolgte mit Photo-
shop® 5.5 (Adobe Systems Inc., San Jose, Ca, USA). Die nur mit dem Sekundarantikérper inku-
bierten Kontrollschnitte zeigten, wie auch die nur mit einem der Primarantikdrper inkubierten
Schnitte, keine spezifischen Signale. Zur elektronenmikroskopischen Untersuchung der Dystro-
glykanverteilung in Photorezeptorterminalen wurden hinter der Sehnervenpapille gelegene Stu-
cke der zentralen Retina von einem 1 Tag alten Hihnchen prapariert und inkubiert, wie in Blank
et al. (1997) beschrieben: die Augapfel wurden in 4 % Paraformaldehyd und 0,05 % Glutaralde-
hyd in PB fir 10 Min. und danach fir 40 Min. in 4 % Paraformaldehyd allein fixiert. Die Kryopro-
tektion der herausgeschnittenen Retina erfolgte in 10-, 20- dann 30 %-iger Saccharose-l6sung.
Nach mehrfachem Schockgefrieren und Wiederauftauen zur besseren Antikdrperpenetration und
Waschen in PB wurden kleine Netzhautstlickchen in Agar eingebettet und 60 um dick vertikal mit
einem Vibratome (Vibratome 1000; The Vibratome Company, St. Louis, Mo., USA) geschnitten.
Die Schnitte wurden in kaltem PB gesammelt und fiir die Pre-embedding Immunelektronenmikro-
skopie 2 Stunden in 10 %-igem Ziegennormalserum geblockt, bevor die Inkubation mit dem mo-
noklonalen Antikérper (43DAG/8D5) fur 4 Tage bei 4°C erfolgte. Nach mehrfachem Waschen in
PB wurde die Immunmarkierung mit einem biotinylierten Ziegen anti-Maus IgG (1:100 verdiinnt;
Vector Laboratories, Burlingame, Ca., USA) und einem Peroxidase-basierten enzymatischen De-

tektionssytem (Vector Elite ABC Kit; Vector Laboratories) sichtbar gemacht. Auf mehrfaches Wa-
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schen in PB und in 0,05 M Tris-HCI (pH 7,6) folgte 10 Min. Vorinkubation in 3,3'-Diaminobenzidin
(DAB; 0,05 % in 0.05 M Tris-HCI, pH 7.6) und dann die Reaktion mit einer 0,05 %-igen DAB L6-
sung, die 0,01 % H>0O, enthielt. Die Reaktion wurde durch Waschen der Schnitte mit Tris-HCI ge-
stoppt. Anschliel’end wurden die Schnitte in 0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,4), dann 2 Stunden bei
4°C in 2,5 %-igem Glutaraldehyd in Cacodylatpuffer und schlieR®lich  Gber Nacht mit Cacodylat-
puffer bei 4°C gewaschen. Nach weiteren Waschungen in destilliertem Wasser wurde das DAB
Reaktionsprodukt silberverstarkt und mit Goldchlorid behandelt, wie in Sassoé-Pognetto et al.
(1994) beschrieben. Die Schnitte wurden mit 0,05 %-igem OsO, in Cacodylat Puffer fir 30 Min.
postfixiert, dehydriert in einer aufsteigenden Alkoholreihe (30 - 100 %) gefolgt von Propylenoxid,
und dann in einem Epoxidharz (EPON 812; Serva, Heidelberg, BRD) flach eingebettet. Ultra-
dinnschnitte wurden mit einem auf 60 nm eingestellten Ultramikrotom geschnitten und wie oben
beschrieben nachkontrastiert. Kontrollschnitte wurden in gleicher Weise gefertigt, wobei der Pri-
marantikorper ausgelassen wurde. Sie zeigten keine spezifische Goldmarkierung. Insgesamt
wurden vier verschiedene Zapfenterminale aus einer Serie von 27 Folgeschnitten rekonstruiert,
segmentiert und visualisiert. Da die sehr komplexe Anordnung der Zellfortsdtze wegen Uberlage-
rungen nur schwer erkennbar ist, wurden fur die 3D-Abbildungen und Animationen reprasentative

Ausschnitte gewahlt.

3. Ergebnisse

3a Morphologische Untersuchungen

3a1 Zirbeldriise (Glandula pinealis)

3a11 Ratte (Jastrow et al. 1997a)
In elektronenmikroskopischen Schnitten der Zirbeldriise von Sprague-Dawley Ratten fanden sich

Profile synaptischer Kérperchen (SK) bevorzugt im weniger elektronendichten Pinealozyten. Sie
lagen meist an oder nahe der Zellmembran und kamen vorwiegend einzeln oder als in etwa pa-
rallel orientierte Paare vor. Gelegentlich traten Felder mit bis zu 8 Profilen auf, von denen dann
die meisten keine Beziehung zur Zellmembran hatten. Die meisten Profile erschienen als relativ
gerade Stabe mit Langen von 50 bis zu 720 nm Lange. Die mit den damals zur Verfligung ste-
henden einfachen Mitteln mdglichen Bestimmungen der Oberflache und des Volumens sowie der
Form von SK anhand von Profillangenmessungen an liickenlosen Serienschnitten zeigten um
Mitternacht deutlich grofiere Flachen als mittags: 0,041 (12.00) bzw. 0,0501 ym? (24.00). Dies
1&Rt sich schon optisch in den Abb. 2a & b in Jastrow et al. (1997a) erkennen. Da die verwendete
Software keine echte Uberlagerung der Profile ermdglichte wurden verschiedene Arten der An-
ordnung der Profillangen untereinander getestet, die aber keine relevanten Unterschiede der sich
ergebenden Flachen zeigten (Abb. 1 in Jastrow et al. 1997a). Die Oberflache vergrofRerte sich

von Mittag bis Mitternacht um 19,3 %. Da die plattenférmigen SK eine konstante Dicke von 35
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nm haben, I4Rt sich daraus ein durchschnittliches Volumen von 1,47 x 107 pm3 fiir 12.00 und von
1,75 x 10 um? fiir Mitternacht mit einer Zunahme von 0,28 x 10 um?® (entspricht 19,3 %) er-
rechnen. Die Profillangen selbst nahmen um 27,6 % von 145 + 4 nm (12.00; n = 368) auf 185 £ 6
nm (24.00; n = 368) zu. Die meisten der untersuchten SK waren Platten, deren grof3e in etwa
rechteckige Oberflachen ca. 300 x 150 nm mafien (Breite zu H6he Verhaltnisse zwischen 1:1 bis
ca. 1:5) und unregelmafig begrenzt waren. Einige SK erschienen leicht C-férmig gebogen und in
2 Fallen fanden sich Poren mit Durchmessern von 40 bzw. 70 nm. Daneben lagen einige langere,
bandférmige SK vor. Die praktisch nicht vorhandenen runden Profile von SK wurden in dieser
Studie nicht betrachtet. Weitere morphologische Befunde zur Rattenzirbeldrise wurden im Rah-
men der primar quantitativen Analyse von Racke & Jastrow 2007 erhoben und werden dort vor-
gestellt (Ergebnisse 3b3: Seite 72).

3a12 Huhnchen
Mehrere SK wurden aus Serienschnitten von Hihnchenzirbeldriisen des Materials fir das Poster

Hainz et al. (1997) rekonstruiert. Die Abb. Huhn und die dazugehdrigen Animationen Huhn.avi
und Huhn1.avi zeigen exemplarisch die Rekonstruktion eines Feldes mit naheliegenden weiteren
SK in Pinealozyten eines um 24.00 getdteten Hihnchens. SK waren platten- bis bandférmige, re-
lativ wenig gebogene Strukturen. Diese waren groftenteils Gber feine Proteinbriicken an kleinen
elektronendichten Plaques an der Zellmembran verankert und standen zum Teil annahernd pa-

rallel zueinander. Weitere Rekonstruktionen und Analysen anderer Serienschnitte zeigten keine

deutlichen Abweichungen von bei der Ratte erhobenen Befunden.

Abb. Huhn Band- bzw. plattenférmige SK in einem Feld in Pinealozyten eines um Mitternacht ge-
toteten Hihnchens und benachbarte morphologisch dhnliche SK (Animationen dieser Rekon-
struktion: Huhn.avi & Huhn1.avi).

3a13 Meerschweinchen
Mit Hilfe einer mit Dirk Schmanke gemeinsam in der Interactive Data Language (IDL®) geschrie-

benen Software und dem Visualisierungstool (NeurOPS) rekonstruierte Serienschnitte der Meer-
schweinchenzirbeldriise von zeigten verschieden groRe meist plattenférmige synaptische Kor-

perchen sowie einige klumpen- bis kugelformige Strukturen (Jastrow et al. 1996a, 1997g, 2004).
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Abb. MS1 GrofRRes Feld mit mehreren parallelen plattenférmigen synaptischen Koérperchen bzw.
Bandern (komplett im Datensatz enthaltene in hellgriin, sonst dunkelgriin) sowie kugelférmigen

(hellgelb) bzw. klumpigen SK (dunkelgelb; Animationen dieser Rekonstruktion: MS1.avi;
MS1a.avi & 02.avi).

Bei den Kontrolltieren (eines um 12.00 nach 6 Stunden Licht, eines um 24.00 nach 6 Stunden

Dunkelheit getdtet) wurden zunachst jeweils tUber 50 Profile von SK untersucht. Diese lagen in
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hellen und dunklen Pinealozyten meist nahe von Zellmembranen, waren in ~75 % stabférmig, in
~15 % irreguldr begrenzt und in unter 10 % kreisférmig. Bei genau senkrecht angeschnittenen
SK liel} sich eine pentalamellare Substruktur erkennen, die auf regulare Polymerisation der Un-
tereinheiten hindeutet. Diese war in verdickten Bereichen, irregular begrenzten oder runden An-
schnitten nicht sichtbar. Zehn verschiedene Felder von SK wurden in Serienschnitten verfolgt und
die 3 jeweils groten dreidimensional rekonstruiert. Dabei konnte gezeigt werden, dal alle stab-
formigen Profile von plattenformigen, teils geraden teils, leicht gebogenen oder verdrehten SK
stammten, einige waren auch lange Bander, die vom ersten bis letzten Schnitt reichten. Das Brei-
te zu Lange Verhaltnis lag meist zwischen 1:2 und 1:5, tatsachlich rechteckige Platten lagen nicht
vor. Einige erschienen c-formig in einer Ebene gebogen. Runde Profile stammten von ei- bis ku-
gelférmigen SK, irregulare Profile von bizarren klumpenférmigen, die hier erstmals rekonstruiert
wurden. Ferner fanden sich sehr kleine Fragmente von SK, die nur auf einem Schnitt angeschnit-
ten waren. SK lagen stets gruppiert in Feldern, wobei mindestens ein plattenférmiges mit einem
einer ad analogen elektronendichten Plaque an der Zellmembran Uber feines elektronendichtes
Material verbunden war. Typischerweise lagen 2 bis 9 plattenférmige SK in 100 - 150 nm Ab-
stand parallel zueinander. Solche Gruppen umfalRten 4 bis Gber 40 verschiedene SK. GréRere
(siehe Abb. MS1; Animationen MS1.avi; MS1a.avi & 02.avi) hatten Ublicherweise mehrere ver-

schiedene Gruppen paralleler Platten und zufallig herumgruppierte irregulare bzw. kugelige SK.

Felder, die nur aus platten- bzw. bandférmigen SK bestanden, wur-den nicht angetroffen.

o

Abb. MS2 Vier verschiedene gepaarte Felder synaptischer Kérperchen in Pinealozyten bei 4
Monaten bzw. 8 Wochen unter Dauerlicht gehaltenen Meerschweinchen. Die duRerst bizarren
Profile (besonders links) sind ein klarer Indikator flir ungewoéhnliche dreidimensionale Erschei-

nungsformen synaptischer Koérperchen.
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Solche, die lediglich kugelige bzw. klumpige SK zeigten, konnten nur bei den 8 Wochen-, bzw. 4
Monate unter Dauerlicht gehaltenen Tieren beobachtet werden (Jastrow et al. 1997c, d, 2004).
Bei diesen zeigte sich schon bei der zunachst erfolgten Betrachtung von Profilen eine deutliche
Zunahme auch grolerer irregularer Gebilde. Hierbei machten unter Normalbedingungen nie vor-
handene, von Vollrath & Huss (1973) entdeckte, gepaarte Felder synaptischer Korperchen tber
25 % aller angeschnittenen Felder aus. Die Abbildung MS2 zeigt einige davon mit besonders bi-
zarren Anschnitten von SK, wie sie in keiner anderen Untersuchung je gefunden wurden. Fir die
vorliegende Habilitationsschrift wurden aus mehreren Originaldatensatzen zur Erreichung besse-
rer Qualitdt und der Moglichkeit von Stereovisualisationen funf verschiedene Felder bizarrer SK
erneut rekonstruiert (Abb. MS3-6; Animationen 03.avi, MS3.avi, MS3a.avi, MS4.avi, MS4a.avi,
MS5.avi; MS5a.avi, MS5b.avi). Neben rinnenférmigen ungewohnlich stark gebogenen Organellen
fanden sich hierbei viele klumpige Gebilde und nur ausnahmsweise echt kugelférmige oder plat-
tenférmige SK. Einige zeigten in ihrem Inneren sogar Zytoplasmaeinschlisse (Abb. MS5; Anima-
tionen MS5a.avi, MS5b.avi). Wahrend die klumpigen SK

Abb. MS3 Visualisierung des doppelten gepaarten Feldes, dessen Profile in der vorangehenden
Abbildung rechts unten gezeigt wurden. Hinter der membranabgewandten Seite der gebogenen,
grolien plattenférmigen SK (griin) sind eine Reihe klumpiger kleinerer SK (gelb) erkennbar. Die
grofite Platte weist ein Loch auf (Pfeil). Die blau markierten arciform densities jeweils zweier Fel-
der liegen einander direkt gegentiber an den Membranen, die den rot markierten Interzellular-
raum abgrenzen (Animationen dieser Rekonstruktion: MS3.avi & MS3a.avi).

e i fa - R -

Abb. MS4 Trogférmiges bzw. kelchformiges SK als Beispiele fur die ungewdhnlichen Formen sy-
naptischer Koérperchen unter Dauerlicht (Animationen dieser Rekonstruktionen: MS4.avi &
MS4a.avi).
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Abb. MS5 Wie in der semitransparenten Ansicht a und der aufgeschnittenen Rekonstruktion b zu
sehen, besitzt das obere sehr dicke SK einen mit Zytoplasma geflllten inneren Hohlraum (heller
gruner Bereich). Das untere SK ist eine stark gebogene Rinne mit einer zentralen und einer ter-
minalen Verdickung c. Das gepaarte Feld wurde in benachbarten Pinealozyten eines 4 Monate
unter Dauerlicht gehaltenen Meerschweinchens gefunden. SK grin, ad blau, Interzellularraum rot
(Animationen dieser Rekonstruktion: MS5.avi; MS5a.avi & MS5b.avi).

nie an der Zellmembran verankert waren, fanden sich die U-; V- oder bizarr rinnenférmigen Ge-
bilde immer an einer ad, also membranverankert. Sie zeigten stets an mehreren Stellen, bevor-
zugt an ihren Enden Auftreibungen, die auf An- bzw. Abbauvorgange hinweisen. Die unter nor-
malen Bedingungen typische pentalamellare Struktur konnte nur in wenigen kleinen Bereichen
(50 - 150 nm) der massiv veranderten SK (Abb. MS4 - 6) und in den ungewdhnlich groen ver-
bogenen aber noch plattenférmigen SK gefunden werden, welche zum Teil Locher aufwiesen
(Abb. MS3), die unter Normalbedingungen nicht beobachtet wurden. Eine Abgabe von klumpig
organisiertem SK Material aus den massiv veranderten aber auch aus den groRen plattenformi-
gen SK ist wahrscheinlich, da sich solches stets nur auf deren mem-branabgewandter Seite fand

(Abb. MS3, 6; Animationen 03.avi, MS3.avi, MS3a.avi). Eine klare Zunahme von klumpigen und
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kugelférmigen SK konnte im Vergleich zu den beiden unter normalen Lichtbedingungen gehalte-
nen Tieren jedoch nicht gefunden werden (Jastrow et al. 2004). Felder von parallel zueinander
stehenden Platten waren praktisch gar nicht vorhanden. Wie die Rekonstruktionen verdeutlichen,
waren die Membranverankerungen bei gepaarten Feldern ziemlich genau einander gegenuber
positioniert (Abb. MS 2, 3, 5; Animationen 03.avi; MS5.avi; MS5a.avi, MS5b.avi). Die ads befes-
tigten die bizarr verbogenen SK nicht, wie sonst Ublich, an einer Endkante an der Zellmembran,
sondern im mittleren Bereich (siehe Abb. MS3, 5, 6, Disk2: Seite 80). Die massiv veranderten SK
waren auch deutlich grof3er, als unter Normalbedingungen betrachtete Organellen. Da unter letz-
teren auch praktisch keine gepaarten Felder anzutreffen waren, muf} die Bildung dieser Felder
neu erfolgt und eindeutig eine Reaktion auf das Dauerlicht sein. Vermutlich entstehen die unge-
wohnlich grolen Platten oder bizarren SK durch Verschmelzung einzelner SKs (siehe Abb.
Disk1: Seite 78 und Diskussion 4a12: Seite 77). Dies kdnnte auch erklaren, weshalb die Zahl an

einzelnen SKs in Feldern unter Dauerlicht auch deutlich geringer als unter Normalbedingungen

ist.

Abb. MS6 Gepaartes Feld mit rinnenférmigen SK (grun), die teils massiv aufgetrieben sind, wie
schon die Profilansicht in Abb. MS2 links oben vermuten 1a3t. Eine zentrale Auftreibung ist innen
hohl und hat freie Verbindung zu umgebendem Zytoplasma (Pfeil). Auf der membranabgewand-
ten Seite der beiden grofen SK sind viele klumpenférmige kleinere (gelb) zu erkennen (ad blau,
Interzellularraum rot; 4 Monate unter Dauerlicht gehaltenes Meerschweinchen; Animation dieser
Rekonstruktion: 03.avi).

Serienschnittanalysen von SK einer untersuchten Zirbeldrise eines 70 Tage unter Dauerdunkel-
heit gehaltenen Tieres zeigten keine wesentlichen Unterschiede zu den beiden Normaltieren, wie

dies auch von Vollrath & Huss (1973) beschrieben wurde.
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3a2 Netzhaut (Retina)
3a21 EinfluR der Ca*™*-Konzentration auf Profile synaptischer Kérperchen

1 Ratten (Untersuchung Js)

Die in Zapfen vorhandenen Profile synaptischer Kdrperchen (SK) der Retina von SD-Ratten wie-
sen unter verschiedenen Bedingungen in 30-minltiger Organkultur in keinem Fall irgendwelche
Auffalligkeiten auf, d.h. sie waren stabférmig wie auch bei unter Normalbedingungen (LD 12:12)
gehaltenen, direkt getoteten Tieren. SK Profile in Stdbchenterminalen (siehe Tabelle Js) zeigten
unter 400 Lux Lichtbedingungen (Lichtkontrolle) durchschnittlich 75 % regulare Anschnitte der
Organellen, d.h. stabférmige Profile, wie sie auch fir in vivo Bedingungen typisch sind (Abb. Js1-
1). Nur bei einem Tier (Js15) waren auffallig mehr dicke Anschnitte (Abb. Js1-2) zu sehen. Sol-
che dicken Profile wurden von Spiwoks-Becker et al. (2004) als Kultureffekt beschrieben und sind
damit nicht als atypisch (auf dynamische Veranderungen an SK hinweisend) anzusehen. Mit un-
ter 5 % waren keulenférmige SK-Profile (Abb. Js1-5) selten. Irregular begrenzte Profile klumpiger
SK (Abb. Js1-4) machten ca. 4 % und rundliche Anschnitte kugeliger SK (Spheres; Abb. Js1-3)
nur knapp uber 2 % aller Profile aus, wahrend kurze stumpfférmige Profile (Abb. Js1-6) gar nicht
vorkamen (Details in Tabelle Js). Unter Licht kultivierte Retinae, die durch Gabe von Ca*™ und ei-
nes lonophors, um dessen intrazellulare Konzentration zu erhéhen, in "chemische Dunkelheit"
versetzt wurden, zeigten in Bezug auf die quantitativen Ergebnisse keine deutliche Veranderung.
Unter Dunkelheit kultivierte Retinae lieRen nur unbedeutend weniger normale und etwas mehr di-
cke sowie keulenférmige Anschnitte von SK erkennen. Unter Ca**-Entzug bei Dunkelkultur fand
sich eine starke Abnahme normaler Profile bei Zunahme von keulenférmigen, rundlichen und
stumpfartigen Profilen. Aufgrund des "Ausreilers" (Js5) wurde bei der Kruskal-Wallis "one way
analysis of variance on ranks" eine statistische Signifikanz jedoch knapp verfehlt (P = 0,068).
Falt man die atypischen Profile zusammen (keulenférmige, runde + klumpige) und setzt diese in
Relation zu normalen, so fand sich nur unter Dunkelkultur und Ca**-Entzug mit 47,56 % veran-
derten SK eine deutliche Veranderung, die im Vergleich zur lonophor Gabe mit P<0,022 und zur
Lichtkontrolle mit P<0,039 statistisch signifikant war. Im Vergleich zur Dunkelkontrolle wurde das
Signifikanzniveau verfehlt (P>0,068). So kann festgestellt werden, dall die Untersuchung darauf
hinweist, daR Ca™*-Entzug zu verstarkter Depolymerisation von SK fiihrt, was in einem Anstieg
veranderter Profile resultiert. Ca**-Gabe zeigte keinen Effekt auf die SK-Morphologie (P>0,99).
— - g S ——
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Abb. Js1 e verschiedenen Arten von Profilen synaptischer Kérperchen: 1 norma-
les, leicht gebogenes stabformiges-; 2 dickes-; 3 rundes-; 4 klumpiges-; 5 keulenférmiges Profil;
6 drei stumpfartige Profile. Atypische Profile, die auf Veranderungen an SK hindeuten, sind 3, 4
und 5, wahrend dickere Profile 2 als Organkultureffekt anzusehen sind (Spiwoks-Becker et al.
2004). Die in der Mitte angegebene Vergrélerung gilt fur alle Bilder.
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Tabelle Js: Quantitative Auswertung von jeweils Uber 50 nacheinander angetroffenen Profilen
synaptischer Korperchen in Stabchenterminalen zufallig ausgewahlter, 30 Minuten organkultivier-
ter Retinae von Ratten unter verschiedenen Bedingungen.

Licht Kontrolle (400 Lux)

Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n [100%] atypisch
Js 3 90,16 3,28 1,64 0,00 4,92 0,00 61 6,56%
Js 8 72,13 9,84 8,20 1,64 8,20 0,00 61 18,03%
Js11 80,00 10,00 6,25 3,75 0,00 0,00 80 10,00%
Js15 67,82 24,14 3,45 0,00 4,60 0,00 87 8,05%
Js19 80,49 3,66 4,88 6,10 4,88 0,00 82 15,85%

1) 77,63 10,78 4,85 2,43 4,31 0,00 371 11,59%

Licht + 1uM Ca™*-lonophor A23187 + 1 mM CaCl, (Licht + "chemische Dunkelheit")

Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n [100%] atypisch
Js 1 90,63 0,00 6,25 3,13 0,00 0,00 64 9,38%
Js 6 81,01 7,59 2,53 5,06 2,53 1,27 79 10,26%
Js7 75,41 18,03 1,64 1,64 3,28 0,00 61 6,56%
Js13 84,69 10,20 2,04 2,04 1,02 0,00 98 5,10%
Js17 70,27 13,51 4,05 0,00 12,16 0,00 74 16,22%

17 80,59 9,84 3,19 2,39 3,72 0,27 376 9,33%

Dunkel Kontrolle

Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n [100%] atypisch
Js 4 90,00 6,67 3,33 0,00 0,00 0,00 60 3,33%
Js 9 81,58 9,21 5,26 0,00 3,95 0,00 76 9,21%
Js12 63,86 18,07 9,64 0,00 8,43 0,00 83 18,07%
Js14 69,70 15,15 9,09 3,03 3,03 0,00 66 15,15%
Js18 52,63 25,00 13,16 5,26 3,95 0,00 76 22,37%

7] 70,64 15,24 8,31 1,66 4,16 0,00 361 14,13%

Dunkel + 1mM Ca**-Blocker EGTA (Dunkelheit + "chemisches Licht")

Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n[100%] atypisch
Js 2 59,57 14,18 10,64 6,38 6,38 2,84 141 24,09%
Js5 74,55* 21,82 0,00* 1,82* 1,82* 0,00 55 3,64%*
Js10 16,39 6,56 40,98 18,03 11,48 6,56 61 75,44%
Js16 30,77 20,00 26,15 15,38 7,69 0,00 65 49,23%
Js20 45,45 31,82 10,23 3,41 5,68 3,41 88 20,00%

%] 47,56 18,78 16,10 8,29 6,59 2,68 410 31,83%

Zahlen in Spalten 1-6 geben Prozentwerte an

Klassifikation der Profilmorphologie (siehe Abb. Js1):

normal: stabférmig, bis zu 40 nm breit

dick: stabférmig, aber iber 40 nm bis 80 nm breit
Keule: stabférmig mit rundlicher Auftreibung am Ende
rund: rundlich bis oval

Klumpen:  Uber 80 nm breit, unregelmafig begrenzt
Stumpf: stabférmig, Lange unter 60 nm

atypisch: prozentualer Anteil aller atypischen Profile (keulenférmige + runde + klumpige) be-
zogen auf die Gesamtzahl abzlglich der Stimpfe

n[100%]: Gesamtsumme aller Profile, die 100 % entspricht

a: Durchschnittswert fr alle Tiere einer Gruppe

* Diese mehrfach an den Originalbildern Gberpruften Daten sind als "AusreilRer" zu
betrachten
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2 BALB/c Mause (Untersuchung Jb)
Diese Untersuchung an BALB/c Mausen ahnelt der vorangegangenen (Js) sowie Experimenten

von Spiwoks-Becker et al. (2004), unterscheidet sich allerdings durch die Applikation des Kalzi-
umantagonisten Nifedipin anstelle von Ca**-bindendem EGTA und bei Js zusatzlich der anderen
Tierspezies. Interessanterweise fanden sich im Experiment Jb klumpige Veranderungen von SK
auch in einigen der betrachteten Anschnitte von Zapfenterminalen (Abb. Jb1). Auffallig waren
aullerdem einige ungewohnlich grofe rundliche SK-Profile (Abb. Jb2), wie sie im vorangehend

geschilderten Versuch nicht beobachtet wurden.
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Abb. Jb1 Beisele Iumpier bzw. keuenartiger Profile syn*;ptschéererhen i Zapfenpedi
keln verschiedener Tiere (Jb5 & 11; Malstab qilt fir alle Bilder)

In den Stabchenterminalen lagen unter allen Bedingungen durchschnittlich Gber 34 bis tber 77 %
atypische Profile vor, die auf Verdickungen und Abspaltungen von kugel- oder klumpenférmigem
Material hinweisen. Unter Lichtbedingungen konnte kein klarer Effekt der Kalziumgabe nachge-
wiesen werden (P>0,62). Unter Organkultur in Dunkelheit hatte die Gabe des Kalziumanatgo-
nisten Nifedipin keine signifikante Auswirkung auf Profile synaptischer Koérperchen (P>0,57).
Jedoch zeigte die Lichtkontrolle signifikant (P<0,036) mehr veranderte SK als die Dunkelkontrolle

und im Vergleich zum "chemischen Licht" bei Dunkelkultur lagen noch signifikanter (P<0,003)
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&

mehr atypische Profile vor.

Abb. Jb2 Ein ungewdhnlich groRes, rundli-
ches Profil eines synaptischen Korper-
chens in einem Stabchenterminal einer
BALB/c Maus (Jb9). Interessant sind auch
die in kurzem Abstand an der Zellmembran
fixierten dreidimensional vermutlich platten-
férmigen prasynaptischen Verdichtungen
(Pfeile) des hier angeschnittenen Horizon-
talzellfortsatzes (vgl. Abb. von Brandon &
Lam 1983 und Linberg & Fisher 1988).
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Tabelle Jb: Quantitative Auswertung von jeweils Uber 50 nacheinander angetroffenen Profilen
synaptischer Kérperchen in Stabchenterminalen zufallig ausgewahlter 30 Min. organkultivierter
Retinae von BALB/c Mausen unter den genannten Bedingungen.

Licht Kontrolle (400 Lux)
Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n[100%)] atypisch

Jb 1 24,14 3,45 10,34 25,86 24,14 12,07 58 68,63%
Jb 4 1,69 11,86 13,56 28,81 32,20 11,86 59 84,62%
Jb10 1,72 6,90 24,14 37,93 25,86 3,45 58 91,07%
Jb11 2,00 12,00 32,00 26,00 12,00 16,00 50 83,33%
Jb14 25,68 4,05 17,57 25,68 10,81 16,22 74 64,52%

17 12,04 7,36 19,06 28,76 20,74 12,04 299 77,95%

Licht + 1uM Ca**-lonophor A23187 + 1 mM CaCl, (Licht + "chemische Dunkelheit")

Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n [100%] atypisch
Jb 2 10,17 6,78 3,39 61,02 15,25 3,39 59 82,46%
Jb7 32,53 4,82 14,46 27,71 9,64 10,84 83 58,11%
Jb9 5,36 3,57 26,79 35,71 19,64 8,93 56 90,20%
Jb16 60,26 6,41 14,10 5,13 7,69 6,41 78 28,77%
Jb19 15,38 7,69 15,38 33,85 6,15 21,54 65 70,59%

] 27,27 5,87 14,66 30,79 11,14 10,26 341 63,07%

Dunkel Kontrolle

Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n [100%] atypisch
Jb 3 41,79 17,91 16,42 2,99 8,96 11,94 67 32,20%
Jb5 33,87 27,42 24,19 1,61 8,06 4,84 62 35,59%
Jb13 26,15 16,92 47,69 6,15 1,54 1,54 65 56,25%
Jb15 25,71 14,29 38,57 2,86 10,00 8,57 70 56,25%
Jb17 23,08 16,92 40,00 3,08 10,77 6,15 65 57,38%

] 30,09 18,54 33,43 3,34 7,90 6,69 329 47,88%

Dunkel + 100 um Ca**-Blocker Nifedipin (Dunkelheit + "chemisches Licht")

Tiere normal dick Keule rund Klumpen Stumpf n [100%] atypisch
Jb 6 43,28 25,37 7,46 5,97 10,45 7,46 67 25,81%
Jb 8 50,00 9,72 19,44 1,39 12,50 6,94 72 35,82%
Jb12 45,16 11,29 20,97 11,29 4,84 6,45 62 39,66%
Jb18 32,47 12,99 38,96 2,60 7,79 5,19 77 52,05%
Jb20 64,94 15,58 3,90 6,49 6,49 2,60 77 17,33%

g 47,32 14,93 18,31 5,35 8,45 5,63 355 34,03%

Legende siehe Tabelle Js!
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3a22. Verteilung von beta-Dystroglykan (BDG) und Bassoon in der Retina (Jastrow et al. 2006)
In der Retina adulter und 1 Tag alter Hilhnchen zeigte sich bei den immunfluoreszenmikroskopi-

schen Untersuchungen Bassoon (rb-antisap7f; griiner Kanal) punktférmig verteilt in zwei breiten
Streifen der inneren und einem schmaleren Areal der aufderen plexiformen Schicht. Diese Befun-
de waren den von Brandstatter et al. (1999) bei der Ratte demonstrierten sehr ahnlich. Die
gleichzeitige BDG (mAb 43DAG/8D5; roter Kanal) Markierung zeigte zum einen 4 uym lange si-
chelférmige Banden, die ndher an der inneren Kérnerschicht lokalisiert waren und, wie in Blank et
al. (1997, 1999) dargestellt, den Zapfenterminalen entsprechen, zum anderen punktférmige, et-
was naher an der duReren Kdrnerschicht gelegene Markierungen, die Stadbchenterminale darstel-
len (Blank et al. 1997, 1999). Die innere plexiforme Schicht zeigte interessanterweise kein spezi-
fisches Labelling, was darauf hindeutet, da® BDG nicht an den Ribbonsynapsen der Bipolarzellen
konzentriert ist. Die beiden Fluorochrome erschienen in UbersichtsvergroRerungen im Bereich
der Photorezeptorterminalen zwar sehr nahe beieinander, waren aber nicht kolokalisiert wie Abb.

BDG1 zeigt. Die Bassoon Immunoreaktivitat lag in einzeln betrachteten Terminalen stets weiter

aullen, die BDG Markierung mehr innen. Dies deutet darauf hin, dald BDG nicht direkt an der

Abb. BDG1 Immunfluoreszenzmikroskopische Aufnahme der Retina eines Hihnchens nach
Markierung mit Anti-B-Dystroglykan Antikorper (rot) und Kaninchen Anti-Bassoon Antiserum
(grin). Die rote Markierung ist praktisch ausschlief3lich in einem engen Bereich der aul’eren ple-
xiformen Schicht (1) zu finden, der den Photorezeptorterminalen entspricht. Hier zeigt sie eine
kaum Uberlappende Markierung mit dem Bassoon Antikdrper. Letzterer markiert zusatzlich zwei
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streifige Bereiche der inneren plexiformen Schicht (2), in denen sich Ribbonsynapsen konzentrie-
ren.
Vererankerungsregion synaptischer Kérperchen vorkommt. Bei hdherer Vergroferung erschien

die punktformige Bassoon Markierung zum Teil bogenformig angeordnet, entsprechend dem Ver-
lauf von arciform densities, welche die Anheftungsstellen der SK an der Zellmembran darstellen.
Die BDG Verteilung war diffuser und erschien zwischen den Bassoon Punktchen. Kaum fand sich
eine Uberlappende Markierung beider Proteine. Ferner waren beide nicht direkt an der aktiven
synaptischen Zone lokalisiert. Die immunelektronenmikroskopische Markierung einer Retina mit
dem 43DAG/8D5 - BDG Antikorper eines 1 Tag alten Hihnchens zeigte Goldpartikel an der pra-
synaptischen Membran von Zapfen. Diese fanden sich clusterartig im perisynaptischen Bereich,

konzentriert an seitlichen Bereichen und den Spitzen fingerartiger Fortsatze (Abb. BDG2, 3).

B 3 . 500 nm

Abb. BDG2 Segmentierte Zapfenterminalen (Doppelzapfen orange und blau, Blauzapfen violett)
eines 1 Tag alten Hihnchens nach Immunogoldmarkierung mit Anti-BDG Antikorper (rot). Wah-
rend die gelb markierten Horizontalzellfortsdtze und die hier nicht hervorgehobenen Bipolarzell-
dendriten keine Markierung zeigen, findet sich in fingerformigen Auslaufern der Zapfenendkolben
ein deutliches Labelling (synaptische Kérperchen grin).

Genau betrachtet lag der Grofteil der BDG Markierung hier im Zytoplasma der Fortsatze oder
knapp unterhalb deren Zellmembran. Gelegentlich fanden sich auch direkt am Plasmalemm
Goldpartikel (Abb. BDG2-4). Eindeutige Markierungen waren aber weder in der aktiven Zone
prasent, noch an den SK und auch nicht im Bereich der postsynaptischen Horizontal- oder Bipo-
larzellfortsatze, wie auch die 3D-Rekonstruktionen und die daraus generierten Abbildungen [BDG
6,7] und Animationen belegen. Gelegentlich fanden sich im Interzellularraum zwischen Rezeptor-
terminalen und Bipolar- bzw. Horizontalzellfortsatzen Markierungen, die am ehesten auf eine He-

rausdiffusion des Reaktionsproduktes der Meerrettichperoxidase zurickzufihren ist. Zwei der re-
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konstruierten Zapfenterminale zeigten einander gegeniiberstehende Oberflachen im Sinne eines
Zwillingsterminals (Rot-empfindlicher Doppelzapfen). Sie wiesen 14 bzw. 10 SK in dem in der
Schnittserie enthaltenen Bereich auf. Ein weiteres auf 24 Schnitten zumeist nur inkomplett ange-
troffenes Terminal gehoérte aufgrund seiner Grofde, Form und dem Fehlen von Telodendrien ver-
mutlich zum Typ der S-Zapfen. Alle Zapfen bildeten eine Grof3zahl von anfangs dickeren, dann
meist fingerférmigen Fortsatzen aus, die oft zur Zelle zurlickliefen. Andere, meist dinne, Fortsat-
ze erstreckten sich von den Doppelzapfen aus Uber viele Mikrometer weit in verschiedene Rich-
tungen tief in die dufRere plexiforme Schicht hinein. Viele Fortsatze spalteten sich in zwei oder
mehrere kleinere auf, die zum einen direkt senkrecht weiterzogen, zum anderen sich krimmten
und dann parallel zum Zapfenterminal verliefen. Die synaptischen Invaginationen, an deren Spit-
zen prasynaptisch die SK zu finden waren, reichten 1 - 2 um in die Zapfenendkolben hinein und

beinhalteten in der Regel 2 Horizontalzellfortsatze und 1 bis 2, selten 3 Dendriten invaginierender

- Y 250 nm

Abb. BDG3 Tiéfer gelegenes Detail der segmentierten Doppelzapfenterminalen, welches die im
lateralen Bereich der Fortsatze konzentrierte Immunreaktivitat (rot) dokumentiert.

Abb. BDG4 Dieses Bild einer einfachen dreidimensionalen Rekonstruktion verdeutlicht in der
Ubersicht die wolkenartige Verteilung des Beta-Dystroglykans im perisynaptischen Bereich (Far-
ben wie in den vorangehenden Abbildungen, jedoch Horizontalzellfortsatze nicht markiert).
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Abb. BDG5 Wahrend sich an den platten- bis bandférmigen synaptischen Koérperchen (griin)
keine Immunogoldmarkierung (rot) findet, imponiert sie unterhalb des synaptischen Endkolbens
eines Zapfens wolkenformig, wie dieses Stereobild und die zugehdérige Animation BDGS5.avi
zeigen.

Abb. BDG6 Blick von der Gegenseite auf den vorher gezeigten Bereich. Das Stereobild de-
monstriert eine groRe Zahl der irregularen, fingerformigen Auslaufer des einen Doppelzapfens
(blau). Besonders starke Markierung erscheint in den abgebogenen, kurzen, parallel zur Endkol-
benbasis gelegenen Fortsatzen (Animation dieser Rekonstruktion: BDG6.avi).

Abb. BDG7 Blick von schrag unten auf unregelmafig angeordnete Fortsatze eines Doppelzap-
fens (blau), von denen viele eine starke Immunogoldmarkierung zeigen (rot). Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wurde hier auf die Darstellung der ebenfalls vorhandenen Horizontal- und Bipo-
larzellfortsatze verzichtet (Animation dieser Rekonstruktion: BDG7.avi).

ON-Bipolarzellen. Aufgrund der sehr komplexen Morphologie wurden kleinere Details bzw. ein-
zelne Ribbonsynapsen fir sich analysiert. Es fand sich nur ausnahmsweise eine (wahrscheinlich
unspezifische) Markierung innerhalb der Einstlilpungen, ahnlich verhielt es sich innerhalb und an
der Membran von Horizontal- und Bipolarzellen. Spezifischer BDG Nachweis war vor allem an
dinnen rekurrenten Zapfenfortsatzen, einige hundert Nanometer nach deren Abgang aus dem

Endkolben in den Bereichen zu finden, in welchen sie unterhalb der Auftreibungen von Horizon-
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talzellfortsatzen lagen. Dieser Bereich entspricht der perisynaptischen Randzone. Wie Abb.
BDG5, 6 und Animationen BDG5 & BDG6.avi belegen, ist nur ganz ausnahmsweise eine Immu-
nogoldmarkierung in der Nahe von SK zu finden. Die hier erkennbare wolkige Verteilung der im-
munologischen Markierung ist gut mit den fluoreszenzmikroskopischen Wolken in Einklang zu
bringen. Neben den im Rahmen der vorliegenden Habilitationsschrift neu generierten Animatio-
nen finden sich die zu Jastrow et al. (2006) gehdérenden im Internet (siehe http://www.staff.uni-

mainz.de/jastrow/dystro/).

3a23 Rekonstruktionen synaptischer Kérperchen bei BALB/c Mausen
Vergleichende 3D-Rekonstruktionen von 22 Schnittserien der Retinae von BALB/c Mausen unter

LD 12:12 (Licht an: 06.00) Bedingungen (Jastrow et al. 2005; Kolios 2006) zeigten meist synapti-
sche Korperchen mit boomerang-artigen elektronendichtem Zentrum in Stéabchen und gelegent-
lich auch in Zapfen. Die beiden parallel liegenden, grolRen, flachen Hauptoberflachen standen in
einem Abstand von 35 nm zueinander. Sie banden, wie auch die kleinen unregelmafig geboge-
nen Seitenflachen, Uber feine Proteinbricken glutamathaltige Vesikel. Meist standen die an ihrer
langen Unterkante Uber feine Stiele an der arciform density verankerten Organellen zwischen 2
Horizontalzellfortsatzen relativ senkrecht zur Zellmembran. Die SK von Zapfen waren zumeist
dinne bandartige Strukturen, manche davon in sich verdreht, manche auch C- oder S-férmig
gebogen. Jedes Zapfenterminal wies mehrere SK auf. Das vermutlich zu zwei Dritteln erfaldte
Terminal der langsten Schnittserie zeigte auf 35 Serienschnitten 7 verschiedene SK. In einigen
Fallen waren Zapfen-SK gréRere, teils nur leicht gebogene, plattenférmige Strukturen. Ofter
lagen langere gebogene und teils auch verdrehte bandférmige elektronendichte Strukturen vor.
Klumpige oder kugelférmige SK waren in Zapfen nicht erkennbar. Die scheibchen- oder platten-,
gelegentlich auch bandférmigen deutlich kleineren SK der Bipolarzellen in der inneren plexifor-
men Schicht zeigten, wie auch Zapfen-SK keine auffalligen Veranderungen unter den im Ab-
schnitt Material genannten Lichtbedingungen. Anders verhielt es sich mit den SK in den Stab-
chenterminalen. Am Ende der Dunkelphase und im ersten Viertel der Lichtphase getétete Tiere
zeigten boomerang-artige, C- bis seltener hufeisenférmige, leicht in den anderen raumlichen E-
benen gebogene Organellen, die gelegentlich kleine Auftreibungen hatten. Die GroRe und die
Zahl solcher Auftreibungen, die besonders zwischen der Mitte und den Enden der Organellen
auftraten, nahmen gegen Ende der Lichtphase, d.h. nach 11 Stunden Licht, zu. In einigen Fallen
fanden sich auch zwei groRRere Auftreibungen an einem einzigen SK. Zusatzlich erschienen
klumpige bis kugelférmige Gebilde, die keine Verbindung mehr zur Zellmembran hatten wie alle
zuvor erwahnten SK. Noch auffélligere Veranderungen fanden sich in Retinae, die aus einer
Organkultur mit deutlich reduziertem Kalziumionengehalt (EGTA im Medium; Material aus Spi-
woks-Becker et al. 2004) stammten. Hier lagen praktisch keine "normalen” SK mehr vor. Neben
einer Reihe von Kugeln oder Klumpen von Vesikeln umgebenen elektronendichten Materials, die
keine erkennbare Beziehung zur Zellmembran hatten, waren die allermeisten SK an den Enden

extrem rundlich aufgetrieben. Die Abb. 8 und BALB1, 2 und die zugehoérigen Animationen
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BALB2.avi & 8.avi zeigen dies deutlich. Im mittleren Bereich waren die noch an der Membran

liegengebliebenen Organellen sehr stark ausgeduinnt.

A

Abb. BALB1 Serienschnitte zweier Stabchenterminalen einer unter Kalziumentzug kultivierten
BALB/c Maus Retina, bei denen sich die massiven, rundlichen Auftreibungen an den kaum noch
erkennbaren Resten der SK finden, die immer noch an der Membran verankert sind (unpublizier-
te Serienschnitte von Spiwoks-Becker).

Ris ”»
Abb. BALB2 In diesem Stabchenterminal einer BALB/c Maus hdngen zwei massive, unregelma-
Rige, rundliche Auftreibungen nur noch Uber ein kurzes, diinnes Zwischenstlick bei dem hier griin
dargestellten SK zusammen. Derart deutliche Veranderungen wurden nur unter Kalziumentzug
beobachtet (L:D =12:12; L von 6.00-18.00; vergleiche Abb. 8; Animationen dieser Rekon-
struktion: BALB2.avi & 8.avi).
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Die im Rahmen der Erstellung der vorliegenden Schrift durchgefiihrte griindliche Revision und
partiell notwendige Korrektur der von Jastrow et al. (2005) sowie Kolios (2006) erhobenen Be-
funde anhand der Originaldatensatze ergab im Detail folgende Befunde (geordnet nach Tétungs-
zeitpunkten):

1. Tétung um 05.45, d.h. nach 1134 Stunden Dunkelheit

Zehn rekonstruierte Stabchenterminale zeigten 11 (3 komplett, 8 partiell erfaldte) iberwiegend C-
formige, wenig gedrehte SK ohne Auftreibungen oder nennenswerte Krimmungen (Abb. BALB3),
die alle an arciform densities (ads) verankert waren. In einer groReren Synapse fanden sich zwei
C-férmig gebogene plattenartige SK. In einem rekonstruierten Zapfenterminal fanden sich 7 (da-

von 5 komplette) bandférmige SK, die meist nur leichte Krimmungen oder Drehungen aufwiesen.

In einem Fall lag ein Uber 1,5 pm grofRes einmal um 90 Grad verdrehtes und mehrfach stark

Abb. BALB3 Wahrend das erste (1) der 11 aus Stabchenterminalen rekonstruierten synapti-
schen Kérperchen (SK) bandférmig erscheint, sind die Ubrigen eher C-férmige, teils leicht ver-
drehte Organellen. An drei Beispielen wird ihre Lage zwischen Horizontalzellfortsatzen (blau)
bzw. zur aulieren Membran des Terminals (rot) verdeutlicht (um 5.45 getétete BALB/c Mause).

Abb. BALB4 Diese Stereorekonstruktion der SK eines Zapfenterminals einer um 5.45 getdteten
BALB/c Maus zeigt rechts der Mitte ein auffallig grofles, mehrfach gebogenes bandférmiges SK,
welches an 4 verschiedenen Synapsen beteiligt ist (Animation dieser Rekonstruktion: BALB4.avi;
- eines Ausschnittes: 6a.avi).
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Abb. BALBS5 Dieses Stereobild demonstriert die Lage der beiden ektopischen, d.h. an untypi-
scher Stelle gelegenen SK (griin) in einem Bipolarzelldendriten (gelb), der sich seitlich an einem
Zapfenterminal weiter verzweigte und in einem Stabchenendkolben endete (hier nicht erkennbar;
Animation dieser Rekonstruktion: BALBS.avi).

gebogenes SK vor, welches an 4 verschiedenen Synapsen beteiligt war (Abb. BALB4; Animatio-

nen BALB4.avi & 6a.avi). AuRen angelagert an das Zapfenterminal lagen in einem langen, ca.

250 nm durchmessenden, sich gabelnden Bipolarzelldendriten 2 kleine plattenformige ektopische

SK (Abb. BALB5; Animation BALB5.avi). Eine Platte war ca. 400 x 300 x 35 nm grof3. Im Abstand

von ca. 75 nm dazu stand in einem Winkel von ca. 40 Grad die zweite deutlich kleinere

Abb. BALB6 Acht der insgesamt 9 plattenférmigen SK von Stabchenbipolarzellen der um 5.45
getoteten BALB/c Mause in jeweils 3 verschiedenen Ansichten und ein Originalfoto, welches die
typische Lage der SK-Profile in den Serienschnitten zeigt: prasynaptisch an einer kleinen Memb-
ranverdichtung verankert, gegentlber eines Fortsatzes einer amakrinen Zelle und eines Gang-
lienzelldendriten.
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(ca. 100 x 80 x 30 nm) Platte. Alle 9 komplett erfaldten Stabchenbipolarzell-SK waren an den
Zellmembranen verankerte Platten (Abb. BALB6).

2. Tétung um 8.10, ab 8.00 fir 10 Min. Dunkelheit

In 16 Stabchenterminalen wurden 24 SK rekonstruiert, dabei wurden 9 komplett und 15 partiell
erfalt. Uber 50 % der C-, U- oder bandférmigen SK in Stabchen zeigten ein bis zwei Auftreibun-
gen bevorzugt im seitlichen Bereich, aber auch an den Enden (Abb. BALB7; Animationen
BALB7.avi & BALB7a.avi). Die Organellen waren mehr verdreht und gekrimmt als um 05.45 und
alle an ads verankert, ausgenommen 5 kugel- bis klumpenférmige Strukturen ohne Beziehung
zur Zellmembran, die sich in der Nahe der anderen SK fanden. In einem Zapfenterminal waren 3
partiell erfaldte C- bis S-féormig gekrimmte, bandférmige SK deutlich groRer als Stabchen-SK.
Eines war an zwei unterschiedlichen Synapsen beteiligt. Auftreibungen, klumpige oder kugelfor-
mige SK waren in diesem Zapfenterminal nicht erkennbar. In einer Bipolarzelle der inneren plexi-

formen Schicht wurde ein plattenférmiges, schrag an der Membran verankertes ca. 300 x 170 x

35 nm grofRes SK rekonstruiert.

Abb. BALB7 Sechs SK in 5 Stabchenterminalen einer BALB/c Maus, die um 8.10 Uhr nach 10
Min. Dunkelheit getdtet wurde. Die Pfeile markieren Stellen, an denen sich Auftreibungen der
ansonsten 35 nm dicken, C- artig gebogenen, bandformigen Organellen finden. Das mit 6 be-
zeichnete SK ist kugelformig, d.h. ein sphere, welches im Gegensatz zu den (brigen SK keine
Verankerung an der Zellmembran und keine Beziehung zu Horizontalzellfortsatzen (blau) hat. SK
4 und 5 waren nicht komplett im Datensatz enthalten. In den neu gerenderten Ansichten (oben
rechts; Stereobild unten) sind zusatzlich Bipolarzelldendriten gelb markiert (Animationen dieser
Rekonstruktionen: BALB7.avi & BALB7a.avi).
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3. Tétung um 8.45, d.h. nach 2% Stunden Licht

Zehn SK (5 komplette, 5 partielle) wurden in 8 Stabchenterminalen visualisiert, darunter gab es
nur ein kugelférmiges SK (Sphere). Auch die Zahl an Auftreibungen (an nur 4 SK vorhanden;
Abb. BALB8a) war geringer als unter den vorangehend geschilderten Bedingungen. Eine W- und
eine S-Form fielen bei den von der Grundform bandartigen SK auf. Einzelne der Organellen
waren etwas starker verdreht; tatsachlich signifikante Unterschiede zu der vorangehende unter-
suchten Gruppe von Tieren (2.) lieRen sich jedoch nicht feststellen. Eine ca. 350 x 250 x 35 nm
grolie membranverankerte Platte fand sich in einem rekonstruierten Stabchenbipolarzellfortsatz
in der inneren plexiformen Schicht (Abb. BALBS).

g

o Tl R R S Abb. BALB8 verbogenes plattenférmiges SK
i %5 > : (gran) in einem Bipolarzellterminal (rot) einer um
8.45 getdteten BALB/c Maus, das an einem, einer
ad analogen, Membranplaque (blau) verankert ist
(Animation dieser Rekonstruktion: BALB8.avi).

Abb. BALB8a Die 9 nicht kugelférmigen SK aus allen rekonstruierten Stabchenterminalen von 2
BALB/c Mausen, die um 8.45 getotet wurden, zumeist aus mehreren unterschiedlichen Perspek-
tiven betrachtet. Die Auftreibungen der ansonsten 35 nm dicken, bandférmigen, zum Teil in
mehreren Ebenen gebogenen Organellen sind durch Pfeile gekennzeichnet. Unten mittig ein SK
in Beziehung zur Zellmembran (rot) und invaginierten Horizontalzellauslaufern (blau).
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4. Tétung um 17.00, d.h. nach 11 Stunden Licht

In 11 Stabchenterminalen wurden 11 SK (3 komplette, 8 partielle) rekonstruiert, dabei fanden
sich in 6 Fallen kleinere Auftreibungen (nur in einem Fall zwei an einem SK) am Ende oder lateral
an den oberen Kanten der Organellen. Der mittlere Bereich von 5 der in einem Fall stark, sonst
nur wenig verdrehten und meist nur wenig gekrimmten SK war deutlich verdiinnt (Abb. BALB9).

Diese Beobachtung konnte bei den anderen Versuchsbedingungen nicht gemacht werden.

Abb. BALB9 Die drei hier visualisierten gebogenen bandférmigen SK von um 17.00 nach 11
Stunden Licht getdteten BALB/c Mausen zeigten in ihrem mittleren Bereich deutliche Einschni-
rungen. Das obere SK ist in dieser Region zusatzlich um ca. 90 Grad verdreht (Zellmembran und
Zytoplasma der Stabchenterminalen rot, Horizontalzellfortsatze blau).

Abb. BALB10 Dieses Zapfenterminal enthalt 3 bandférmige SK, von denen 1 und 3 an jeweils
einer Stelle stark verbogen sind (AuRlenmembran des Terminals rot, Horizontalzellfortsatze blau).
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Abb. BALB11 Darstellung dreier SK aus Zapfenterminalen von verschiedenen Blickwinkeln her
betrachtet und in Relation zur AuBenmembran des Terminals (rot) sowie zu Horizontalzellfort-
satzen (blau).

Abb. BALB12 Zwdlf der insgesamt 13 aus Bipolarzellaxonen rekonstruierten SK in jeweils 3 un-
terschiedlichen Ansichten. Die platten- bis bandartigen Organellen hatten eine konstante Dicke
von 35 nm und waren meist nicht starker verdreht.
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Kugel- oder klumpenférmige Strukturen lagen nicht vor. Die 4 SK in 2 partiell im Datensatz ent-
haltenen Zapfenterminalen waren deutlich groRer als die SK in Stabchen. Sie waren an 2 bis 3
unterschiedlichen Synapsen beteiligt, deutlich gréRer als Stabchen-SK, weshalb nur eines
komplett in den Serienschnitten enthalten war. Zapfen-SK zeigten im Gegensatz zu Stabchen-SK
keine Auftreibungen und waren von der Form her lange Bander oder groRere Platten, die in Teil-
bereichen stark verbogen waren. Eines imponierte wie zwei grofde seitlich aneinanderhangende
C-artig gebogene Platten (Abb. BALB 10,11). Die meisten der 13 SK, die in Axonen von Stab-

chenbipolarzellen rekonstruiert wurden, waren Platten oder kurze Bander (Abb. BALB12), die

eher schrag oder schief als senkrecht an der Zellmembran verankert waren (Abb. BALB13).

Abb. BALB13 Alle SK (grun) in den Axonen von Stabchenbipolarzellen waren zumindest tber
kurze Distanz an der (hier rot markierten) Zellmembran verankert, einige standen nahezu senk-
recht darauf, andere drehten sich im weiteren Verlauf zur Seite oder zogen gar, wie unten mittig
zu sehen, in etwa parallel dazu. SK lagen meist an der prasynaptischen Seite gegenlber der
Grenze zwischen einem Ganglienzelldendriten und dem Fortsatz einer amakrinen Zelle (beide
postsynaptische Elemente rechts in rosa dargestellt). Eine Beziehung zu Mitochondrien (cyan)
war nicht erkennbar.

5. Tétung um 22.00, d.h. 4 Stunden nach Licht aus

Bei der Rekonstruktion von 12 kompletten und einem inkompletten SK in 8 Stabchenterminalen
fanden sich folgende Morphologien der Organellen: 7 C-férmig gebogene Bander mit leichter
Krimmung, 2 Klumpen (maximaler Durchmesser ca. 150 nm), 2 rechteckige bis langliche Plat-
ten, eine V Form mit starker Krimmung und eine kleine Kugel (Durchmesser 90 nm). Nur an 3

der band- bzw. plattenformigen SK fanden sich kleinere Auftreibungen, einmal paramedian und
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am Ende (= 2) Auftreibungen, 1 C mit kleiner paramedianer Auftreibung und 1 C mit groRRerer pa-
ramedianer Auftreibung; ferner gab es leichte Drehungen bis 25 Grad (selten mehr; Abb.
BALB14). Eine Synapse wies 3 morphologisch verschiedene SK (Abb. BALB15: C-artig geboge-
nes Band, Platte + Klumpen) auf, zwei andere zeigten zwei 2 SK (C + kleine Kugel bzw. C +
langliche Platte). In zwei Bipolarzellfortsatzen der inneren plexiformen Schicht fanden sich wie
bei den anderen Versuchsbedingungen auch kleine plattenférmige, an der Zellmembran
verankerte SK.

Abb. BALB14
Acht verschiede-
ne band- oder
plattenférmige SK
(grin) einer um
22.00 getdteten
BALB/c Maus, die
an den 3 mit Pfei-
len markierten
Stellen Auftrei-
bungen aufwie-
sen. Die dicke

Endauftreibung
von 1 war innen
hohl, d.h. hatte
einen kleinen
zentralen  Zyto-
plasmaeinschlul};
4 ist eine kleine
langliche  Platte
(einige ads sind
braunlich darge-
stellt).

Abb. BALB15 Zwei verschiedene Ansichten einer Ribbonsynapse in einem Stabchenterminal ei-
ner um 22.00 getéteten BALB/c Maus mit 3 morphologisch unterschiedlichen SK (grin): ein
klumpiges SK (1) ohne Beziehung zur Zellmembran (rot), ein C-férmig gebogenes Band (2) und
eine gerade rechteckige Platte (3); Horizontalzellfortsatze blau, Bipolarzelldendrit violett, Zellkern
grau.
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3a24. Rekonstruktionen ektopischer synaptischer Kérperchen bei Maus und Ratte
Im Zuge einer Kooperation mit Dr. Spiwoks-Becker wurden erstmals auch ektopische synapti-

sche Korperchen (eSK) dreidimensional rekonstruiert (Spiwoks-Becker et al. 2007). Darunter
versteht man SK, die sich nicht an den Ublichen Lokalisationen, d.h. in Photorezeptorterminalen
oder in Bipolarzellaxonen der Retina finden. Bei Ratten fanden sich eSK nur ca. 30 Min. vor Be-
ginn der Dunkelphase unter verschiedenen Photoperioden (LD 4:20; LD 12:12; LD 20:4). Die fol-
genden Aussagen basieren auf meiner Analyse von 40 verschiedenen eSK auf genau orientiert
Ubereinandergelagerten und gréfRtenteils auch dreidimensional rekonstruierten Serienschnitten.

Ca. 2-5 % der Bipolarzelldendriten zeigten eSK im Bereich von knapp unterhalb ihres Eintritts in

Abb. Ekt1 Ektopische synaptische Kdérperchen (eSK) in der Rattenretina: a 2 eSK in zwei nahe
beieinander lokalisierten Kollateralen eines Stédbchenbipolarzelldendriten; b die zentrale Lage in
der Ribbonsynapse identifiziert den ein eSK-haltigen Zellfortsatz (gelb) eindeutig als Bipolarzell-
dendriten; ¢ zwei parallel zueinander gelegene eSK in einem gelb markierten Bipolarzelldendri-
ten, der auch 2 Mitochondrien (Mi) und eine Invagination (In) eines anderen Zellfortsatzes zeigt.

das Stabchenterminal (Abb. Ekt1b) bis weiter davor in der duReren plexiformen Schicht (Abb.
Ekt2a, b). Eine Verfolgung dieser Fortsatze bis zum Abgang aus dem Perikaryon war aufgrund
des weit nach lateral reichenden Verlaufs zwar unmoglich, aber da sich in ber 50 Prozent der
Falle die Endigung im Zentrum von Stabchenribbonsynapsen eindeutig erkennen lie (Abb.
Ekt1b) und sie in keinem Horizontalzellfortsatz erkennbar waren, ist sicher, dal® eSK ausschliel3-
lich in invaginierenden ON-Stabchenbipolarzelldendriten lokalisiert sind. Gelegentlich lagen meh-
rere eSK in Kollateralen desselben Fortsatzes (Abb. Ekt1a), aber im Gegensatz zu den Befunden
bei BALB/c Mausen, nie in dem in Stdbchenterminale invaginierten Bereich. Eine direkte Verbin-
dung, d.h. Verankerung von eSK an der Zellmembran, wie es fiur SK in Stdbchen, Zapfen und
meist auch in Bipolarzellaxonen typisch ist, war nie vorhanden. Allerdings fanden sich in Uber 20
Prozent der Falle tubulare Schlauche (Abb. Ekt2a), die von einer schmalen, der Zellmembran zu-
gewandten Seite eines SK bis an diese heranreichten bzw. aus ihr ahnlich einer sehr langen, teils
sogar verzweigten Caveole hervorgingen (Abb. Disk9, Ekt3; Animationen Ekt3.avi, Disk9.avi). Die
Grundform der eSK war die einer leicht gebogenen Platte, deren GréRe zwischen 100 x 50 bis zu

350 x 250 nm lag, durchschnittlich bei ca. 185 x 90 nm. Der Vesikelbesatz der eSK war etwas bis
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Abb. Ekt2 a Vermutlich aus konfluierten Vesikeln entstandene Tubuli (Pfeile) die an ein ektopi-
sches SK gebunden sind und rechts bis an die Zellmembran eines Bipolarzelldendriten heranrei-
chen; b Dieses sagittal getroffene eSK, welches auf den beiden Nachbarschnitten nicht mehr

angeschnitten war, zeigt, daf die kleine Organelle die Form einer rundlich begrenzten Platte hat.

deutlich geringer als der der SK in den benachbarten Stabchenterminalen. In einigen Fallen war
der Anschnitt der Profile senkrecht, wobei sich der fiir SK typische pentalamellare Aufbau erken-
nen lie} (z.B. Abb. Ekt1c) und die Dicke der Platten mit 35 nm vermessen wurde. Nur in wenigen
Fallen erschienen die Profile wenig breiter (bis 45 nm). In drei Fallen lagen 2 eSK in unmittelbarer
Nahe zueinander (< 500 nm entfernt) im selben Fortsatz, davon zweimal parallel zueinander
(Abb. Ekt1c). Von insgesamt 40 auf orientierten Serienschnitten verfolgten und zum Teil rekon-
struierten eSK waren 32 zentral im Fortsatz gelegen, 3 parazentral, eines verlief quer durch fast
den gesamten Fortsatzdurchmesser und nur eines war sehr dicht an der Membran lokalisiert. In 7
Fallen waren Mikrotubuli weniger als 50 nm von einem eSK entfernt. In 6 Fallen waren auffallig
grofRe Vesikel mit Durchmessern tber 200 nm mit einem eSK verknUpft und in 13 Fallen war ein
dinner tubuldrer Schlauch mit einem eSK verbunden, der wie vorangehend geschildert, in 6
Fallen eine caveolare Verbindung zur Zellmembran hatte. In 11 Fallen lie sich der eSK-haltige
Fortsatz ins invaginierte Zentrum einer Stabchenribbonsynapse verfolgen. In 11 weiteren Fallen
war nur ein lateraler Kontakt am Stabchenterminal vorhanden. In 10 Fallen war beides nachweis-
bar. Dreimal waren Kollateralen eines eSK-aufweisenden Dendriten zu 2 oder mehreren ver-

schiedenen Stabchenendkolben zu beobachten. Zweimal fand sich eine Invagination eines an-

deren Zellfortsatzes in einem eSR-haltigen Bipolarzelldendriten.

Abb. Ekt3 plattenférmiges eSK (griin) in einem Bipolarzelldendriten (orange) der Rattenretina,
der in das Zentrum einer Ribbonsynapse eines Stabchenterminals (rosa) eintritt. Neben 2 blau
markierten Horizontalzellfortsdtzen sind das SK des Stabchens (hellgrin) und verzeigte Tubuli
erkennbar (violett), die an einer Stelle direkt mit dem eSK verknlpft sind (Animation dieser
Rekonstruktion: Ekt3.avi).
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Abb. Ekt4 Stabchenterminal einer BALB/c Maus mit 2 ungefahr spiegelbildlichen e SK (grin), die
leicht gebogene C-formige Platten sind und sich in einem Stabchenbipolarzelldendriten (rot) be-
finden, der (unterhalb der gezeigten Schnittebene) in ein Stabchenterminal hineinzieht (Animation
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Abb. Ekt5 Stabchenterminal (St; BALB/c Maus) mit einem gro3en ektopischen SK (eSK1) wel-
ches sich im Bereich der Invagination der Ribbonsynapse zeigt. In diesem ungewohnlichen
Schnitt ist ferner ein Feld von Vesikeln zu erkennen, die zu kleinen Tubuli (Tu) konfluierten.
Aulerdem zeigt sich ein mit 3 parallel stehenden Profilen ektopischer SK (eSK2) ausgestatteter
invaginierter Dendrit einer Zapfenbipolarzelle, der schon im Bereich der Invagination in sein zu-
gehdriges Zapfenterminal (Za) angeschnitten ist.
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Bei BALB/c Mausen fanden sich bei seit Geburt 6 Wochen unter Dauerdunkelheit gehaltenen
Tieren auch eSK. Generell dhnelten sie in ihrer Form (gebogene Platten, selten 2 oder mehrere
in unmittelbarer Nachbarschaft zueinander, Abb. BALB5, Ekt4) denen der Ratte, waren ebenfalls

nie membranverankert und lagen Ublicherweise im zentralen Bereich von Bipolarzelldendriten. Im
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Abb. Ekt6 Stereobild der 3D-Rekonstruktion der in Abb. Ekt5 gezeigten Ribbonsynapsen. Links
Stabchenbipolarzelldendrit (rot) mit einem groflen eSK (dunkelgriin) im invaginierten Bereich,
rechts Zapfenterminal mit einem Zapfenbipolarzelldendriten (rosa), der 3 parallel zueinander ste-
hende plattenférmige eSK (hellgriin) im invaginierten Bereich enthalt (Animation dieser Rekon-
struktion: Ekt6.avi).

Gegensatz zu den Ratten Befunden waren einige eSK auch im invaginierten Bereich von Rib-
bonsynapsen zu finden (Abb. Ekt5, 6; Animation Ekt6.avi) und einige waren innen hohle klum-
penformige Organellen (Abb. Ekt7; Animationen Ekt7.avi & Ekt7a.avi). Ferner traten hier selten
sogar in Zapfenbipolarzelldendriten eSK mit bis zu 3 parallel stehenden Einzelplatten (Abb. Ekt5-
7) auf.
Abb. Ekt7 Klumpige
eSK: a mit offenen
Hohlraum im Inneren
(weilRer Pfeil) in einer
Zapfenbipolarzelle
(rot umrandet) am
Beginn der Invagina-
tion in ein Zapfen-
terminal (Zt) und in b
in  Stabchenbipolar-
zelldendriten. Die in-
neren Hohlraume
(schwarze Pfeile)
sind bei eSK1 ge-
schlossen und bei
eSK2 nach auflen
offen. Der Stabchen-
endkolben (S) in den
der zu eSK2 gehori-
ge Dendrit eintritt,
| um sich terminal zu
v B erweitern  (#), st
t_‘ﬁ e ebenfalls dargestellt

(Anmationen dieser Stereorekonstruktioen: Ekt7.avi & kt7a.avi)
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Synaptische Kdrperchen in den in der inneren plexiformen Schicht (IPS) lokalisierten Axonen von
Stabchen- bzw. Zapfenbipolarzellen wurden zum Vergleich mit den eSK der Dendriten solcher
Zellen bei unter LD 20:4 gehaltenen Ratten rekonstruiert. Zapfenbipolarzellaxone zeigen nur im
Bereich der oberen IPS einige wenige, sehr kleine stets plattenférmige SK, die ca. 150 x 80 x 35
nm grol3 und wenig oder gar nicht verbogen oder verdreht waren (Abb. IPS1, 8; Animation
IPS3.avi). Sie waren, wie auch die meisten SK von Stabchenbipolarzellen, an einer leistenférmi-
gen Plaque an der Zellmembran verankert. in Stdbchenbipolarzellen erschienen rekonstruierte
SK deutlich gréRer, teils verdreht oder gebogen oder auch bandférmig. Einige lagen zum Teil in
Feldern beieinander (Abb. 10; IPS2, 9; Animationen 10.avi, IPS2.avi), jedoch nicht so eng, wie
dies z.B. in der Meerschweinchenzirbeldrise der Fall war. Die Mehrzahl waren aber einzeln lie-
gende platten- bis bandférmige Organellen, deren Gré3e geringer war als die von SK in Photore-

zeptorterminalen.

LY L [ -

Abb. IPS1 Ca. 200 x 100 x 35 nm kleines plattenformiges SK (griin) eines Zapfenbipolarzella-
xons (rot) in der oberen IPS einer SD-Ratte, welches an einem leistenférmigen Plaque (blau) der
Zellmembran verankert ist (vgl. auch Abb. 8; (Animation dieser Rekonstruktion: IPS1.avi).

Abb. IPS2 Mehrere in einem Feld gelegene plattenformige SK (griin) mit zum Teil bizarren
Randern in einem Stabchenbipolarzellaxon der unteren IPS. Alle SK waren an der Zellmembran
verankert (nicht dargestellt; vgl. auch Abb. 10; und Animationen 10.avi & IPS2.avi).
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3a25. Rekonstruktionen synaptischer Kérperchen beim Menschen

Abb. Homo1 Stereoblld aus der aufseren pIeX|formen Sch|cht einer menschllchen Retina mit
rekonstruierten Terminalen der ersten Neuronen der Sehbahn. Wahrend die Stabchenterminale
mit ihren Ribbonsynapsen (lateral) vollstandig im Datensatz enthalten sind, ist nur ein Teil des
deutlich groReren Zapfenpedikels in der Mitte zu erkennen (Farbcodierungen siehe Abb. Homo3).
Interessanterweise sind alle im Zapfenpedikel enthaltenen Mitochondrien (gelb markiert) nur in
einem schmalen Bereich, rechts nahe dessen Auflenmembran lokalisiert (Animationen dieser
Rekonstruktion: Homo1.avi & 01.avi).

Abb. Homo2 Stereobild von rekonstrwerten Axonen (rétlich bis V|olett) von Stabchenblpolarzel-
len in der inneren plexiformen Schicht einer menschlichen Retina mit synaptischen Kérperchen
(grin), die zum Teil an einem grau dargestellten Membranplaque befestigt waren (Animation
dieser Rekonstruktion: Homo2.avi).

Untersucht wurden Ribbonsynapsen in der auferen (Abb. Homo1, 3-19; Animationen 01.avi,
Homo1.avi) und inneren plexiformen Schicht (Abb. Homo2, 20-24; Animation HomoZ2.avi) von
nicht zentralen Stiicken der Retina, die in zwei Fallen von Multiorganspendern stammten und in
einem Fall direkt nach der Enukleation eines Augapfels gewonnen wurden (siehe Material 2a:
Seite 15). In den ersten beiden Fallen waren die elektronendichten synaptischen Kérperchen
zwar noch erkennbar, aber die postsynaptischen Elemente und die Mitochondrien der Stabchen
und Zapfenterminalen wie auch der Bipolarzellfortsatze erschienen stark aufgebléht und zeigten
kaum noch Innenstrukturen, zudem fanden sich viele Locher im Gewebe, deshalb wurden die
hierbei gewonnenen Gewebsbldcke nicht flir Rekonstruktionen, sondern nur zum Vergleich ver-
wendet. Im Gegensatz dazu war die Gewebserhaltung des intraoperativ gewonnenen Materials
sehr gut. Die Rekonstruktionen erfolgten unter Verwendung der in Abb. Homo3 dargestellten

Farbcodierungen.
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Abb. Homo3 Schnitt durch die menschliche Retina im Bereich der oberen duf3eren plexiformen
Schicht mit einem Zapfenterminal (medial) und 2 Stabchenterminalen (lateral) mit den Farbcodie-
rungen der pra- und postsynaptischen Elemente, die in den Rekonstruktionen verwendet wurden:
Stabchen: = synaptische Koérperchen (SK); = arciform density (ad);

Horizontalzellfortsatze (ho); = Bipolarzelldendriten (bi);

Zapfen: I= SK; [l =ad;| =ho;| =bi.

3a251 Synaptische Korperchen in Stéabchen
In 6 rekonstruierten kompletten Stdbchenterminalen lagen SK im Bereich von Protrusionen der

prasynaptischen Zellmembran in die zwischen 2 Horizontalzellendauftreibungen entstehende

Rinne hinein. Die insgesamt 1-3 SK waren von der Grundform her bandférmig und folgten dem

Abb. Homo4 Darstellung der Komponenten der Ribbonsynapse eines Stabchenterminals mit 2
synaptischen Koérperchen (SK), die Uber ihre arciform densities (ad) an der prasynaptischen
Membran verankert sind, 3 verschiedenen, im Inneren gelegenen, verzweigten Bipolarzelldendri-
ten (bi) und 3 auRen angelagerten Horizontalzellfortsatzen (ho). Die Animation Homo4.avi zeigt
die Komponenten dieser Synapse noch deutlicher.
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Abb. Homo5 Original Serienschnitte durch ein komplettes Stabchenterminal mit Markierung der
Profile von SK, ad, der mehr zentral gelegenen Bipolarzelldendriten und eher auf3en lokalisierten
Horizontalzellfortsatze. An vielen Stellen lassen sich in den Synapsenkomplex reichende, kurze,
teils verzweigte, fingerférmige Fortsatze des Stabchens selbst erkennen (einige durch rote Pfeile
markiert; weille Pfeile verdeutlichen die Schnittfolge; Ubrige Farben s. Abb. Homo3; Animation
dieser Serienschnitte: Homo5.avi).

Verlauf der Membran Gber einige hundert Nanometer, da sie in ihrem mittleren Bereich an jeweils
einer eigenen bogenférmigen Verdichtung (arciform density; ad) an dieser verankert waren. Uber
feine Proteinarmchen waren meist einige hundert Neurotransmittervesikel am elektronendichten

Material der Organellen befestigt. Ahnliche feine Proteinbriicken sorgten auch fiir die Anbindung
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Abb. Homo6 Diese Ribbonsynapse eines Stabchens enthalt 2 synaptische Koérperchen (grin),
die beide C-artig gebogene Bander sind, 2 Horizontalzellfortsatze (violett) und 2 zentral gelegene
Bipolarzelldendriten (gelb), die an einer dinnen "Pore" in das Terminal (rot/grau markiert) eintre-
ten (Animation dieser Rekonstruktion: Homo6.avi).

der SK an die elektronendichten Plaques (ad) an der Zellmembran. Wie Abb. Homo4-10, Disk3
und die zugehdrigen Animationen zeigen, entstehen die Stdbchenribbonsynapsen durch meist
Uber 2,5 um tiefe Einstllpungen der postsynaptischen Elemente. Diese treten an einem diinnen
Hilus mit nur ca. 200 nm Durchmesser in das Stabchenterminal ein und verzweigen sich dann
unregelmafig. Hierbei kommen die 1-4 Bipolarzelldendriten im Zentrum der komplexen Synapse
zu liegen, wahrend sich die 1 bis 3 Horizontalzellfortsatze aufien herum anlagern (Abb. Homo4;
Animation Homo4.avi). Zusatzlich verknaulen sich kurze fingerformige Ausstulpungen der prasy-
naptischen Membran mit den invaginierten Elementen, wie die Serienschnitte in Abb. Homo5

bzw. Animation Homo5.avi zeigen. Die SK liegen stets aul3en und werden beidseits lateral von

Abb. Homo7 Stabchenterminal mit 2 SK, einem Horizontalzellfortsatz und 3 zentralen Bipolar-
zelldendriten (Animation dieser Rekonstruktion: Homo7.avi).
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Abb. Homo8 Eine Stabchenribbonsynapse mit einem sehr langen gebogenen C-férmigen
synaptischen Korperchen, welches zudem leicht verdreht ist. An der hier gezeigten Synapse sind
3 Horizontalzellfortsatze, aber nur 1 Bipolarzelldendrit beteiligt (Animation dieser Rekonstruktion:
5.avi & Homo8.avi).

Abb. Homo9 Bei dieser von "oben" betrachteten Ribbonsynapse erkennt man lateral eines gro-
Ren SK mit C-Verbiegung zwei terminal aufgetriebene Endigungen, die von ein- und demselben
Horizontalzellfortsatz stammen. Ein weiteres SK, welches in ahnlicher Weise praktisch in ein
Horizontalzellbutton eingesenkt ist, kann in dieser Ansicht nicht erkannt werden; ebenso verhalt
es sich mit den 3 zentralen Bipolarzelldendriten dieser Synapse, die auch in Abb. Disk3a dar-
gestellt ist (Animation dieser Rekonstruktion: Homo9.avi).

Abb. Homo10 In dieser Stabchensynapse finden sich neben 3 klrzeren, bandférmigen SK 3
(grin) dazwischen liegende Horizontalzellprozesse (violett) und 4 zentrale Bipolarzelldendriten
(gelb - orange), deren Verdinnung im Bereich des Hilus links gut erkennbar ist. Aul3erdem ist
hier die aktive Zone in Rot mit dargestellt. Rechts sind die 3 SK mit ihren ads (grau) und ihren
aktiven Zonen, die die Form von gebogenen Rinnen haben, in anderem Blickwinkel visualisiert.
(Animationen dieser Rekonstruktion: Homo10.avi&Homo10a.avi).

Horizontalzellfortsatzen umgeben. Letztere kénnen auch nur Kollateralen eines einzigen Horizon-
talzellfortsatzes sein, stammen aber meist von 2 unterschiedlichen Auslaufern solcher Zellen.

Etwas tiefer in der Synapse liegen die Terminalen der Bipolarzelldendriten ungefahr zentral
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unterhalb der ad und der sich berihrenden Horizontalzellendigungen. Hierbei gehdrten zu einem
SK nur eine oder zwei dieser Endigungen. Das SK mit den assoziierten, ebengenannten Nach-
barstrukturen und der in Fortsetzung der ad nach lateral oben reichenden aktiven Zone bildet
eine Ribbonsynapse, die funktionelle Grundeinheit eines Stabchenterminals. Menschliche Stab-
chenterminale zeigen meist 2, seltener eine und nur ausnahmsweise 3 solcher Grundeinheiten.
Die aktive Zone (Abb. Homo10, Animation Homo10.avi & Homo10a.avi; vgl. auch Abb. Disk 3c
und Animation Disk3c.avi) ist der funktionell wesentliche Bereich der Ribbonsynapse, da hier die
Exozytose der glutamathaltigen zuvor an die SK gebundenen Vesikel stattfindet. Die Abbildungen
Homo6-10, die zugehoérigen Animationen und Animation 01.avi zeigen die Pleomorphie der Rib-
bonsynapsen menschlicher Stabchen auf. Die Morphologie der rekonstruierten SK ist in Abbil-
dung Homo11 mit Standardprojektionen dargestellt. Meistens handelt es sich um B&nder
(ribbons), die nur in einigen Fallen starker verdreht oder gebogen sind. Allen gemeinsam sind

diekonstante Dicke von 35 nm und die damit verbundene Parallelitat der beiden groRen Haupt-

flachen. Aus den 3D Rekonstruktionen und den orientierten Darstellungen der SK 14t sich die

Abb. Homo11 Standardisierte Darstellung von 11 verschiedenen Stabchen SK. Die oben darge-
stellte sagittale Ansicht ist diejenige, bei der die maximale Oberflache zu erkennen ist, die in der
Mitte gezeigte transversale Ansicht ist der um 90 Grad verdrehte Blick von oben auf das SK und
die Darstellung unten die um 90 Grad seitlich verdrehte frontale Ansicht. Wahrend die meisten
SK langliche, wenig gekrimmte oder verdrehte Bander, also "echte ribbons" sind, erscheinen 6
und 7 als C- bis U-formige Objekte, wahrend 9 in etwa eine Boomerang Form hat und 5 eine rela-
tiv diinne Spitze mit sehr starker Abknickung in mehreren Ebenen aufweist. Die ungeglatteten
Oberflachen erhalten die GréReninformation, denn eine Stufe entspricht immer der Schnittdicke
von 50 nm. Bei 1-3 ist zusatzlich noch die zugehorige arciform density grau dargestellt.
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die Lange der ihnen zugehorigen aktiven Zonen bestimmen. Sie betragt flir Synapse 1 mit 1 SK
2,8 um; Synapse 2 mit2 SK 2,2 + 0,7 = 2,9 um; Synapse 3 mit2 SK 2,0 + 0,9 = 2,9 um; Synapse
4 mit 2 SK 1,0 + 1,8 = 2,8 um; Synapse 5 mit 2 SK 15, + 1,3 = 2,8 ym und Synapse 6 mit 3 SK

1,1+1,0+ 0,7 = 2,8 um. Damit betragt sie durchschnittlich 2,83 ym pro Terminal bei erstaunlich

geringer Abweichung. Sie verteilt sich aber auf 1 bis 3 SK-assoziierte Bereiche des Synapsen-

komplexes.

3a252 Synaptische Korperchen in Zapfen
Aufgrund der Tatsache, dal die im Datensatz vorhandenen Zapfenterminalen nicht parallel zu

ihrer Basis, sondern ungefahr senkrecht dazu angeschnitten waren, und der Durchmesser einer
Zapfenbasis ca. 8 ym (Ahnelt et al. 1990) betragt, war in den 55 Serienschnitten keiner der 3
rekonstruierten Zapfenpedikel komplett enthalten. Die Ansicht der Oberflache rekonstruierter Pe-
dikel (Abb. Homo12) verdeutlicht, dal} die darin Uber 1 ym einer Zapfenbasis vorhanden waren.
Wie in den Abbildungen Seite 0, Abb.7, Homo1,10,12 und zugehoérigen Animationen verdeutlicht,
finden sich in den zentralen Einsenkungen der 3 rekonstruierten Zapfenterminalen jeweils 12
verschiedene Ribbonsynapsen, die auch als Triaden bezeichnet werden, da sich hier Ublicher-
weise neben zwei seitlichen Horizontalzellfortsatzen nur ein zentraler Bipolarzelldendrit findet
(s. unten, Abb. Homo13; Animationen 01.avi, Homo13.avi; Homo13a.avi). Da die rekonstruierten
Gewebsblocke aber nur zwischen der Halfte bis zu einem Viertel eines kompletten Zapfen-
pedikels erfaldt haben, kann man die Gesamtzahl fir ein komplettes Terminal hochrechnen
(s. Diskussion 4a24: Seite 91). Bei verschiedenen Tierspezies lassen sich die Zapfentypen expe-

rimentell bestimmen und dann morphologisch sicher zuordnen, was beim Menschen nur fir die

Abb. Homo12 Nur im Zentrum der beiden hier stereorekonstruierten Zapfenterminalen finden
sich Ribbonsynapsen. Die Abbildungen zeigen auch eine seltsame Anhaufung aller Mitochond-
rien (gelb) in einem riesigen Konglomerat auf einer Seite im oberen und in 2 lateralen Bereichen
im unteren Terminal. AuBer den Mitochondrien finden sich unzahlige Neurotransmittervesikel im
Zytoplasma, von denen nur ein sehr geringer Teil an die synaptischen Kdrperchen (griin) gebun-
den ist. Das untere Bild zeigt auch einige diinne basolaterale Fortsatze des Zapfenterminals.
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Abb. Homo13 Drei typische Ribbonsynapsen von oberhalb von jeweils einer in einen Zapfenpe-
dikel invaginierten Triade. Die band- oder plattenférmigen an ads verankerten SK liegen oberhalb
eines massiv dilatierten Bipolarzelldendritenterminals und flankierenden, am Ende rundlich auf-
getriebenen Horizontalzellfortsatzen (Farben siehe Abb. Homo3; Animationen: Homo13.avi &
Homo13a.avi).

Abb Homo14 Darstellung von Fortsatzen von Zapfentermlnalen a Originalfoto eines Auslaufers
zu einem ahnlichen Fortsatz eines benachbarten Zapfenpedikels. Im Bereich des Kontakts (Pfei-
le) sind beidseits intrazellular feine Verdichtungen sichtbar (siehe Detail oben links). b An einem
anderen Zapfen bilden sich weiter oben im Terminalbereich zwei kleine diinnere Auslaufer, die,
wie auch in der zugehdrigen Stereorekonstruktionsabbildung ¢ erkennbar, ein benachbartes
Stabchenterminal basal in einiger Entfernung von Hilus kontaktieren (massive Pfeile). Der leere
Pfeil zeigt einen weiteren dieser Fortsatze auf, der zu einer andern Stabchenzelle aul3erhalb des
visualisierten Bereichs zieht (Animation dieser Rekonstruktion: Homo14.avi).
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kleineren und deutlich fortsatzarmeren Blauzapfen moglich ist. Anhand der hier vorliegenden rein
ultrastrukturellen Befunde kann nur festgestellt werden, dal die im Rahmen dieser Habilitation
untersuchten Pedikel von Rot- oder Griinzapfen stammen, die keine wirklich deutlichen morpho-
logischen Unterschiede zeigen (siehe Diskussion).

Im Bereich der Zapfenbasis zeigten die 3 rekonstruierten Exemplare mehrere, einige 3-10um
lange, nach basolateral reichende, ca. 150 nm durchmessende Fortsatze, die mit analogen Fort-
satzen benachbarter Zapfenterminale (siehe Abbildung Homo14a) in Kontakt traten. Ferner fan-
den sich bei 2 der Zapfenterminalen mehrere diinnere Zellfortsatze, die weiter oberhalb zu End-
kolben benachbarter Stabchenzellen zogen, um hier in 100 bis 500 nm Abstand zum Hilus basal
zu terminieren. Die Animation Homo14.avi sowie Abb. Homo14b, ¢ zeigen ein Beispiel fiir solche
lateralen Fortsatze. Im Bereich der lateralen Zapfen-Stabchen bzw. der basolateralen Zapfen-

Zapfen Verknupfungen waren einander gegentberliegende intrazellulare Verdichtungen erkenn-
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Abb. Homo15 Original Serienschnitte durch eine Triade eines Zapfenterminals mit farblicher
Markierung von SK, ad, der seitlich gelegenen Horizontalzellfortsatze und des zentralen Zapfen-
bipolarzelldendriten (Farben wie in Abb. Homo3). Die invaginierten Fortsatze sind alle terminal
dilatiert (Animation der Serienschnitte: Homo15.avi).
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bar. Die feinen Gap-junctions, die in solchen Kontaktbereichen nachgewiesen wurden (Cohen
1965; Baylor et al. 1971; Raviola & Gilula 1973; Tsukamoto et al. 1992; siehe Diskussion Seite
94) waren nur andeutungsweise bis gar nicht sichtbar.

Betrachtet man die Zapfenribbonsynapsen fiir sich, so laf3t sich folgender generelle Aufbau fest-
stellen: Die von der Grundform her bandartigen synaptischen Koérperchen sind stets an einer,
gelegentlich zwei (Abb. Homo16-2) verschiedenen, bogenférmigen Membranplaque (arciform
density; ad) Uber feine Proteinarmchen befestigt. Die Form der SK folgt dem Verlauf der Zell-
membran aufgrund dieser Befestigung Uber langere Abschnitte. Die SK werden seitlich nahezu
komplett von Horizontalzellfortsatzen flankiert, die nur in wenigen Fallen aus einem einzigen Fort-
satzursprung hervorgingen. Die aktiven Zonen erstrecken sich beidseits lateral der ad entlang der
Zellmembran und haben nur 50 - 150 nm Abstand zu den flachen Hauptoberflachen der SK, was
funktionell relevant ist. Die postsynaptischen Elemente sind die beiden ein SK flankierenden
Fortsatze von Horizontalzellen, die im Gegensatz zu den Stabchenhorizontalzellfortsatzen meist
von etwas seitlich her, aber ohne Verknauelungen relativ gerade in den Zapfen vordringen und
an ihren Ende in der Regel mehrere hundert Nanometer durchmessende rundliche Auftreibungen
zeigen (Abb. Homo13, 17). Der meist singulére Bipolarzellfortsatz dringt fast immer gerade bis
knapp unterhalb der Spitze der ad in den Zapfenpedikel vor. In vielen Bereichen verbleibt er un-
terhalb der BerUhrungsflache, welche die beiden Zapfenhorizontalzellendigungen miteinander
ausbilden, also ein Stlick unterhalb der ad und der Basis des SK. Im terminalen Bereich, ab der
Invaginationsstelle in einen Zapfen, sind die Dendriten der Zapfenbipolarzellen massiv verdickt
(Abb. Homo 13, 15). Die postsynaptischen Elemente sind ca. 1,5 um tief in das Zapfenterminal
invaginiert und nicht so bizarr umeinander geschlungen, wie es bei Stabchenterminalen der Fall
ist. An einigen Zapfenbipolarzellterminalen finden sich im Sinne konfluierender Synapsen 2 ver-

schiedene SK mit ihren zugehdrigen Horizontalzellfortsatzen (Abb. Homo 16-1, 17, Disk5; Anima-

tionen Homo16.avi, Homo17.avi, Disk5.avi). Diese erscheinen in den Rekonstruktionen oft

Abb. Homo16 Diese Rekonstruktion von Ribbonsynapsen eines menschlichen Zapfenterminals
zeigt 12 bandférmige synaptische Kérperchen und zwei gelegentlich auftretende besondere Be-
funde: Im Areal 1 liegen 2 SK praktisch hintereinander gereiht an ein und demselben Bipolarzell-
dendriten, haben aber verschiedene (eigene) Horizontalzellfortsatze. In der Region 2 erstreckt
sich ein langes, schwach gebogenes Band Uber 2 verschiedene Synapsen, wo es Beziehung zu
zwei verschiedenen Horizontalzellpaaren und 2 unterschiedlichen nachgeschalteten Bipolarzell-
dendriten hat (Farbcodierungen s. Abb. Homo3; Animation dieser Rekonstruktion: Homo16.avi).
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Abb. Homo17 Zwei in Reihe stehende SK, die zeinem terminal massiv aufetribenen ge-
meinsamen darunterliegenden Bipolarzelldendriten (gelb) gehéren und jeweils von 2 verschiede-
nen Horizontalzellfortsatzen (blau) flankiert sind (Animation dieser Rekonstruktion: Homo17.avi).
gerade hintereinander, stehen also praktisch in Reihe. In einem Fall fanden sich sogar drei
sol-cher aufgereihter SK. In vier Fallen erstreckten sich groRere bandférmige SK Uber zwei ver-
schiedene Synapsen (Abb. Homo16-2), wo sie jeweils Uber eine ad verankert waren. Zu diesen
SK gehdrten 4, in einem Fall sogar 5 verschiedene Horizontalzellfortsatze. In manchen Fallen
lagen SK so nahe beieinander, dald zwischen ihnen nur ein gemeinsamer Horizontalzellfortsatz
zu finden war (Abb. Homo 18).

Die meisten der rekonstruierten synaptischen Koérperchen in Zapfen (Abb. Homo 19a-c) waren
von der Grundform her Bander, einige kirzere Platten (Lange zu Breite kleiner 3:1). In der Mehr-
zahl der Falle waren sie nur leicht verkrimmt und kaum verdreht. Die C- bis zu boomerang-
formigen Organellen waren nicht so stark gebogen wie es bei Stabchen der Fall war (vgl. Abb.
Homo11). Durchschnittlich waren die hier erstmals beim Menschen rekonstruierten Zapfen-SK
kleiner und deutlich weniger in sich verdreht als SK von Stabchen.

Die Lange der aktiven Zonen rekonstruierter Zapfenribbonsynapsen ist aus der Tabelle Za
ersichtlich und betragt bei den komplett erfaldten Synapsen zwischen 0,5 und 1,1 um, durch-
schnittlich 0,75 + 0,15 pm.
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Abb. Homo18 Zwei in etwa parallel stehende SK sind prasynaptisch zu einem gemeinsamen Bi-
polarzelldendriten und schlieRen zwischen sich einen gemeinsamen Horizontalzellfortsatz (#) ein
(Farben siehe Abb. Homo3). Ferner sind einige nahe der Zellmembran im Zapfenterminal

gelegene Mitochondrienkonglomerate (Mi) und ein dinner seitlicher Zapfenfortsatz zur erkennen,
der zu einem Stabchenterminal flhrt.
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Abb. Homo19a-c Standardisierte Darstellung (vgl. Abb. Homo11) aller rekonstruierten SK in den
3 verschiedenen Zapfenpedikeln (a, b, ¢). Die band- bis plattenférmigen Organellen sind fast gar
nicht verdreht und nur zum Teil ein wenig gekrimmt (eine Stufe der ungeglatteten Oberflachen
entspricht der Schnittdicke von 50 nm). In den Abbildungen a und b sind die zugehdrigen
arciform densities grau dargestellt.
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Tabelle Za: Lange der aktiven Zonen rekonstruierter Zapfenribbonsynapsen (Angaben in pm)

Terminal | ermittelte Langen: Durchschnitt | Gesamtlange
1 07 | 09 | 07 | 055
11 ] 0,8 | 0,8 | 0,75 0,81 >9,70
(Abb.19a) M58 [ 0,95 | 0,9 | 0,75
2 0,8 | 0,65 | 0,75 | 0,75
09 | 065]| 05 | 06 0,67 >8,05
(Abb. 19b) "o 55 [ 0,75 | 0.65 | 0,5
3 07 | 0,65 | 0,75 | 0,65
045 | 05 | 1,0 | 06 0,62 >7.45
(Abb.19c) 04 | 0,7 | 0,55 | 05

Gesamtdurchschnitt: 0,70 ohne inkomplette SK: 0,745

Standardabweichung: 0,16 ohne inkomplette SK: 0,146

Gelb unterlegt: Hier sind die aktiven Zonen nicht komplett im Datensatz enthalten

* Das zugehorige SK war an 2 nicht zusammenhangenden Triaden beteiligt,
die beide eine 0,5 uym lange aktive Zone aufwiesen

Die Gesamtlangen sind Mindestwerte, da die Zapfenpedikel in den Datensatzen nicht komplett
erfal3t wurden

3a253 Synaptische Kérperchen in Bipolarzellen

Neben den ersten Neuronen der Sehbahn (Stabchen und Zapfen) enthalten auch die ihnen
nachgeschalteten Bipolarzellen synaptische Korperchen. Typischerweise findet man diese in
deren Axonen an Synapsen zu Ganglienzelldendriten, an denen in der Regel auch ein Fortsatz
einer amakrinen Zelle beteiligt ist, im Bereich der inneren plexiformen Schicht (Abb. Homo2, 20).
Die vorliegende Arbeit demonstriert erstmals synaptische Kérperchen in menschlichen Bipolar-
zelldendriten in der unteren dulleren plexiformen Schicht, die als ektopische SK zu bezeichnen
sind (Abb. Homo 21). Diese dreidimensional betrachtet kleinen Platten waren nicht an der Zell-
membran verankert und leicht gebogen.

Morphologisch konnten die Fortsatze der verschiedenen Bipolarzellarten nicht voneinander
unterschieden werden, da der in den Serienschnitten erfal’te Bereich hier fur zuverlassige Aus-
sagen nicht ausreichte und die Rekonstruktion der SK priméares Ziel der Untersuchung war. Nur
selten und lediglich im oberen Bereich der inneren plexiformen Schicht fanden sich wenige auf-
fallig kurze Profile SK in von Zapfenbipolarzellen, die dreidimensional zu sehr kleinen plattenfér-

migen SK gehdrten.

Abb. Homo20 Synaptische Kdrperchen (griin) in Axonen verschiedener Bipolarzellen (rot-violett)
im Bereich der inneren plexiformen Schicht der menschlichen Retina (Animation dieser Rekon-
struktion: Homo20.avi).
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< 94w : , ; 2 pm
Ab. Homo21 Im Berei der Auzweiun dDenriten dieser Zapfenbipolarzelle
das Profil eines ektopischen synaptischen Koérperchens (Pfeil), welches unten links heraus-
vergroRert ist.

Die Synapsen der Bipolarzellaxone sind flach bis auf eine kleine leistenartige zentrale Anhebung
in deren Mitte, an der entlang einer langlichen elektronendichten Membranplaque Uber feine Pro-
teinbricken stets nur ein einziges SK verankert ist. Dieses befindet sich im Bipolarzellaxoplasma
gegenlber den Zellgrenzen des zugehdrigen Fortsatzes einer amakrinen Zelle und eines nach-
geschalteten Ganglienzelldendriten (Abb. Homo 22; Animation Homo22.avi). Bei einigen SK a3t
sich der elektronendichte Membranplaque nicht sicher erkennen, in manchen Fallen ist er nur
Uber ein kurzes Stlick nachzuweisen. Auch in Bipolarzellaxonen bestehen SK aus zwei parallel
zueinander stehenden Hauptflachen, die einen Abstand von 35 nm zueinander haben und deren
Seiten sehr unregelmafig begrenzt sind. Die meisten der SK in Bipolarzellaxonen sind lange

schmale dinne Bander. Daneben treten auch sehr kleine, nur auf 2 oder 3 Schnitten erfallbare

Platten mit Dimensionen von etwa 250 x 150 x 35 nm auf (Abb. Homo23; Animationen

Abb. Homo22 Stereobild zweier bandférmiger SK (griin) einer Stabchenbipolarzelle (rot) im
Bereich der unteren inneren plexiformen Schicht der menschlichen Retina. Die SK liegen im
Bereich einer kleinen leistenformigen Ausstilpung der Zellmembran, eines ist hier Uber eine lang-
liche elektronendichte Membranplaque (grau) verankert. In Fortsetzung dazu finden sich die
Zellgrenzen zwischen den nachgeschalteten Ganglienzelldendriten (G) und einem Fortsatz einer
amakrinen Zelle (A; Animation dieser Rekonstruktion: Homo22.avi).
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Abb. Homo23 Dieses Stereobild der inneren plexiformen Schicht im Bereich nahe der Ganglien-
zellen zeigt verschiedene Formen rekonstruierter SK: neben langen, dinnen Bandern kommen
etwas groRere und recht kleine Platten vor (SK grin; Bipolarzellen rot bis violett; Animation
dieser Rekonstruktion: Homo23.avi).

Homo2.avi, Homo23.avi), wie sie in Stabchen oder Zapfenterminalen nie vorliegen. Ferner
kommen Zwischenformen vor (Abb. Homo23, 24). In dem untersuchten Material waren alle SK
zumindest in einem Originalanschnitt, meist aber auf mehreren Serienschnitten hintereinander an
der Zellmembran fixiert, d.h. es lagen keine freien SK vor. In manchen Abschnitten fanden sich
mehrere SK in Nachbarschaft, dabei betrug der Abstand zwischen den einzelnen Organellen

aber stets mindestens 500 nm, was bedeutet, dal} es keine echten Felder von SK gab. Auch
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Abb. Homo24 Die 14 hier in den Standardansichten (vgl. Abb. Homo 11) dargestellten synap-
tischen Kérperchen von Stabchenbipolarzellen sind bandférmig bzw. kleinere oder gréfliere Plat-
ten ohne besondere Verdrehungen oder Verbiegungen. Auffallig sind 4 besonders kleine Platten,
die nur in 2 - 4 Schnitten angetroffen wurden, da derart kleine plattenformige SK in Terminalen
der Photorezeptoren nicht vorkommen.
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waren hier sehr viel weniger Transmittervesikel in der Nachbarschaft der SK vorhanden als es in
den Terminalen der Stabchen oder Zapfen der Fall war. Der Abstand der SK zu den zugehdrigen

aktiven Zonen der Ribbonsynapsen war grofier als bei den Photorezeptorterminalen.

3b Quantitative Analysen

3b1 Pilotuntersuchungen
Im Zuge der Entwicklung einer Disektor Zahimethode fiir SK in Rattenpinealozyten wurden

folgende erste, bisher nicht publizierte Daten erhoben:
Bei um 17.00 getdteten, unter LD = 12:12 gehaltenen Kaninchen (Kontrolltier aus Martinez-
Soriano 1984 ) wurde eine Gesamtflache von 17.678 ym? ausgezahlt (ausgewertetes Gesamt-

volumen: 1.768 ym3):

Art der SK PZ | n/20.000pm? | DZ | n/1.000um?
plattenformig | 60 67,9 28 15,8
irregular 54 61,1 16 9,0
kugelig 58 65,6 36 20,4

PZ = Profilzahl von SK in der Gesamtflache

DZ = mit der Disektormethode ermittelte Zahl von SK im Gesamtvolumen

Unter LD = 12:12 gehaltene Meerschweinchen, die um 9.00 getotet wurden (Kontrolltier aus
Peschke et al. 1996) zeigten in der ausgezahlten Gesamtflache von 14.632 ym? (ausgewertetes

Gesamtvolumen: 1.463 pm3):

Art der SK PZ | n/20.000pm? | DZ | n/1.000pm?®
plattenférmig | 284 388,2 68 46,5
irregular 106 144,9 26 17,8
kugelig 96 131,2 48 32,8

Folgende Ergebnisse wurden von 8 Wochen unter Dauerlicht gehaltenen Meerschweinchen (aus

Larisch 1989) gewonnen:

Zahlmethode | Art der SK Tier1 | Tier 2 | Tier 3 | Tier 4 | Tier 5 Gesamt
Pz plattenférmig 96,9 | 292,3 | 173,0| 57,7 | 122,9 @:129,2
irregular 98,8| 70,6 | 62,9 18,3 | 36,9 @. 70,1
kugelig 184,1 | 312,5| 2924 | 123,2 | 307,3 ©:218,9
Gesamtflache (um?) 20.854 | 5.952 | 6.360 | 7.628 | 4.882 | 2: 45.676
DZ plattenformig 326| 470| 314 | 23,6 8,2 @: 30,2
irregular 24,9 16,8 9,4 10,5 12,3 9. 17,9
kugelig 73,8 | 1445 | 157,2| 70,8 | 192,5 2:106,8
Gesamtvolumen (um?) 2.085 | 595 636 763 488 2. 4.567

PZ = Profilzahl von SK umgerechnet auf die Standardflache von 20.000 pm?

DZ = mit der Disektormethode ermittelte SK-Zahl bezogen auf das Standardvolumen (1.000 pm?3)
@ = Durchschnitt aller Tiere unter Berucksichtigung der GroRen der jeweils ausgezahlten Areale
bzw. Volumina

Die funf unter Dauerlicht gehaltenen Meerschweinchen zeigten im Vergleich zum Tagtier nur
noch ein Drittel (33,3 %) an Profilen plattenférmiger synaptischer Kérperchen (SK), die Halfte
(48,3 %) an Profilen irregularer SK, aber fast doppelt (166,9 %) so viele Profile kugelférmiger SK.
Betrachtet man die Disektorwerte, so finden sich 64,9 % plattenférmiger SK, gleichviele irregulare
(100,7 %), aber ganz deutlich mehr kugelférmige (325,6 %).
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Es wurden deutliche Langenzunahmen und Formveranderungen der Profile von SK bei den
Dauerlichttieren beobachtet.

Wenn man den Faktor bestimmt, mit dem die Ergebnisse der mit dem Disektor bestimmten Werte
multipliziert werden mussen, um die Werte der Profilzahlungen zu erhalten, ergibt sich fir die
8 Wochen unter Dauerlicht gehaltenen Meerschweinchen folgende Tabelle:

Faktor | Art der SK Tier 1 | Tier 2 | Tier 3 | Tier 4 | Tier 5 | Gesamt | SFM
in plattenférmig 2,97 6,22 5,51 2,44 | 14,99 4,28 5,05
1/um | irregular 3,97 | 4,20| 6,69 1,74 3,00 3,91 1,83
kugelig 249 | 2,16 1,86 1,74 1,60 2,05 0,36
Gesamt = Durchschnitt aller Tiere unter Berlicksichtigung der Grofen der jeweils ausgezahlten
Areale bzw. Volumina; SFM = Standardfehler des Mittelwerts

Die Ergebnisse von PZ und DZ sowie die ermittelten Faktoren demonstrieren erhebliche
Schwankungsbreiten, insbesondere bei den Tieren, bei denen relativ geringe Gewebsvolumina

untersucht wurden (siehe Diskussion).

3b2 Entwicklung einer validen Zahimethode fiir seltene Ultrastrukturen

Im Vordergrund dieser Untersuchungen (Jastrow et al. 1996b; Jastrow et al. 1997b) stand die
Entwicklung einer Methode, die eine von Form und Grofie unabhangige Aussage lber die Hau-
figkeit synaptischer Kérperchen in einem Gewebsvolumen machen kann. Diese ist in Methoden
unter (2b5: Seite 21-23) beschrieben und wird in der Diskussion (4b3: Seite 112) kritisch betrach-
tet, deshalb werden hier nur die quantitativen Ergebnisse dargestellt.

Eine um 12.00 getétete, zwei Monate alte Ratte, die unter LD = 12:12 gehalten wurde, zeigte in
den entlang der Schnittkanten untersuchten Arealen von insgesamt 65.630 um? 79 stabférmige,
9 irregular begrenzte und 2 rundliche Profile synaptischer Kérperchen pro 20.000 um?2. Die Profile
waren sehr uneinheitlich im Gewebe verteilt, lagen teils einzeln, teils in Paaren und selten in
Feldern beieinander. Die Disektorzahlung, welche in einem Gewebsvolumen von 3.281,5 ym?
(65.630 um? x Schnittdicke von 50 nm) erfolgte, erbrachte Werte von 25 band- bis platten-
férmigen-, 6 irregular begrenzten-, klumpigen und 2 kugelformigen SK. Die Relationen der ver-
schieden dreidimensionalen Organellenformen zu ihren Profilen waren stark von der Morphologie
abhangig. Sie betrugen: Kugeln zu runde Profile = 1 zu 1; irregulare, klumpige SK zu irregularen

Profilen = 1 zu 1,5 bzw. platten- bis bandférmige SK zu stabférmigen Profilen = 1 zu 3,16.

3b3 Analyse von SK in der Rattenzirbeldriise unter extremen Photoperioden (Jastrow &
Racke 2007)

Allgemeine Beobachtungen

Die Ultrastruktur der untersuchten Rattenzirbeldriisen zeigte keine wesentlichen Unterschiede zu
den in der Literatur beschriebenen Verhaltnissen (Wolfe 1965; Karasek 1981; Vollrath 1981; Cal-
vo & Boya 1984; Nowicki et al. 2002). Synaptische Kérperchen fanden sich in Uber 70 Prozent
der Falle in kurzem Abstand zur Zellmembran (<100 nm), wo sie haufig Uber feines elektronen-
dichtes Material an leistenférmigen Membranplaques verankert waren. Die im Rahmen dieser

Arbeit erstmals dreidimensional rekonstruierten Organellen waren lange, leicht gebogene,
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Abb. Rat1 Feld synaptischer Kdrperchen eines Rattenpinealozyten mit langen band- und platten-
formigen Organellen, die leicht verbogen und gedreht sind (Animationen dieser Rekonstruktion:
2.avi & Rat1.avi).

gelegentlich zusatzlich schwach verdrehte Bander oder Platten (Abb. Rat1, 2, Animationen 2.avi,
Rat1.avi, Rat2.avi, Rat2a.avi). Uber 90 Prozent der insgesamt 2.828 untersuchten Profile waren
stabformig und lie3en sich im Falle weiterer Verfolgung nur auf 2 - 4 Nachbarschnitten wiederfin-
den. Sie hatten bei der Rekonstruktion plattenférmige Organellen ergeben.

Unter den extremen Lichtbedingungen der Studie (20 Stunden Licht bzw. Dunkelheit) wurden nur
4 kleine irregulare Profile und keine rundlichen gefunden. Bei direkt senkrechten Anschnitten war
der typische pentalamellare Aufbau der SK zu erkennen (Abb. Rat2; Animation Rat2.avi). Hier
wurde die genaue Dicke der SK von 35 nm gemessen. In allen ausgewerteten Schnittserien
waren SK sehr inhomogen im Gewebe verteilt: teils lagen sie in Gruppen von bis zu 10 Profilen in
wenigen Quadratmikrometern eng beieinander, teils zeigten Areale von Uber 2.000 ym? kein ein-
ziges Profil. Einige Tiere hatten besonders viele Felder, andere nicht, wobei keine klare Be-
ziehung zu den unterschiedlichen Versuchsbedingungen erkennbar war. Die Ergebnisse der
Quantifizierung von SK (Disektor Zahlergebnisse; DZ) und ihren Profilen (Einzelschnittprofil-
zahungen; PZ) sind in Tabelle Rat 1 wiedergegeben:

Tabelle Rat1: Zahlergebnisse als Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts

Gruppen & Bedingungen Zahl der SK Profilzahl Lange in nm
L4D 20

1:10D,d.h.t+4L 9,34 + 1,85 32,32+ 6,23 187,11 £ 38,29
2:14D 11,34 £ 7,83 42,48 + 23,65 206,41 + 30,46
3:113D 11,28 + 3,19 37,20+ 7,20 199,56 + 16,30
|Zusammenfassung von 1-3 10,65 + 4,79 37,37 + 14,47 197,69 + 29,15 |
L20D 4

4:10D,dh.t20L 11,30 £ 6,22 51,74 + 25,35 237,31 + 53,67
5:14D 13,20 + 3,81 47,78 + 18,82 207,89 + 39,64
6:t9L" 18,88 £ 6,51 71,08 + 22,79 231,34 £ 45,10

|Zusammenfassung von 4-6 14,46 + 6,25 56,87 + 23,57 225,52 + 45,59 |

L = Stunden unter Licht; D = Stunden in Dunkelheit; + = getétet nach ...;

Zahl der SK = Disektorzahlergebnis bezogen auf das Standardvolumen von 1.000 um?;

Profilzahl = Zahl der Profile von SK bezogen auf die Standardflache von 20.000 ym?;

* Totung dieses Tieres 13 Stunden nach Beginn der Dunkelphase, da diese jedoch nur
4 Stunden dauerte, entspricht dies 9 Stunden nach Licht an.

Von allen Ergebnissen waren nur wenige statistisch signifikant unterschiedlich: Gruppe 6 zu 1
(P = 0,002 bei PZ; P = 0,006 bei DZ) sowie 6 zu 3 (P = 0,006 bei PZ; P = 0,028 bei DZ). Gruppe
1 hatte gerade signifikant (P = 0,050) weniger SK als Gruppe 5 bei DZ, wobei die PZ mit
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die so gedreht wurde, dal} die pentalamellare Struktur des unteren SK erkennbar ist (links) bzw.
Stereovisualisation derselben Organellen (rechts). Die SK (grin) sind an elektronendichten
Plaques (blau) an den Zellmembranen (braun) verankert (Animationen dieser Rekonstruktionen:
Rat2.avi & Rat2a.avi).

P = 0,085 insignifikant war. Bei der Zusammenfassung aller Gruppen unter denselben Licht-
bedingungen ohne Bericksichtigung des Toétungszeitpunktes waren unter LD 20:4 Bedingungen
signifikant mehr Profile vorhanden (P = 0,023 [Anova]; P = 0,005 [Fisher LSD Methode]). Jedoch
belegte der Tukey Test, dald diese Unterschiede nur durch die sehr deutlichen Unterschiede
zwischen den Gruppen 6 und 2 bedingt waren. Die DZ waren nicht signifikant unterschiedlich
(P = 0,065 [Anova]).

Die Lange vermessener Profile von SK (Tabelle Rat1) zeigte insgesamt keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede (P = 0,237; Kruskal-Wallis) fur die durchschnittlichen Langen. Der T-Test
demonstrierte eine signifikante (P = 0,036) Langenzunahme fir LD = 20:4 gegeniber 4:20
Bedingungen, wenn alle Gruppen zusammengefalt wurden (1-3 zu 4-6). Unter Berlcksichtigung
aller Einzelwerte nimmt die Lange der Profile unter LD 20:4 Bedingungen mit P <0,001 deutlich
signifikant zu. Ferner war eine signifikante nachtliche Abnahme unter LD = 20:4 (P < 0,007;
Gruppe 4 zu 5) erkennbar. Wenn Tiere 4 Stunden nach Beginn der Lichtphase getdtet wurden,
waren die Profile von SK unter LD = 20:4 signifikant langer als unter 4:20 Bedingungen
(P =0,047; Gruppe 2 zu 5). Sie waren signifikant langer nach der langsten Licht- im Vergleich zur
langsten Dunkelperiode (P <0,001; Gruppe 3 zu 4) auch am Ende der Lichtphase wenn
LD =4:20 und 20:4 verglichen werden (P <0,001; Gruppe 1 zu 4).

Wirde man einen Faktor bestimmen, indem man bei einem Tier einer Gruppe ermittelte PZ und
DZ durcheinander teilte und diesen auf die PZ der Gbrigen Tiere anwendete, so kdnnte man sich
zeitaufwandige DZ fir diese Tiere sparen, wirde aber einen Fehler von einer 67,4 %-igen Unter-
bis zu einer 159,9 %-igen Uberschatzung machen. Dies wurde durch Errechnung aller méglichen
Kombinationen fir alle Gruppen und anschlieRendem Vergleich der Abweichungen zu den
tatsachlich durchgefihrten DZ gefunden. Die Standardabweichung der einzelnen Gruppen reicht
von 9,98 bis zu 48,9 Prozent des echten DZ. Wirde man bei solchen Vorgehen zusatzlich die
ermittelten durchschnittlichen Profillangen einbeziehen und den Faktor (= DZ mal Lange dividiert
durch PZ) in analoger Weise auf die Werte anwenden, betrige die Fehlschatzung -60,4 bis
+139,6 Prozent und die Standardabweichung lage immer noch bei 14,6 bis 35,5 Prozent fir die

einzelnen Versuchsgruppen.
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4 Diskussion

4a Morphologie synaptischer Kérperchen

Synaptische Koérperchen kénnen eine Reihe verschiedener dreidimensionaler Erscheinungsfor-
men haben. Publiziert wurden bisher nur einige Abbildungen rekonstruierter Organellen (siehe
Einleitung). Im Folgenden werden nach der Lokalisation geordnet die eigenen und von anderen
Autoren erhobenen morphologischen Befunde verglichen und diskutiert.

4a1 Zirbeldriise (Glandula pinealis)

1 Ratte
Die Untersuchung von Serienschnitten der Rattenzirbeldriise (Jastrow et al. 1997a) konnte auch

schon ohne tatsachliche 3D Rekonstruktion wesentliche Befunde bezlglich der Morphologie von
SK erheben und bestatigt Resultate von King & Dougherty (1982a) und McNulty & Fox (1992),
die auf Grundlage sagittal angeschnittener SK eine plattenférmige Grundstruktur flr die meisten
SK postulierten. Rundliche, auf klumpen- oder kugelférmige SK hindeutende Profile waren prak-
tisch nicht vorhanden. Die ermittelten Hohe zu Breite Relationen von 1:1 bis 1:5 erinnern auch an
die fur Goldfischzirbeldriisen ermittelten Werte von 2:5 bis 4:5 (McNulty 1980). Die band-, plat-
ten- bis scheibenférmige Grundform von SK scheint nicht fur alle Spezies zu gelten. So zeigten
Goniometer-untersuchungen dicker Schnitte wenig Veranderungen stabférmiger Profile, weshalb
Theron et al. (1981) beim Affen die Existenz auch echter stabférmiger SK postulierten. Diese soll
nur bei einzeln liegenden SK vorkommen, wahrend in Feldern ovale Platten zu finden sind. Sogar
die Existenz von Léchern in plattenformigen SK und ihre unregelmafRiige Begrenzung nach seit-
lich lield sich mit der einfachen Methode nachweisen. Die, wie die spatere Untersuchung (Jastrow
& Racke 2007) zeigte, zusatzlich vorhandenen Verdrehungen und Biegungen der Organellen
lieRen sich damit jedoch nicht erfassen.

Die ermittelten Oberflachen von SK sind aufgrund der angewandten Methode zwar nicht ganz
exakt, da die vor dem ersten und nach dem letzten Profil fehlenden Flachen und die seitlichen
nicht objektiv erfalt und die Drehungen nicht beriicksichtigt werden, aber durchaus geeignet, um
Vergleiche und hinreichend aussagekraftige Ergebnisse zu liefern. Eine genaue Bestimmung der
Oberflache von SK wirde aufierst aufwendige tomographische Rekonstruktionen einer hinrei-
chenden Zahl von SK erfordern, wobei der Aufwand in keinem sinnvollen Verhaltnis zum Ergeb-
nis stunde. Die gefundene Oberflachen- und Volumenzunahme von SK um 19,3 % um Mitter-
nacht kann ca. ein Drittel der Zunahme von SK Profilen bei Zahlungen in definierten Arealen her-
vorrufen. Daher sollte an Stelle dieser seit Jahrzehnten etablierten Methode zur Quantifizierung
von SK (Profilzahlungen in definierten Arealen; Review: McNulty & Fox 1992) eine Struktur-
gréRen unabhangige gewahlt werden, wie sie in Jastrow et al. (1997b) vorgeschlagen wurde. Die
GroéRenzunahme erfolgt hochstwahrscheinlich Gber ein Anlagern von SK-Material seitlich an die
unregelmaligen Rander der Platten, die aus globuldren Untereinheiten bestehen (Usukura &
Yamada 1987; Diskussion 4d: Seite 121). Die Bestimmung der Oberflache der 35 nm dicken SK

an die die glutamathaltigen Neurotransmittervesikel gebunden werden ist von funktioneller Rele-
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vanz, weil hier die festgehaltenen Vesikel auf die Ausschleusung vorbereitet (vesicle priming;
Prescott & Zenisek 2005) und in der Nahe der Membran gehalten werden, an der die meisten SK
befestigt sind. GroRere Oberflache kénnte langere "Ruhezeiten" flir die Vesikel bedeuten, in
denen sie hohere Konzentrationen von Transmitter bzw. von den elektronendichten Arealen ge-
lieferte Substanzen aufnehmen konnten (Osborn & Thornhill 1972; zu Funktionen von SK siehe
Diskussion 4e: Seite 124). Die 27,6 prozentige Zunahme der Lange von SK Profilen um Mitter-
nacht korreliert gut mit den ebenfalls an SD-Ratten erhobenen Befunden von Riemann (1990;
31 %) und Spiwoks-Becker (1995; 20,7 %). Beim chinesischen Hamster Phodopus sungorus
(Matsushima et al. 1983) fanden sich mit 66 % und beim Goldfisch mit 73 % sogar noch deutli-
chere Langenzunahmen von SK Profilen (bezuglich der Interpretation solcher Ld&ngenmessungen
siehe Diskussion 4b2 Seite 108).

Im Rahmen verschiedener Untersuchungen (Jastrow et al. 1996b, 1997a, f; Hainz et al. 1997)
wurden in der Rattenzirbeldriise synaptische Kérperchen (bevorzugt in Feldern liegende) zu ver-
schiedenen Zeitpunkten des Hell-Dunkel Zyklus rekonstruiert, um Aussagen Uber deren Morpho-
logie machen zu kdnnen. Hierbei und bei der Auswertung von Profilen auf Serienschnitten (Ja-
strow et al. 1997a) wurden abgesehen von einer unter langer dauernder Dunkelheit beobachte-
ten Grolenzunahme der Organellen keine relevanten Unterschiede gefunden. Bei der Ratte la-
gen die SK seltener so ordentlich parallel zueinander angeordnet, waren in Feldern weniger zahl-
reich und auch nicht ganz so grol3, was durch ihre geringere Breite bedingt ist, wie dies in der
Zirbeldrise von Meerschweinchen (Luo et al. 1990; Jastrow et al. 2004) oder Rhesusaffen
(McNulty et al. 1986) der Fall war. Von der Grundform her waren sie leicht gebogene Platten oder
Bander, deren durchschnittliche Gréflte bei 300x150x35 nm liegt (Jastrow et al. 1997b). Die bei-
den in einem Abstand von 35 nm parallel zueinander stehenden Hauptoberflachen zeigten in der
Rattenzirbeldriise weder um 12.00 noch um 24.00 Verdickungen oder Vorwélbungen (Jastrow et
al. 1997b), auch nicht bei den extremen Lichtbedingungen, unter denen die Tiere in Jastrow &
Racke (2007) gehalten wurden. Die meisten SK lagen nahe der Zellmembran und waren Uber
eine Lange von 50 - 150 nm Uber feines elektronendichtes Material mit elektronendichten, direkt
an der Zellmembran lokalisierten Plaques verbunden (Abb. Rat2). Diese Plaques sind den rin-
nenformigen Verdichtungen (arciform densities; Ladman 1958) retinaler Ribbonsynapsen analog,
erschienen aber in Pinealozyten aller untersuchten Spezies dreidimensional als kurze bandférmi-
ge Strukturen. Vermutlich kontrolliert hier auch das Protein Bassoon die Anlagerung der SK an
das Plasmalemm, wie dies fur die Netzhaut gezeigt wurde (Dick et al. 2001, 2003).
Untersuchungen an in vitro gehaltenen Rattenpinealozyten (Karasek & Vollrath 1982; Vollrath et
al. 1985; McNulty et al. 1989) zeigten neben Uberwiegend stabférmigen auch einige runde Profile
von SK, die auf kugelférmige Organellen hindeuten. Sehr wenige solcher Profile wurden auch bei
dem um 12.00 getéteten, unter LD = 12:12 gehaltenen Tagtier gefunden (Jastrow et al. 1997b)
und von Spiwoks-Becker (1995) in geringer Zahl bei anderen Tagtieren angetroffen. Im Gegen-
satz dazu wurden bei der Disektor Studie unter extremen Lichtbedingungen (Jastrow & Racke

2007) tberhaupt keine tatsachlich runden SK Profile entdeckt. Dies mag an diesen Bedingungen
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oder den anders gewahlten Totungszeitpunkten liegen und palt auch dazu, dal keine Auftrei-
bungen an SK vorlagen, die auf Abgabe bzw. Andocken von Material hindeuten. Veranderungen
dieser Art wurden in Verbindung mit runden Profilen von Spiwoks-Becker (1995) am haufigsten
unter experimentellen Organkulturbedingungen gefunden. Im Gegensatz dazu fanden sich in der
Meerschweinchenzirbeldriise schon unter normalen (LD = 12:12) Bedingungen bei um 12.00
bzw. 24.00 sowie unter Dauerdunkelheit getdteten Tieren eine Reihe runder, aber auch klumpi-
ger Strukturen, die auf Auf- bzw. Abbauvorgange von SK hinweisen (Jastrow et al. 1997¢c, 2004).
Irregulare, klumpige und ringférmige Profile von SK wurden auch bei unter mehrtagiger Dauer-
dunkelheit gehaltenen chinesischen Hamstern deutlich haufiger als unter LD = 12:12 Bedingun-

gen gefunden (Sakai et al. 1986).

2 Meerschweinchen: Entstehung kugeliger, klumpiger und bizarrer SK durch Dauerlicht
Die Untersuchung des Einflusses von Dauerlicht auf Pinealozyten des Meerschweinchens war

auf die dreidimensionale Form ganzer synaptischer Kérperchen fokussiert. Daten beziglich der
Morphologie, Ultrastruktur und quantitative Untersuchungen unter verschiedenen Versuchsbe-
dingungen wurden bis dato nur an Profilen von SK erhoben (Banks et al. 1985; Jung & Vollrath
1982; Huang & Taugner 1984; Khaledpour & Vollrath 1987; Lues 1971; McNeill & Whitehead
1979; Schneider et al. 1981; Vollrath 1973, 1975, 1981, 1986; Vollrath & Huss 1973; Vollrath &
Howe 1976; Vollrath et al. 1983). Im Vergleich zu den geraden in etwa rechteckigen Platten, die
McNulty et al. (1986) aus Rhesusaffenpinealozyten rekonstruierten, zeigten die in der vorliegen-
den Arbeit unter Normalbedingungen (LD 12:12) gefundenen SK bizarre Rander und Abknickun-
gen, womit sie zum Teil eher den halbmondférmigen von Robertson & Dickson (1987) visualisier-
ten Organellen in der Hihnchenzirbeldriise glichen. Gebogene Platten sind auch fir die Retina
typisch, treten hier aber praktisch nie in Feldern auf (Rao-Mirotznik 1995; Spiwoks-Becker 1995;
Spiwoks-Becker et al. 2004). Leicht verdrehte plattenférmige SK wurden von Sobkowicz et al.
(1982, 1986) auch bei rekonstruierten Ribbonsynapsen des Corti-Organs der Maus gefunden.
Dort fanden die Autoren auch klumpige SK, die denen in Jastrow et al. (2004) erstmals in der
Zirbeldrise rekonstruierten ahnelten. Wahrend in der Meerschweinchenzirbeldrise nur relativ
wenige kleinere kugelige SK vorlagen, sind kugelformige SKs mit Durchmessern von uber
100 nm eher typisch flr Sinneszellen des Corti-Organs (Liberman et al. 1990), des Labyrinths
(Lenzi et al. 1999, 2002, Goldberg et al. 1990; Review: Moser et al. 2006), des Seitenlinienor-
gans (Sato & Kawakami 1976) und fir elektrische Organe (Fields & Ellisman 1985; Fields et al.
1987). Bei den kugelférmigen SK konnte es sich einerseits um Vorlaufer von SK handeln, die
sich schneller und daher nicht so regular polymerisiert aus den an SK beteiligten Proteinen durch
Aggregation entwickelt haben (Jastrow et al. 2004), oder um Stadien des Abbaus plattenférmiger
SK wie Schmitz und Drenckhahn (1993) postulierten. Ovoide oder kugelige SK bieten bei einer
relativ geringen Oberflache nur wenigen Vesikeln die Méglichkeit zur Bindung und kénnten da-
her, insbesondere, wenn sie grof} sind, eine geeignete Speicherform von SK Material darstellen
(Spiwoks-Becker et al. 2004). Wenn dieses bendtigt wird, kdnnen sich hieraus wieder Platten

formieren, die bei relativ geringer SK Substanz eine maximal groRe Bindungsoberflache zeigen.
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Umgekehrt kdnnen, wenn solche Bindung nicht notwendig ist, durch Abschnirung von Material
wieder Kugeln entstehen. Wie von Adly et al. (1999) und Spiwoks-Becker et al. (2004) in der Re-
tina gezeigt, treten diese Veranderungen schon nach nur wenigen Minuten dauernder Licht- bzw.

Dunkelexposition auf.

Méoglicherweise werden Proteine, die flir die regulare Polymerisation der zum Groliteil aus
RIBEYE bestehenden SK (siehe Diskussion 4d: Seite 121) benétigt werden, unter Dauerlichtbe-
dingungen nicht in ausreichender Menge synthetisiert. Die klumpigen, membranfernen, kleineren
SK kénnten Uberreste von desorganisierten ehemaligen Platten sein, die dann an die groRen
membranverankerten SK andocken und mit diesen verschmelzen. Das wirde auch die beachtli-
che Volumenzunahme der groflen SK erklaren kénnen. Durch das Verschmelzen von mehreren
Platten kénnte auch erklart werden, weshalb die Zahl an SK in Feldern unter Dauerlicht deutlich
geringer ist als unter Normalbedingungen und wie es zu Zytoplasmaeinschlissen in breiten,
dicken SK kommt (Abb. MS5, Disk 1): verknupfen sich mehrere eng beieinander liegende Platten
an ihren Randern, ohne sich mit ihren grof3en flachen Oberflachen direkt parallel aneinander zu
lagern, wird das dazwischenliegende Zytoplasma eingeschlossen. Aus der Tatsache, daf} solche
Einschliisse mdglich sind, 1alt sich folgern, dal das Ribbonmaterial eine stabile, selbst fir Flis-
sigkeiten undurchlassige Struktur ist. Die Aggregation von RIBEYE Makromolekiilen ist folglich in
gewisser Weise organisiert und unflexibel. Wiirden sich die Proteine wie Oltropfen miteinander
nicht nur verbinden, sondern dabei auch vermischen kénnen, so wirde alles nicht dazugehorige
Material herausgedrangt und ein homogenes Ganzes entstehen. Auch die Formierung der recht-
eckigen Struktur (Abb. MS4) ware gut durch eine Aneinanderlagerung mehrerer Platten zu erkla-
ren (Jastrow et al. 2004). Unter normalen Bedingungen zeigen SK eine typische pentalamellare
Struktur (Abb. Disk 8), die bei den bizarren SK der Dauerlichttiere nur noch in wenigen kleinen
Bereichen erhalten war. In den angrenzenden verdickten Bereichen, in denen auch starke
Krimmungen von bis zu 90° auftreten, ist die molekulare Organisation der SK verandert, eventu-

ell sind hier, wie oben vermutet, auch noch unbekannte, fur die fiur die reguldre Polymerisation

von SK relevante Protelne nlcht ausrelchend vorhanden

s
B

Abb. Dlsk1 Sehr wahrscheinlich entstehen grolRe SK mit Zytoplasmaelnschlussen durch An-
einanderlagerung einzelner plattenformiger SK. Bei der Aggregation und der anschlielenden
Verschmelzung der am Ende der Pfeile gezeigten SK verbleibt in deren Mitte Zytoplasma,
wodurch das rechts gezeigte Profil erklarbar ist.
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Regular aufgebaute Platten mit einen glatten Oberflache erméglichen den schnellstmdglichen, da
direkten Transport von Vesikeln zur Zellmembran (Jastrow et al. 1997¢), zumal die an den mem-
branabgewandten Seiten der U- oder V-férmigen SK gebundenen Vesikel die Zellmembran nur
erreichen konnten, wenn sie auf die Gegenseite hintberwanderten. Eine Verlagerung von Vesi-
keln entlang der SK im Sinne der von (Bunt 1971) zuerst postulierten Forderbandhypothese wird
bei solchen U- bzw. V-férmigen Organellen daufRerst unwahrscheinlich, mifte doch von der zent-
ralen Vertiefung Uber den Rand der SK hinweg ein sinnvoll gerichteter Vesikeltransport zur Ge-
genseite erfolgen. Plausibler ist, insbesondere fir die unter Dauerlicht gefundenen stark veran-
derten SK, eine Funktion als Vesikelspeicher. In Analogie zur Retina, bei der gezeigt wurde, dal}
die Feuerrate unter Lichtbedingungen reduziert ist (Juusola et al. 1996, Wagner 1997), ist davon
auszugehen, dal} Pinealozyten bei unter Dauerlicht gehaltenen Tieren ebenfalls weniger aktiv
sind. Dies IaBt sich auch daraus folgern, dafd Lichtstimulation zu einem Abfall der Pinealozyte-
naktivitat fuhrt (Taylor & Wilson 1970; Reuss 1987).

Dauerlicht flihrt zu erheblichem physiologischem Stress (Cruz et al. 2003) und verandert auch die
Morphologie von Pinealozyten (Kus et al. 2004), und wie von Vollrath & Huss (1973), Vollrath
(1986) sowie hier gezeigt, massiven Veranderungen von SK. Die Tatsache, dal} die gepaarten
Felder von SK nur unter Dauerlicht auftraten, hat sicherlich einen physiologischen Grund. Vollrath
& Huss (1973) sahen darin eine bidirektionale Kommunikationsverbindung von Zirbeldrisen-
parenchymzellen. Aul3er einer lokalen Stimulation, auf die eine schnellstmégliche Reaktion prak-
tisch von derselben Stelle aus durch das gegenuberliegende gepaarte Feld erfolgen kann, ist es
auch mdglich, dal} gepaarte Felder entstehen, weil so der Verlust des bei der Reizlibertragung
freigesetzten Glutamats (Redecker & Veh 1994) minimiert werden kann. So kénnte Glutamat auf
beiden Seiten des Interzellularraums durch Endozytose bzw. hier auch vermutlich vorhandene
Glutamattransporter gleich am Ort der Freisetzung wieder eingefangen werden. Dies kdnnte flr
Zirbeldrisenparenchymzellen wichtig sein, da sie nicht, wie etwa Photorezeptorterminalen der
Retina, Uber riesige Mengen freier Transmittervesikel verfugen (Jastrow et al. 2004). In Zapfen-
und Stabchenterminalen wurde ein solches Recycling durch den Nachweis des exzitatorischen

Aminosauretransporters EAATS bereits belegt (Wersinger et al. 2006).

In der Retina von Mausen fihrt Dauerlicht zu einer starken Zunahme von kugelférmigen SK und
keulenférmigen Profilen, die auf lokale Verdickungen von SK hindeuten (Spiwoks-Becker et al.
2004). Felder von SK oder so bizarr veranderte Profile wie in der Meerschweinchenzirbeldrise
lagen jedoch nie vor. In der Retina sowie in der Zirbeldrise bei nicht in Feldern liegenden SK
unter normalen Lichtbedingungen ist stets nur die basale lange Endkante eines plattenférmigen
SK an Plaques (bzw. der ad in der Retina) der Zellmembran Gber elektronendichtes Material be-
festigt. Im Gegensatz zu dieser allgemein Ublichen Membranverankerung, die unter Dauerlicht-
bedingungen in der Meerschweinchenzirbeldriise nur selten zu finden ist, sind es hier mittennahe
Bereiche der platten-, rinnen- oder U-férmigen SK, die im Bereich ihrer starksten Biegung eine

relativ breite Membranverankerung aufweisen. Das hat zur Folge, daf in solchen Fallen von der
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Abb. Disk2 Wahrend im gesamten untersuchten Nicht-Dauerlichtmaterial z.B. bei Stabchen (a)
bzw. Zapfen (b) der menschlichen Retina und der Hihnchenzirbeldrise (c) stets nur eine lange
Kante eines synaptischen Kdrperchens an der Zellmembran befestigt ist, sind die rinnenférmigen
Pinealozyten SK unter Dauerlicht gehaltener Meerschweinchen (d) im Bereich ihrer starksten
Biegung membranverankert (dunkelblau; Animationen a: Homo10.avi, ¢: Huhn.avi, d: 03.avi).

Verankerung aus in zwei mindestens 90 Grad zueinander stehenden Richtungen SK Material
membranverankert wird (Abb. Disk2-d). Das hat wiederum zur Folge, dal nur die an der mem-
brannahen Seite der SK gelegenen Vesikel schnell zur nahen aktiven Zone der Synapse abge-
geben werden kdnnen. Im Gegensatz dazu stehen die band- bis plattenformigen SK an anderen
Lokalisationen ungefahr senkrecht zur Zellmembran und kdnnen so von beiden Seiten her ihre

Vesikel gleichschnell fir die Exozytose freigeben, was sicher wesentlich effektiver ist.

Wahrend die Retina von BALB/c Mausen stets SK zeigte, konnte in Zirbeldrisen dieser gen-
defekten Albinomaus kein einziges SK gefunden werden (Satoh & Vollrath 1988). Dies belegt
klar, daf¥ man von der Morphologie von SK in Photorezeptoren keine Rickschlisse auf etwaige

Befunde im Pinealorgan ziehen kann.
4a2 Netzhaut (Retina)

4a21 Profilzahlungen
Wahrend generelle Verdickungen synaptischer Kérperchen ein Organkultureffekt sind (Spiwoks-

Becker et al. 2004), belegen partielle Verdickungen, die zu keulenférmigen Profilen fihren, mor-
phologische Veranderungen durch Abgabe bzw. Aufnahme von SK Material, welches sich in
Form von nicht mehr an die Zellmembran gebundenen Kugeln oder Klumpen von den membran-
standigen SK ablést bzw. wieder damit verschmilzt. Aus diesem Grund wurden keulenférmige,
runde und klumpige Profile bei den Auswertungen als "atypisch" zusammengefalt und ihr pro-
zentualer Anteil an den beurteilbaren Profilen bestimmt. Da kurze Stimpfe von SK praktisch
keine Aussage uber die Organellen erlauben, wurden sie bei dieser Berechnung nicht beriick-

sichtigt und nur der Vollstandigkeit halber aufgeflihrt.
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Die Ergebnisse der hier vorgestellten Untersuchungen (Versuche Js & Jb) bezlglich der Ver-
anderung von SK-Profilen organkultivierter Retinae von Ratten bzw. BALB/c Mausen unter Ca**-
Gabe bzw. -Entzug zeigten keinen so klaren EinfluR von Ca*™ auf die Morphologie von SK wie
Spiwoks-Becker et al. (2004) und umfangreiche noch unpublizierte Befunde von Spiwoks-Becker
et al. Unter Licht organkultivierte, chemisch in Dunkelheit versetzte Retinae wiesen in den Unter-
suchungen Js & Jb nur insignifikant weniger atypische SK-Profile auf. Analog behandelte BALB/c
Mause von Spiwoks-Becker et al. (2004) zeigten aber einen signifikanten Abfall kugel- und
keulenformiger Profile. Ein Ca™-Anstieg konnte somit weniger starke Auswirkungen haben als
der Ca™-Entzug, denn unter letztgenannter Bedingung konnten die o0.g. Untersuchungen von
Spiwoks-Becker et al. einen noch deutlicher signifikanten Anstieg atypischer Profile unter eben-
falls mit EGTA organkultivierten Retinae der BALB/c Maus belegen. Wahrend in der Unter-
suchung Js bei der Ratte durch einen "Ausreil3er" in der chemischen Lichtgruppe die Signifikanz
fur die Zunahme atypischer SK knapp verfehlt wurde, zeigte der Versuch Jb einen insignifikanten
Abfall statt Anstieg atypischer SK. Dies ist am ehesten durch die Verwendung des L-Typ
Ca'"-Kanalblockers zu erklaren, da Nifedipin nur ca. 30 Prozent des Effektes des direkten
Ca'-"Fangers" EGTA erreicht, was fiir Veranderungen von SK wahrscheinlich noch nicht aus-
reicht. Die deutlich umfangreicheren Experimente von Spiwoks-Becker et al. (s. oben) liefern,
verglichen mit Js & Jb zuverlassigere Aussagen, zumal in der vorliegenden Studie bei den Kon-
trolltieren im Vergleich zur Literatur (z.B. Adly et al. 1999; Spiwoks-Becker et al. 2004) schon eine
"zu hohe" Zahl veranderter SK vorlag. In conclusionem ist die Morphologie von SK wahrschein-
lich von der Ca**-Konzentration abhangig, wobei dies bei BALB/c Mausen deutlicher als bei Rat-
ten ausgepragt ist, wie auch die Tatsache zeigt, dal® nur in BALB/c Mauszapfenterminalen ver-
anderte SK nachweisbar waren (Abb. Jb1).

Da ein Profil durch einen zufalligen Anschnitt eines ganzen SK entsteht, ist auch bei Beurteilung
von 50 - 100 Profilen verschiedener SK unter gleichen Versuchsbedingungen keine valide mor-
phologische Beurteilung moéglich (siehe Diskussion 4b2: Seite 108). Wenn z.B. eine 150 nm
durchmessende Verdickung an nur einer Stelle eines auf 12 Serienschnitten getroffenen SK vor-
liegt, so ist sie nur auf 2 - 3 Schnitten erkennbar, auf 9 - 10 Schnitten erscheinen aber normale
Profile. Das war z.B. bei der Rekonstruktion von SK bei BALB/c Mausen unter verschiedenen
Licht/Dunkel Bedingungen oft zu beobachten. Hierdurch kommt es zu einer Unterschatzung ver-
anderter SK. Da im Rahmen dieses Projektes die Morphologie ganzer SK korrekt und dreidimen-

sional erfal3t werden sollte, wurde auf weiteren Auswertungen von Profilanschnitten verzichtet.

4a22 Auftreten synaptischer Kérperchen in der Ontogenese
Da die erste Entstehung von SK in frilhen Entwicklungsstadien eindeutig die bei deren Neu-

synthese ablaufenden Vorgange aufzeigt, werden hier entsprechende Befunde kurz zusammen-
gefaldt. In menschlichen Zapfenterminalen finden sich vesikelumgebene SK ab der 12. Woche
(83 mm Scheitel-Stei-Lange = SSL) neben vielen Polyribosomen kernnah im Zytoplasma; einige
aber schon an der noch nicht eingestllpten Zellmembran gegeniber eines postsynaptischen

Fortsatzes (Hollenberg & Spira 1973; Spira & Hollenberg 1973). Beim Meerschweinchen lagen
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einige der SK paranuklear, andere tiefer gruppiert im Zytoplasma (nur bei Zapfen), und eine Rei-
he war offensichtlich an der Zellmembran entstanden. In allen Fallen liel sich in der Nahe eine
synaptische Spindel, bestehend aus einem 130 nm durchmessenden Blindel aggregierter Fila-
mente erkennen (Spira 1975). Erst am 43. Tag erschienen an bzw. nahe den Zellmembranen er-
ste SK in Meerschweinchenbipolarzellaxonen der IPS (Spira 1975). Erste, in Zapfenterminale in-
vaginierende Fortsatze demonstrierten Hollenberg & Spira (1973) bzw. Spira & Hollenberg (1973)
in der 15. Woche (120 mm SSL), einem Zeitpunkt, zu dem sie auller auswachsenden  Zilien
noch keine Anzeichen von Auliengliedern der Sinneszellen erkannten. Dies bedeutet, die Rib-
bonsynapsen sind schon ausgebildet, bevor die Sinneszellen ihre Funktion aufnehmen kénnen.
In Stadbchen fanden Hollenberg & Spira (1973) SK ab der 18. Woche (156 mm SSL). Yamada &
Ishikawa (1965) erwdhnen das Auftreten von SK erst ab der 27. Woche, dem Zeitpunkt, zu dem
die Bildung von Aul3ensegmenten beginnt.

Bei Macaca mulatta fanden Smelser et al. (1974) erste SK ab dem 76. Tag in Bipolarzellaxonen
und Zapfenterminalen. Viele der als etwas dicker beschriebenen Organellen hatten noch kaum
angedockte Vesikel und lagen ungeordnet im Zytoplasma. Invaginationen oder gar Triaden
waren noch nicht ausgebildet und lediglich ein Zilium am Apex der Zapfen erkennbar. In Stab-
chen konnten SK erst ab dem 92. Tag gefunden werden, wobei einige davon bereits an ads ver-
ankert waren. Sie lagen an der schon erste Invaginationen zeigenden Zellmembran. Andere
erschienen nahe der Kernmembran bei elektronendichten Golgi-Apparat-assoziierten Vesikeln
(dense bodies), woraus die Autoren schlossen, SK wiirden daraus hervorgehen und zur Memb-
ran wandern, wonach sich die Triaden formen sollten. In Anbetracht der enormen GrofRe der ab-
gebildeten dense bodies im Vergleich zu SK und fehlender, beweisender Originalabbildungen
von Zwischenstufen ist diese Hypothese jedoch unwahrscheinlich.

Genauere Informationen und eine Abbildung zur Entstehung von SK lieferten Weidmann &
Kuwabara (1968, 1969), die bei der Ratte im Verlauf des 6. postnatalen Tages im basalen Be-
reich der Photorezeptoren Aggregationen feingranularen elektronendichten Materials (kleine un-
scharf begrenzte rundliche Profile) beobachteten, an welches sich Vesikel anlagerten, wie dies
auch von Hermes et al. (1992) flr den 4. bis 6. Tag bei Wistar-Ratten beschrieben wurde. An-
fangs waren bei der letztgenannten Untersuchung nur 30 % der noch meist rundlichen SK uber
Vesikel an der Zellmembran befestigt, da arciform densities erst ab dem 7 Tag nachweisbar
waren. Weidmann & Kuwabara (1969) zeigten, dal® am 6. Tag in nur wenigen Stunden dieses
Material aggregierte und am Ende dieses Tages typische SK in Stabchen- und Zapfenterminalen
formte. Von etwa diesem Zeitpunkt an fanden auch Hermes et al. (1992) einen 60-fachen, signifi-
kanten Anstieg typischer stabchenformiger SK Profile sowie eine 180-fache Zunahme intermedia-
rer- und eine 75-fache Zunahme rundlicher SK-Profile. Ab dem 15. Tag waren deutliche Profil-
zahl- und Profillangenunterschiede zwischen um 11.00 und um 23.00 getdteten Tieren nach-
weisbar, wahrend unter Dauerdunkelheit gehaltene diese nicht zeigten. Interessanterweise beo-
bachteten Weidmann & Kuwabara (1969) die Entstehung von SK in Bipolarzellaxonen der inne-

ren plexiformen Schicht erst 2 Tage spater, d.h. ab dem 8. Tag. Photorezeptoraulenglieder
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bildeten sich in der Zeit vom 7. bis 10. Tag, ihre korrekte Ausrichtung war am 14. Tag ab-
geschlossen; erste Retinogramme konnten Weidmann & Kuwabara (1969) ab dem 11. Tag ab-
leiten; ab dem 14. Tag waren diese mit denen adulter Tiere identisch.

Ahnliche Beobachtungen bei der Entwicklung der Mausretina schildert Olney (1968), der ab dem
2. postnatalen Tag neben reichlich Polyribosomen perinuklear kleine vesikelassoziierte elektro-
nendichte Strukturen fand, die bis zum 6. bis maximal 12. Tag zur Basis der Rezeptorterminale
wanderten und dort ab dem 7. Tag Synapsen ausbildeten. Ab dem 10. Tag wies er typische in-
vaginierte Synapsen bei Stabchen und Zapfen nach. In Bipolarzellaxonen fand er ab dem 11.
Tag erste und ab dem 14. Tag reichlich SK, die in loco entstanden waren. Beim Kaninchen fan-
den McArdle et al. (1977) SK am Tag der Geburt in retinalen Photorezeptoren oberhalb oder in
der Nahe der basalen Zellmembran, am 3. Tag lagerten sie sich hier dieser gegenuber 1 bis 2
postsynaptischen Fortsdtzen an, ab dem 6. Tag zeigten sich 3 postsynaptische Fortsatze, die
zunehmend invaginierten. In Bipolarzellen konnten sie SK erst ab dem 9. postnatalen Tag in der
oberen inneren plexiformen Schicht (IPS) entdecken; Stunden spater lagerten sich diese der
Membran an, zeigten mehr gebundene Vesikel und erschienen auch in der unteren IPS.
Zusammenfassend legen die eben geschilderten Befunde eine Bildung von SK durch kleinste,
elektronenmikroskopisch nicht mehr erkennbare Untereinheiten nahe, die sich im Zytoplasma der
Zellen aggregieren, dann regular polymerisieren und vermutlich, sobald Verankerungsproteine
wie Bassoon in ausreichender Menge vorhanden sind, an die Membran wandern, um dort befes-
tigt zu werden. Da mittlerweile die molekularen Komponenten von SK bekannt sind (siehe Dis-
kussion 4d Seite 121), ist die in alteren Arbeiten (De Robertis & Franchi 1956; Spadaro et al.

1978) postulierte Entstehung von SK durch Invagination prasynaptischer Membranen widerlegt.

4a23 Ribbonsynapsen in Stabchen

ha B i

Abb. Disk3 Synapsen zweier menschlicher Stabchenendkolben mit 2 SK, 2 Bipolarzelldendriten
und aufgetriebenen Terminalen dreier (a) bzw. zweier (b) verschiedener Horizontalzellen, von
denen sich bei a das mittlere so teilt, dall es an beiden Ribbonsynapsen ein laterales Element
bildet. a: An der Basis beider SK denke man sich rinnenfdrmige ads darlber in den Graben
zwischen Horizontalzellfortsatzen und SK die funktionell wichtigen aktiven Zonen (die beiden
letztgenannten Strukturen sind der Ubersicht halber hier nicht, aber in Abb. Disk 3¢ dargestellt).
b: hier sind die ads grau visualisiert, die aktiven Zonen jedoch nicht; letztere schlief3en sich direkt
an den Seitenkanten der ads an; Farben wie in Abb. Homo3; Animation von b: Disk3.avi).
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Beim Menschen und Saugetieren sind die Axone von Stabchen terminal kolbenartig verdickt. Im
basalen Bereich an einem unter 200 nm durchmessenden rundlich Hilus treten invaginierte Fort-
satze der an den Ribbonsynapsen beteiligten Fortsatze ein (Abb. Disk3; Animationen Homo
4.avi, 5.avi, 6.avi, 9.avi, 10.avi, Disk3.avi). Ferner finden sich noch eine Reihe basaler Kontakte
in der Nahe dieser (")ffnung, so auch Fortsatze von Zapfen, wahrend der nicht basale Teil des
Terminals von Fortsatzen von Miiller Gliazellen, wie u.a. von Cohen (1965) geschildert, umgeben
ist. Wahrend das fur die vorliegende Schrift untersuchte menschliche Material 1-3 SK zeigte, lag
unter Dunkelbedingungen in den allermeisten Fallen bei den BALB/c Mausen und Ratten (ab-
gesehen von den Organkulturbefunden der Versuche Js und Jb) nur ein einziges SK in einem
Stabchenterminal vor. SK waren in einer rinnenartigen Ausstllpung der Stabchenterminale stets
zwischen stark aufgetriebenen Horizontalzellendigungen zu finden, wobei es sich in Uberein-
stimmung mit Linberg & Fisher (1988) um prasynaptische, also axonale Fortsatze handelte. Meist
gehorten letztere zu zwei verschiedenen Horizontalzellen, in einigen Fallen gingen sie aber auch
nur aus einem, terminal geteilten Fortsatz hervor. SK waren basal an einer langen, nicht unter-
brochenen arciform density (ad) befestigt. Zwischen den invaginierten Fortsatzen von Horizontal-
und Bipolarzellen finden sich ein bis finf vom Stabchenterminal selbst ausgehende fingerférmige
in Richtung Synapsenzentrum ziehende Fortsatze, bzw. Divertikel (Abb. Homo5; Animation
Homo5.avi), die die Kontaktflachen insbesondere zu den Bipolarzelldendriten hin vergréiern und
auch ein Membranreservoir flr die Exozytose darstellen. Solche Fortsatze wurden auch von Mis-
sotten (1965a) und Linberg & Fisher (1988) beim Menschen, von Rao-Mirotznik et al. (1995) bei
Katzen und von Evans (1966) bei anderen Vertebraten gefunden. Missotten (1965, - et al. 1963)
fand in ca. 5 Prozent untersuchter menschlicher Stabchenterminale noch einen dritten Fortsatz-
typ, der mit groRen Endauftreibungen tief invaginierte. Er zeigte multivesikulare Koérperchen,
Lysosomen, unzahlige synaptische Vesikel und hatte keine klare Beziehung zu SK. Eine Verfol-
gung zu den Ursprungszellen gelang Missotten nicht.

Im Bereich von Stabchenterminalen unterscheidet Sjostrand (1998a,b) insgesamt 7 verschiedene
Einzelsynapsenarten: 1. die Septumsynapse (eigentliche Ribbonsynapse zu der das SK gehort)
mit der aktiven Zone, 2. die "end chamber" Synapse an der lateralen Spitze der Horizontalzell-
fortsatze, 3. die Horizontalzell-Horizontalzellsynapse, die direkt unter der ad gelegen ist zwischen
den Fortsatzen der grof3en und kleinen Horizontalzelle, 4. die Horizontalzell-Bipolarzellsynapse,
5. eine direkte Stabchen-Bipolarzellsynapse unterhalb der Endauftreibung der Stabchenbipolar-
zelle, 6. die Zapfen-Stabchensynapse auflerhalb der Invagination und 7. eine Zapfen-

Bipolarzellsynapse auch aufierhalb der Invagination; Abb. siehe Sjostrand 1998b, Fig. 37).

Migdale et al. (2003) publizierten komplett am PC generierte 3D-Rekonstruktionen von Stabchen
Ribbonsynapsen bei Affen, Katzen und Mensch. In den 32 untersuchten Stdbchenterminalen
fand sich stets eine Invagination postsynaptischer Elemente, die oft als Triade auftraten, d.h.
zwei laterale Horizontalzellaxone (Kolb 1970; Mariani 1983a) und ein zentraler Bipolarzelldendrit.
In seltenen Fallen kann ein zentrales Element einer Stabchenribbonsynapse auch ein Dendrit

einer biplexiformen Zelle sein (Mariani 1982, 1983b). Jede Ribbonsynapse zeigte 1-2, beim Affen
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auch einmal 3 SK, wobei jedes SK durch 1-2 ads an der prasynaptischen Membran verankert
war. Andere Autoren erhoben in Stabchen der Katze ahnliche Befunde: Boycott & Kolb (1973a)
1-2 SK pro Terminal; Smith et al. (1986) stets 2 SK und 2 synaptische Zonen; 1-2 SK, 2 bis sel-
ten 3 Horizontalzellaxonterminale und 2 zentrale Bipolarzelldendriten in der Area centralis (Kolb
1974, 1977). Ontogenetische Unterschiede in der numerischen Dichte und Zahl von SK in Stab-
chenterminalen der Area centralis der Katze fand Rapaport (1989) mit einem Maximum vom 68. -
76. postkoitalen Tag. Wahrend dieser Periode waren 2-3 SK pro Terminal Ublich, wahrend adulte
Tiere nur selten mehr als 1 SK aufwiesen. Rao-Mirotznik et al. (1995) rekonstruierten Ribbonsy-
napsen von 13 hell- und 13 dunkeladaptierten Katzenretinae und schilderten dabei stets Tetra-
den mit 2 Bipolarzelldendriten und 2 Horizontalzellfortsatzen. In 95 % von 335 Synapsen fanden
sie 1 und in 5 % 2 bogenférmige SK, die eine Gesamtlange von 2,3+0,3 ym und eine durch-
schnittliche Oberflache von 0,77+0,15 pm? pro Seite hatten, womit die Autoren Platz fir ca. 640
Vesikel auf der Oberflache eines SK errechneten. In den Synapsen mit 2 SK erschienen diese
wie ein in zwei Sticke gebrochenes SK, zumal die Fragmente unmittelbar in Fortsetzung hinter-
einander lagen. Sie waren einzeln gesehen kirzer als komplette SK und boten zusammenge-
nommen nur unbedeutend mehr Vesikeln (660) Platz zur Bindung. Die Lange der aktiven Zonen
gaben Rao-Mirotznik et al. (1995) mit 2,14+0,19 bei dunkeladaptierten und 2,52+0,27 uym bei hell-
adaptierten Stabchenterminalen an. Im Vergleich dazu war bei den in vorliegender Arbeit unter-
suchten menschlichen Stabchenribbonsynapsen pro Stdbchenendkolben die summierte Lange
der aktiven Zonen (Abb. Disk3c) etwas langer (Durchschnitt: 2,83 um; siehe Ergebnisse 3a251:
Seite 61). Beim Meerschweinchen ist sie bei einer SK Oberflache von 0,5 ym? ca. 2,5 ym lang
(Sjostrand 1958); beim Affen 2,4 um bei 1,07 ym? SK Oberflache (Rao-Mirotznik et al. 1995). Die
im Rahmen des hier dargestellten Projektes rekonstruierten Stdbchenribbonsynapsen zeigten 1-3
SK, in der Uberwiegenden Zahl der Falle aber nur 2 SK, wie es auch von Dieterich & Rohen
(1970) fur den Menschen beschrieben wurde; Missotten postulierte hier ein oder mehrere band-
formige SK (1960a) bzw. halbmondférmige Scheiben (1965a). Linberg & Fischer (1988) fanden
bei ihren Serienschnittanalysen von 21 menschlichen Stabchenterminalen 18 mal 2 und 3-mal
ein SK, 1-2 Horizontalzellfortsatze und nur 1 oder 2 Bipolarzelldendriten. Diese vergleichsweise
niedrige Zahl kénnte dadurch bedingt sein, daf® Linberg & Fischer (1988) deutlich dickere (80 nm)
Schnitte untersuchten, was gerade im Bereich des Terminaleintritts, in dem die Fortsatze nur ca.
30 nm Durchmesser haben, Probleme bereitet haben kénnte. Migdale et al. (2003) schildern
Inter- und Intraspeziesvariationen flr die dreidimensionale Form insbesondere der 2-4 Horizon-
talzellfortsatze und 1-3 Bipolarzelldendriten. Dazu passen auch die Angaben von Missotten et al.
(1963), die in 41 Stabchenterminalen nicht zentraler menschlicher Retinae 2 - 7 (meist 4 - 5) in-
vaginierte Fortsatze fanden, wobei nicht zwischen Bipolar- und Horizontalzellfortsatzen unter-
schieden wurde. Flnfzig spater untersuchte Stdbchenterminale des Menschen zeigten 1 - 4
(Missotten 1965b) bzw. 1-5 Bipolarzelldendriten und 2-3 Horizontalzellfortsatze (Missotten
1965a).
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Abb. Disk3c In diesen 3 Ribbonsynapsen eines Stabchenterminals sind die aktiven Zonen (rot)
als verbogene Rinnen lateral den ads (grau) und basolateral der SK (griin) erkennbar. Die 4 im
Zentrum der Invagination liegenden Bipolarzelldendriten (gelb-orange) werden nach Aufien hin
nur inkomplett von 3 Horizontalzellfortsatzen (violett) bedeckt, die sich terminal flachig erweitern
und zwischen sich Rinnen ausbilden, in welche die Synapsen eingesenkt sind (Animation dieser
Rekonstruktion: Disk3c.avi; vgl. Abb. Homo10 und zugehdrige Animationen).

Rao-Mirotznik et al. (1995) sehen das Bauprinzip und die generelle GroRe von Stabchentermina-
len von Maus bis Mensch als ziemlich einheitlich an. Jedoch finden sich in diversen Details spe-
ziesspezifische Abweichungen wie z.B. bis zu 3 tatsachlich verschiedene SK in menschlichen
Stabchenterminalen; die starkere Verzweigung dieser Terminale und die deutlich tieferen Invagi-
nationen als bei Ratte und Maus. Bei dem in der vorliegenden Arbeit untersuchten menschlichen
Material teilte sich in einigen Fallen ein einziger Horizontalzellfortsatz in zwei laterale Elemente
auf, wie dies auch Cohen (1965) fand. Auch mehrere Horizontalzellfortsatze kdnnen sich in grob
hufeisenférmige Lappen aufteilen, die nur in einem dinnen zentralen Bereich miteinander ver-
bunden sind, wie es auch Missotten (1965) mit einem Tonmodell demonstrierte. Beim Kaninchen
zeigen Stabchenendkolben neben einem SK stets 2 laterale Horizontalzellfortsatze und 1-2 zen-
trale Dendriten, wie Sjostrand (1958, 1970, 1974, 1989a, b) anhand einer immensen Zahl von
Rekonstruktionen und Modellen demonstrierte. Ahnliche Verhaltnisse im grundlegenden Aufbau
von Stabchenterminalen liegen laut Sjostrand (1956) auch bei Flubarsch, Frosch, Katze und
Kuh vor. Spiwoks-Becker (1995) fand beim Rind neben Uberwiegend stabférmigen Profilen von
SK auch in 1-2 % der Falle bizarre Profile, die nicht von den normalerweise hufeisenartig ge-
bogenen, flachen SK stammen konnten. Solche Profile waren unscharf konturiert, oft flachig zum
Teil X-formig oder vogelschwingenartig gebogen. Die Auswertung von Profilen ergab Ublicher-
weise nur ein SK pro Terminal, in 6,3 % auch 2, deren Profile dann &fters parallel nebeneinander
lagen. Bei Ratten fand die Autorin in nur 0,8 % der ca. 18.000 analysierten Einzelschnitte Profile,
die auf das Vorhandensein zweier verschiedener SK hindeuteten. Ein synaptischer Endkolben ist
bei den Stabchenzellen, deren Kerne die unterste Lage der auleren Kérnerschicht bilden, nicht

ausgebildet, die postsynaptischen Elemente sind jedoch mit den tiefer in Endkolben gelegenen
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Ribbonsynapsen identisch (Hebel 1971). Vorgenannter Autor fand in Stabchensynapsen des
Hundes Auftreibungen an stabférmigen SK Profilen, runde Profile und auch mehrfach Gruppen
parallel nebeneinander gelegener Profile. Seine Abbildung (21a) weist auf Felder plattenférmiger
SK hin, was im Vergleich zu anderen Spezies und dem hier untersuchten Material flir normale
Stabchenterminale sehr ungewdhnlich ist.

Im Gegensatz zu Saugetieren kdnnen Amphibien deutlich mehr SK in Stabchenterminalen auf-
weisen, z.B. der Salamander (Ambystoma tigrinum) bis zu 9, von denen selbst in dissoziierter
Zellkultur noch 73 % an der Zellmembran gebunden blieben (Townes-Anderson et al. 1985). Bei
Schildkréten wurden 8-9 sehr lange SK in Stabchenterminalen gefunden (Lasansky 1971; Goede
& Kolb 1994).

Bei den fir diese Habilitationsschrift untersuchten Serienschnitten konnten in Stdbchen von SD-
Ratten bzw. BALB/c Mausen nur selten zwei oder mehr plattenférmige SK nachgewiesen wer-
den. Die Auswertung von jeweils Uber tausend Anschnitten von Stdbchenterminalen (Versuche
Js/Jb) zeigte bei der Ratte in 4 Fallen, bei BALB/c Mausen in 3 Fallen stabchenformige Profile,

die eindeutig von zwei verschiedenen SK stammten.

Bei dem langen Einzel-SK in Abb. 5, Homo 8; Animationen 5.avi bzw. Homo8.avi war keine
Unterbrechung der ad zu finden, wie Migdale et al. (2003) es fir Ribbonsynapsen mit nur einem
grollem SK postulierten, weshalb diese Aussage relativiert werden mul3. Unterbrochene ads
waren auch bei den hier untersuchten Stabchenribbonsynapsen von Nagern praktisch nie vor-
handen. Migdale et al. (2003) beschrieben, dalk sich lange SK in der Region, in welcher ihre ad
unterbrochen ist, stark verdrehen. Solche relativ in der Mitte von SK gelegenen Regionen mit
starker Richtungsanderung wurden auch bei den selbst durchgefiihrten Untersuchungen bei
Mensch, Maus und Ratte sowie von McCartney & Dickson (1977, 1985) bei Meerschweinchen-
zapfen SK festgestellt. Jedoch konnte in diesen Bereichen keine Unterbrechung der ad gefunden
werden. Johnson et al. (2007) fanden in 95 % der Stabchenterminalen von C57BL/6J Mausen

nur ein, in 5 % 2 SK und meistens nur ein tubulares Mitochondrium.

Die zumeist kolbig aufgetriebenen Terminalen von Stdbchen zeigen basal einen Hilus, durch die
Horizontalzellfortsatze und Bipolarzelldendriten eintreten, die an der Ribbonsynapse beteiligt sind
(Missotten 1965a). Die terminal oft bizarr erweiterten bis verzweigten Horizontalzellfortsatze sind
sowohl fir die Ribbonsynapse selbst als auch fiir die Signale ableitenden Bipolarzelldendriten
prasynaptisch (Linberg & Fischer 1988; Nelson 1977). In seltenen Fallen weisen sie beim Men-
schen zylinderférmige Strukturen mit regelmagiger, kristallgitterartiger, aber zirkular orientierter
Innenstruktur in ihrer terminalen Auftreibung auf (Craft et al. 1975; Linberg & Fisher 1998). Eine
solche Struktur, deren Funktion bis heute unklar ist, wurde auch einmal in dem selbst untersuch-
ten Material gefunden. Eine weitere Besonderheit in Horizontalzellterminalen sind gelegentlich zu
beobachtende kleine synaptische Areale mit winzigen prasynaptischen Membranverdichtungen
sowie seitlich zum Stabchenterminal hin Uber feinste Stiele an der prasynaptischen Membran in
unter 50 nm Abstand fixierte elektronendichte Platten (Abb. Jb2; Brandon & Lam 1983; Linberg &
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Fisher 1988), die moglicherweise eine Speicherform von Rezeptorproteinen darstellen. Wahrend
bei Ratten und Mausen stets nur 2 verschiedene Horizontalzellfortsatze pro Stabchenterminal
vorhanden waren, wurden in den deutlich gréReren Terminalen beim Menschen bis zu 4 an-
getroffen.

Die Zahl der in die Stachen invaginierten Bipolarzelldendriten lag bei den untersuchten Mausen
und Ratten zwischen 1 und 3, meist waren 2 vorhanden. Beim Menschen wurden in der vor-
liegenden Arbeit, wie auch bei Migdale et al. (2003), zwischen 1 und 4 dieser zentralen Elemente
der Ribbonsynapsen gefunden. Ubereinstimmend ist auch die Tatsache, daR diese sich oft in
zwei verschiedene, nicht terminal aufgetriebene Enden teilen, wodurch sie sich von Zapfenbipo-
larzellterminalen unterscheiden (s. unten). Die zentralen Bipolarzellendigungen liegen immer ein
Stuck unterhalb der arciform density in dem Bereich, wo sich gegenuberliegende Horizontalzell-
terminale berthren (Missotten 1965a).

Die Konstruktion der Stabchenribbonsynapsen ist auRerdem sehr zuverlassig: Durch ihre grofe
Oberflache halten SK genug Vesikel bereit, um standig Nachschub liefern zu kénnen, und jede
freie Stelle hat genug Zeit, um wiederbeladen zu werden. Funktionell wesentlich ist, dal} die
grolde postsynaptische invaginierte Oberflache stetig von den aktiven Zonen her mit Glutamat
durchstromt wird, welches dabei zuerst die wenig affinen Glutamatrezeptoren vom AMPA/Kainat
Typ der Horizontalzellen (Massey 1990) erreicht, die Raviola & Gilula (1975) als Intramembran-
partikel beschrieben hatten. Danach werden die schnelleren metabotrophen, elektronenmikro-
skopisch nicht erkennbaren, aber mit der konfokalen Fluoreszenzantikdrpermikroskopie im
gesamten Bereich der Dendritenspitzen nachgewiesenen (Nomura et al. 1994) Glutamatrezep-
toren der in Stabchen nur geringe Oberflachen aufweisenden Bipolarzelldendriten erreicht. Diese
kénnen bereits einige hundert bis zu tber 1000 nm von den aktiven Zonen entfernt sein (Rao-
Mirotznik et al. 1995). In der basalen Zellmembran der Photorezeptoren ist der Gruppe 3 meta-
botrophe Glutamatrezeptor 8 lokalisiert (Koulen et al. 1999), der als letzter erregt wird und dem
Photorezeptor vermutlich negatives Feedback vermittelt. Durch ihre anatomische Konstruktion ist
die Effizienz der Stabchensynapsen so grof3, daR sie praktisch die einzigen Neuronen sind, die
mit einer einzigen aktiven Zone zur Signallbertragung gleich eine ganze Reihe unterschiedlicher
postsynaptischer Elemente steuern kénnen. Ein Teil des freigesetzten Glutamats wird lateral der
aktiven Zonen also nach den Rezeptoren der Horizontalzellen durch Endozytose zwar wiederge-
wonnen, aber erst aullerhalb der Invagination kénnen es die in der Membran der Gliazellen loka-
lisierten schnellen Glutamattransporter effektiv beseitigen. Zusatzlich kann die Empfindlichkeit
der Bipolarzelldendriten direkt durch die selbst von der Ribbonsynapse modulierten Horizontal-
zellfortsatze beeinflullt werden, was bei einem Nebeneinander der Synapsen nicht so effizient
modglich ware. Auch verhindern die Invaginationen der dreidimensionalen Stabchenribbon-
synapse ein sonst leicht mogliches Diffundieren von Glutamat zu benachbarten Stabchen, wo-
durch das Signalrauschen vermindert wird (Rao-Mirotznik 1998).

Die Grundform der SK in Stabchen wurde beim Kaninchen von Sjéstrand (1958) als in Direktauf-

sicht U-férmig mit partiellen Verdrehungen erstbeschrieben und rekonstruiert. Gebogene flache,
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bandartige bis an einen Boomerang erinnernde Formen sind sowohl beim Menschen als auch bei
BALB/c Mausen und Ratten flr Stabchen SK typisch, wie die Rekonstruktionen der vorliegenden
Arbeit zeigen. Bei C57BI(6) Mausen schilderte Cohen (1960) plattenférmige SK in Stabchenter-
minalen, er untersuchte jedoch keine Serienschnitte. Dieterich und Rohen (1970) beschrieben
einen vielfach gewundenen Verlauf von SK, ebenso Missotten (1960a). Spiwoks-Becker fand in
Stabchenterminalen des Rindes ein bis zwei plattenférmige SK, von denen mindestens eines an
der Zellmembran verankert war, auflerdem beschreibt sie bizarre X- oder krakenformige SK. Die
Dicke der Organellen ist praktisch immer konstant und betragt 35 nm (Sjostrand 1958; Cooper &
McLaughlin 1982; Migdale et al. 2003; Jastrow & Racke 2007). Veranderungen in Form von Auf-
treibungen bzw. das Auftreten von klumpigen bzw. kugelformigen SK deutet auf An- bzw. Abbau-
vorgange hin, in deren Rahmen die "normalerweise" sehr regelmaRige Polymerisation der mole-
kularen Komponenten von SK verloren geht (siehe Diskussion 4d: Seite 121).

Die im Rahmen dieses Projektes erstellten SK-Rekonstruktionen der BALB/c Maus zeigen, dal
die von der Grundform her boomerang-artigen SK in Stabchenterminalen noch in weitere Ebenen
verbogen und verdreht sein kénnen. Ferner konnte erstmals genau lokalisiert werden, wo sich die
Auftreibungen bei lichtinduziertem Abbau von SK finden: in der Regel nicht genau in der Mitte,
gelegentlich am Ende der Organellen, meist im intermedidren zwischen diesen Bereichen ge-
legenen Abschnitt. Diese Auftreibungen waren verbunden mit der Abgabe von Material in Form
von kugel- bis klumpenférmigen Gebilden, die sich von der funktionell relevanten aktiven Zone
der Synapsen wegzubewegen schienen. In Ubereinstimmung mit Adly et al (1999), Spiwoks-
Becker et al. (2004) und Kolios (2006) finden alle Vorgange, die in die Abgabe bzw. Fusion von
Material involviert sind, an der konvexen Kante der Organellen statt, die zum freien Zytoplasma-
raum gerichtet und im Gegensatz zur konkaven nicht Gber feine Proteindrmchen an der arciform
density verankert ist. Adly et al. (1999) zeigten ein zweidimensionales Schema zur Veranderung
von SK Profilen wahrend 24 Stunden bei LD 12:12, bei dem kurz nach Lichtexposition am nicht
membranverankerten Profilende keulenférmige Auftreibungen erkennbar sind, die zur Abgabe
von Material mit rundlichem Profil (als synaptische Kugeln bezeichnet) fihren. Dabei kam es zur
Verkirzung des restlichen SK Profils. Gegen Ende der Lichtphase sollte sich das in Form von
Kugeln abgegebene Material wieder anlagern, wodurch in der folgenden Dunkelphase wieder
langere stabformige Profile vorliegen. Dies wurde von Spiwoks-Becker et al. (2004) bestatigt und
erganzt, die nachwiesen, dal} Protrusionen und Materialabgabe ins Zytoplasma bereits 30 - 60
Min. nach Lichtbeginn auftreten und daf} sich innerhalb von 30 Min. nach Ende der Lichtphase
Material wieder angelagert.

Die in vorliegender Arbeit erhobenen Befunde belegen die eben beschrieben lichtabhangigen
Veranderungen dreidimensional: nach langer (11% Stunden) Dunkelheit fanden sich bei der um
5.45 getoteten Gruppe von BALB/c Mausen weder Auftreibungen noch kugel- oder klumpenfor-
mige SK. Nach ca. 2 bzw. 2%, Stunden Licht zeigten um 8.10 bzw. 8.45 getdtete Tiere eine Reihe
von Auftreibungen und kugel- bzw. klumpenformige kleine SK, dabei war die 10-mintige

Dunkelexposition bei der um 8.10 getoteten Gruppe noch nicht ausreichend, um diese Verande-
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rungen zu beeinflussen. Nach 11 Stunden Licht fanden sich bei der um 17.00 gettéteten Gruppe
neben vielen Auftreibungen an SK bisher nicht beschriebene zentrale Verdinnungen derselben
(Abb. BALB9). Dies kann durch die Massenreduktion der in loco verbliebenen SK nach wieder-
holter Materialabgabe erklart werden. Nach 4 Stunden Dunkelheit zeigten 2 um 22.00 getéteten
Tiere Dilatationen an den membrangebundenen boomerangférmigen SK und einige klumpenfor-
mige SK. Dies deutet im oben geschilderten Kontext darauf hin, dall sich das in Form von Kugeln
bzw. Klumpen unter Licht abgespaltete SK-Material nur sehr langsam wieder anlagert. Bei der
Verschmelzung entstehen dann die Dilatationen und allmahlich nimmt die Zahl an Kugeln und
Klumpen ab. Dazu palft auch der oben geschilderte Befund, da® die nur 10-minttige Dunkelex-
position bei der um 8.10 getdteten Gruppe praktisch keinen morphologischen Effekt hatte. Diese
an nur wenigen Tieren dreidimensional belegten Aussagen kdnnen jedoch nicht verallgemeinert
werden, denn im Gegensatz dazu belegen von Spiwoks-Becker et al. (2004) an wesentlich mehr
Tieren analysierte Profile vieler hunderter SK eine deutlich schnellere Wiederanlagerung von SK-
Material.

Zweidimensionale Untersuchungen von Schnitten, auf denen nach Lichtexposition korrespon-
dierende Veranderungen der SK Profile in Stabchenterminalen z.B. das Auftreten von "Keulen"
(entsprechen den dreidimensionalen Auftreibungen; Kuwabara & Funahashi 1976; Jansen &
Sanyal 1987) und runden Profilen (entsprechen den Kugeln bzw. Klumpen) wurden bei Ratten
von Vollrath et al. 1989; Hermes et al. (1992) und Lubczyk (2001) gefunden. Bei Mausen der
Pearl Mutante (C57BL/6J pe/pe) fanden sich nach 4-stiindiger Lichtexposition ganz deutlich mehr
SK-Profile mit Auftreibungen sowie rundliche Anschnitte von SK als beim Wildtyp (Williams et al.
1985). Analog reagieren die in der vorliegenden Arbeit und der ebengenannten Publikation mit-
untersuchten BALB/c Mause deutlich starker auf Licht als "normale" pigmentierte Tiere, wie es
auch Hermes et al. (1993) und Glas (2004) feststellten: sie zeigten im Verhaltnis mehr verdickte,
bzw. kugelig/rundliche SK als "Normaltiere". Korrespondierende Befunde wurden von Schaaf
(1996), Adly et al. (1999), Lazarzik (2001), Spiwoks-Becker et al. (2004) und Glas (2004) erho-
ben. Glas (2004) konnte bei seinen in vitro Untersuchungen belegen, dal® das Ausmal} der Ver-
dickungen und die Zahl von gebildeten rundlichen SK Profilen lichtintensitatsabhangig sind und
nicht auf einer Tagesrhythmik beruhen. Quantitative und Aussagen zur Haufigkeit verschiedener
Formen von SK Profilen sind in der Retina jedoch problematisch (siehe Diskussion 4b2: Seite
109), weshalb hier darauf nicht im Detail eingegangen wird. Jedoch lassen sich in Anlehnung an
Spiwoks-Becker et al. (2004) aufgrund der eindeutigen von der Lichtexposition abhangigen Be-
funde bezuglich der Dynamik von SK in Stédbchenterminalen folgende Schlisse ziehen: Unter
Lichtexposition kommt es an Ublicherweise boomerang bis hufeisenférmigen membrangebun-
denen SK zu lokalen Verdickungen auf der membranabgewandten Seite, meist im seitlichen oder
Endbereich, die zur Abschnirung von kugel- bis klumpenférmigen SK flihrt. Diese entfernen sich
von den dadurch kleiner werdenden verbleibenden SK. Unter Dunkelbedingungen lagern sie sich

der urspringlichen Organelle wieder an und tragen mit ihrem Material unter regelmagiger Poly-
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merisation zur WiedervergréRerung bei. Dieses Recycling von SK Material erspart der Zelle den
kompletten Abbau bzw. die Neusynthese von SK.

Die Abhangigkeit der SK-Plastizitat von der Ca**-Konzentration wurde an klaren Profilverande-
rungen von Spiwoks-Becker et al. (2004) sowie durch Untersuchungen von Schmitz et al. (1989)
und Schmitz & Drenckhahn (1991) belegt. Die massiven Veranderungen, die Spiwoks-Becker et
al. (2004) zeigten, wurden hier durch exemplarische Rekonstruktion einer Schnittserie einer unter
EGTA organkultivierten Retina dreidimensional dargestellt (Abb. 8, BALB2; Animationen 8.avi &
BALB2.avi). Sie belegen, dall von der urspriinglich gebogenen Platte nur noch eine sehr diinne
Restverbindung zwischen extrem aufgetriebenen Endigungen besteht. Weniger als 10 Prozent
der unter diesen Bedingungen untersuchten SK lielen noch normale SK-Profile erkennen (Spi-
woks-Becker et al. 2004). Die im Vergleich zu Hell-Dunkel Zyklen deutlich starkeren morphologi-
schen Veranderungen legen der SchluB nahe, daR das Licht Uber eine Reduktion des Ca™-
Gehaltes die reguldre Polymerisation der molekularen Komponenten von SK in Stabchen stort,
was dann zu Vorwdlbungen und Abschnlrung von Material fuhrt.

Kontakte, die Beta-Stabchen basal am Endkolben mit Alpha-Stabchen zeigen und die vermutlich
synaptischen Charakter haben, wurden beim Meerschweinchen von Sjéstrand (1958, 1961) be-
schrieben, jedoch handelte es sich bei Sjostrands $-Stadbchen um eine reduzierte Zapfenart, was
Dowling & Boycott (1966) offenlegten. Sjostrand hatte den Terminus nicht gewahlt, weil Meer-
schweinchen keine Farbdiskrimination zeigen (Dunn 1973). Tatsachliche Kontakte direkt von
Stabchen zu Stabchen sind bei den meisten Saugerspezies nicht zu finden (Missotten 1965a,
Dowling & Boycott 1966; Mariani 1983a; Attwell 1986; Sterling 1990) und konnten auch in dem in
vorliegender Arbeit untersuchten Material nicht entdeckt werden. Allerdings demonstrierten Tsu-
kamoto et al. (2001) bei C57BL/6J Mausen mehrere kleinste Gap-junction-haltige Kontakte zwi-
schen einigen Stabchen im Bereich der Terminale. Dabei kontaktierte ein Stabchen durchschnitt-
lich 1,6+0,9 bis maximal 4 Nachbarstéabchen. Zapfen bilden Gap-junction-haltige (Raviola & Gilu-
la 1973) Kontakte zum basalen Bereich von Stabchenendkolben aus (Cohen 1964, 1965; Kolb
1977; Smith et al. 1986), wie es auch Abb. Homo14 und Animation Homo14.avi zeigen. Diese
sollen das Verhaltnis von Signal zu unspezifischer Hintergrundaktivitdt ohne Sehscharfenverlust
verbessern (Dickinson-Nelson & Nelson 1980; Mariani 1983a). Die Gap-junctions enthalten Con-
nexin 36, wie Ciolofan et al. (2007) zeigten. Dieses Connexin sowie auch Connexin 57 und Zo-
nula occludens-1 Protein wiesen die Autoren fluoreszenzmikroskopisch auch in der Nahe von
Bassoon Markierungen von Photorezeptorribbonsynapsen nach, jedoch stehen die ultrastruk-

turellen Nachweise dazu noch aus.

4a24 Ribbonsynapsen in Zapfen
Erste Untersuchungen von Zapfenendauftreibungen erfolgten von De Robertis & Franchi (1956)

sowie Sjostrand (1958), der sie als B-Terminale bezeichnete, meist wurden sie nur nebenbei
erwahnt (Okuda 1960). Yamada et al. (1958) waren die ersten, die menschliche Retina und ihre
Zapfen elektronenmikroskopisch untersuchten und Missotten (- et al. 1963, 1965a) war der erste,

der sie in Serienschnitten beim Menschen analysierte. Er fand in den basal pyramidenformig auf-
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getrieben Zapfenterminalen 25 Ribbonsynapsen. Eine erste einfache Stereorekonstruktion eines
Zapfenpedikels einer menschlichen Retina (Keri & Ahnelt 1991) demonstrierte ein Horizontalzell-
terminal mit 2 invaginierten Fortsatzen, von denen einer zusatzlich einen oberflachlichen basalen
Kontakt am Terminal hatte, jedoch keine SK aufwies.

Die im Zuge der hier vorgelegten Arbeit erstmals virtuell visualisierten, komplett rekonstruierten
Zapfenribbonsynapsen beim Menschen zeigen nur ca. ein Drittel bis ein Viertel ganzer Zapfen-
pedikel, da diese Dimensionen von ca. 8 um (Ahnelt et al. 1990) haben und die analysierten 55
lickenlosen langsorientierten Serienschnitte nur eine Gewebstiefe von 2,75 um erfassen konn-
ten. Die Morphologie der Terminale ahnelt den 104 von Pedler & Tilly (1965) gezeichneten Se-
rienschnitten, die eine komplette Zapfensynapse des Affen darstellen und einfachen Rekonstruk-
tionen von Makakenzapfenterminalen (Chun et al. 1996). Zapfenpedikel enthalten 4 - 6 eng bei-
einander gruppierte tubuladre Mitochondrien, die nicht nahe den aktiven Zonen, sondern entfernt
davon liegen (Johnson et al. 2007; vorliegende Arbeit: Abb. Homo 1, Homo12, Disk4; Animatio-
nen 01.avi; Disk4.avi). Neben diesen, SK und etwas glattem ER, finden sich praktisch nur noch
Unmengen von Vesikeln im leicht elektronendichten Zytoplasma von Zapfenpedikeln (Abb. Ho-
mo3). Die Grundform der Ribbonsynapsen ist auch in Zapfen die Triade, d.h. zwei laterale tiefer
invaginierende, terminal aufgetriebene Horizontalzelldendriten (Boycott & Wassle 1999; Jastrow
et al. 2007) schlielten zwischen sich ein SK ein, unter dem sich, etwas tiefer, ein im Vergleich zu
Stabchen deutlich breiterer Bipolarzellfortsatz findet (Missotten 1963, 1964, 1965; Stell 1965;
Dowling & Boycott 1966; Chun et al. 1996; vorliegende Arbeit). Gelegentlich sind auch 2 Bipolar-
zellfortsatze prasent (Mensch: Missotten 1965; Makaken: Kouyama & Marshak 1992, Calkins et
al. 1996; Kaninchen: Sjéstrand 1974). Beim Kaninchen zeigten Zapfenendkolben neben den (bli-
chen Triaden gelegentlich ein isoliertes Kollateral eines Bipolarzelldendriten, das zusatzlich allein
ohne Beziehung zu einer Ribbonsynapse, tief in dieses eindringt (Sjéstrand 1958, 1974, 1989).
Solche isolierten Bipolarzelldendriten wurden auch fir den Hund beschrieben (Hebel 1971). Ein
Horizontalzellfortsatz ist prasynaptisch, stammt von einer groRen Horizontalzelle und soll laut

Sjéstrand (1998a) die durchschnittliche Beleuchtung benachbarter Zapfen in einem Areal von

Abb. Disk4 Ribbonsynapsen eines menschlichen Zapfenterminals. Alle Mitochondrien diese
Terminals finden sich eng aneinandergelagert in dem dunkelorangen Konglomerat links unten
(Farbcodierung s. Abb. Homo3; Animation dieser Rekonstruktion: Disk4.avi).
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ca. 600 ym Durchmesser Ubermitteln. In seiner minutidésen Rekonstruktion eines Zapfenterminals
des Kaninchens stellte Sjéstrand (1974) fest, dall ein Horizontalzellaxon sich in eine Reihe von
Terminalen aufteilt, die in verschiedenen Triaden enden. Auch in dem fiir vorliegende Arbeit
rekonstruierten menschlichen Material war dies in vielen Fallen zu beobachten. Zwischen den
beiden Spitzen der lateralen Elemente in der Mitte unterhalb eines SK findet sich im Interzellular-
raum elektronendichtes Material (Lasansky 1972; Mariani 1983a).

Pan & Massey (2007) fanden bei Untersuchungen der Kaninchenretina netzwerkartige Verknup-
fungen zwischen axonlosen, in Zapfenterminalen invaginierten Typ-A Horizontalzellen, zwischen
ebenso terminierenden B-Horizontalzelldendriten und auferdem von Terminalen dieses Zelltyps,
die Uber Gap-junctions miteinander verbunden waren. Die B-Typ Axonterminale erhalten von bis
zu 1.000 Stabchenterminalen Input, wobei die Autoren aber Uberraschenderweise nur ein End-
terminal in Stdbchen invaginiert fanden. Dabei sind die in Zapfen invaginierten Horizontalzellfort-
satze meistens Dendriten (Kolb 1970; Mariani 1983a). Peichl et al. (1998) stellten klar, da® Typ B
Horizontalzellen ihre Axone zu Stabchenterminalen senden, wahrend ihre Dendriten aus Zapfen-
terminalen kommen, wohingegen die "axonlosen" Typ A Horizontalzellen nur Zapfenterminalen
innervieren. Wassle et al. (2000) unterschieden zwischen H1 Horizontalzellen (o.g. Typ B iden-
tisch) mit grolem Soma, dicken radiaren Dendriten und sehr langen Axonen, deren verzweigte
Terminalen als laterale Elemente in Stabchenribbonsynapsen enden (Kolb 1970; Boycott & Kolb
1973b; Kolb et al. 1980; Mariani 1984; Boycott et al. 1987; Dacheux & Raviola 1990) und H2
Horizontalzellen mit kleinerem Zellleib, feineren wellenférmigen Dendriten und einem nur zu Zap-
fen ziehenden Axon (Kolb et al. 1980; Gallego 1985, Boycott et al. 1987). Diese Zellen entspre-
chen dem o.g Typ A - mdglicherweise war es Peichl et al. (1998) nur nicht gelungen, das feine
Axon darzustellen. Laut Peichl & Gonzalez-Soriano (1994) zeigen Ratten und Mause im Gegen-
satz zu anderen Saugetieren nur den axontragenden B-Typ von Horizontalzellen. Auf Speziesun-
terschiede bezilglich der Horizontalzellen deutet auch die Tatsache hin, dald Synaptoporin nur in
Horizontalzellen des Kaninchens, nicht aber der Ratte nachweisbar war (Brandstatter et al.
1996). Die heterogene Verteilung des Glutamatrezeptors GIuR6/7, welcher stets nur in einem
einzigen Horizontalzellfortsatz in Zapfen- wie auch Stédbchenterminalen zu finden war, deutet auf
einen hohen Grad unterschiedlicher Verarbeitung glutamaterger Signale in Ribbonsynapsen hin
(Brandstatter et al. 1997). Wahrend die Dichte der H1 Zellen von der Fovea (6.360/mm?) nach
peripher deutlich abnahm (1.914/mm?), fand sich kaum eine Veranderung fir die H2 Zellen
(1.600-1.150; Wassle et al. 2000). Da das Terminal und die Zellkérper der Typ 1-Horizontalzellen
0,3 bis 1 mm voneinander entfernt sind und die Verbindung nur einen sehr geringen Durchmes-
ser hat, postulierten Nelson (1977) und Linberg & Fisher (1988), dal} diese praktisch elektrisch
voneinander isoliert sind und das Terminal nur in die Signalverarbeitung von Stabchen involviert
ist. Laut Gallego (1976) soll ein solches Horizontalzellaxonterminal Signale von 350 bis 500 Zap-
fen integrieren. Bei Froschen scheinen groRe dulRere Horizontalzellen nur Blau-sensitive Stab-
chen und Rot-sensitive Zapfen zu versorgen (Ogden et al. 1985). Die inhibitorischen Horizontal-

zellen sind GABA-erg und weisen eine Reihe synaptischer Proteine auf (Hirano et al. 2005).
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Beim Rhesusaffen zeigten Boycott & Kolb (1973b), dal3 in der Fovea kleinere Horizontalzellen
Dendriten zu 6 - 9 Zapfenterminalen senden, wahrend in der Peripherie grofe Horizontalzellen
bis zu 40 Zapfen erreichen. Fir weitere Informationen Uber Horizontalzellen bei verschiedenen
Spezies sei auf folgende Arbeiten verwiesen: Djamgoz et al. (1995); Pan & Massey (2007).

Bei Dowling & Boycott (1966), Chun et al. 1996 und Pedler & Tilly (1965) wurden Eintritte von
Horizontal- bzw. Bipolarzellfortsatzen nie nahe dem Rand des Terminals angetroffen. Herr et al.
(2003) zeigen ein Stereorekonstruktionsbild eines Blauzapfenterminals (ohne Darstellung von
SK) mit Invaginationen, die zum Teil etwas weiter am Rande des Pedikels liegen als es bei den in
vorliegender Arbeit gezeigten Rot- oder Grinzapfenterminalen der Fall war (Abb. Homo12). In
konstruierten Aufsichten waren sie bei Pedler & Tilly (1965) ungefahr ringférmig um das Zentrum
gruppiert, wobei die ganz zentrale Region nur wenige eintretende Elemente zeigte. Dagegen
waren sie in 10 Rekonstruktionen der Makakenretina homogen Uber das gesamte Terminal ver-
teilt, wurden aber nur ein kurzes Stlck in die duf3ere plexiforme Schicht hinein verfolgt (Chun et
al. 1996). Sie verliefen dabei nie senkrecht oder gar direkt hin zu den unterhalb der Terminals ge-
legenen Somata in der inneren Kdornerschicht. Dies gilt auch flir den Menschen (Missotten et al.
1963, 1965; diese Arbeit), die Ratte (Vardi et al. 1998), BALB/c Mause (vorliegende Arbeit) und
vermutlich fur alle Sdugerspezies allgemein. Ebenso verhielt es sich beim Huhnchen, bei dem 3
Zapfenterminale rekonstruiert wurden (Jastrow et al. 2006). Durch den eher horizontalen Verlauf
der Fortsatze, viele Kollateralen, die hier von groReren Fortsatzen abzweigen und zahlreiche
Synapsen kommt es schon in der dufReren plexiformen Schicht zu fir den Sehvorgang essentiel-
len gegenseitigen Beeinflussungen der Prozessus verschiedener Zellen. So entsteht hier ein
morphologisches Korrelat flir die Erkennung eines genauen Farbtons bzw. die Kontrastverschar-
fung im Sinne der lateralen Inhibition, ohne daf} dabei raumliche Auflésung verloren geht (Tsu-
kamoto et al. 1992). Auch Pedler & Tilly (1965) wiesen darauf hin, dal® diese Verschaltung fir die
gegenseitige Unterdriickung von unspezifischen Hintergrundaktivitdten benachbarter Rezeptoren
verantwortlich sein kdnnte.

Die bei Mensch, Hihnchen und Affe gefundenen Fortsatze von Zapfen zu benachbarten Zapfen
bzw. Stabchen (z.B. erkennbar in Abb. Homo14 und Animation Homo14.avi) sind der morpho-
logische Beleg dafur, da sich die Rezeptorzellen zusatzlich direkt gegenseitig beeinflussen.
Schon 1966 hatte Yamada VerknlUpfungen von Zapfen zu Zapfen und Zapfen zu Stabchen
dokumentiert. Wahrend in vorliegender Untersuchung Zapfen zu Zapfen Verbindungen nur in 4
Fallen in Form zweier aufeinander zulaufender Fortsatze beim Menschen erkennbar waren, fan-
den Missotten (1963, 1964, 1965a) bzw. Missotten et al. (1963) 6 bis 12 solcher Verknupfungen,
die Gap-junctions aufweisen (Cohen 1965; Baylor et al. 1971; Raviola & Gilula 1973; Tsukamoto
et al. 1992). Schon historische lichtmikroskopische Untersuchungen von Schultze (1866) bzw.
Dogiel (1892) wiesen 6 bis 12 laterale Kontakte zwischen Zapfen beim Menschen nach, die auch
Uga et al. (1970) elektronenmikroskopisch bestatigten. Bei der Katze fanden Smith et al (1986)
6 - 11 basolaterale Fortsatze an Zapfen der Katze, die via Gap-junctions entsprechende Nach-

barfortsdtze kontaktierten. Die umfangreiche Rekonstruktion von 221 Zapfenterminalen beim
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Menschen von Ahnelt et al (1990) zeigt klar auf, da® Blauzapfen deutlich weniger Kontakte aus-
bilden, diese praktisch so gut wie nie andere Zapfenarten kontaktieren und daf3 Rot/Griinzapfen
sehr viele Verknipfungen mit- und untereinander zeigen (Rot-Rot; Rot-Griin, Griin-Grin) und
sich damit intensiv untereinander beeinflussen. Dieterich & Rohen (1970) schildern, dal® sich die
langen Axone fovealer menschlicher Zapfen gabeln kénnen, damit meinten sie die Kontakte zu
benachbarten Zapfen oder Stabchen, die zur Verbesserung der Auflosung und Kontraststeige-
rung dienen sollen. Beim Hund sollen jedoch laut Hebel (1971) Zapfen zu Zapfen Verbindungen
sehr selten sein. In der Foveola, wo die hochste optische Auflésung erreicht wird, fanden Dickin-
son-Nelson & Nelson (1977) bei Rhesusaffen im Gegensatz zu weiter entfernten Regionen keine
Kontakte zwischen Zapfen.

Bei dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit beim Menschen untersuchten von Zapfen zu Stab-
chen ziehenden Prozessus terminierten diese ein Stlck weit neben der Eintrittspforte der Hori-
zontal- bzw. Bipolarzellfortsatze in einen Stabchenendkolben direkt an der basalen Zellmembran
(Abb. Homo 14 & Animation Homo14.avi). Mdglicherweise modulieren sie hier die Empfindung
der Lichtintensitat. Bei der Katze beschrieb Kolb (1977) 4-6 Zapfenfortsatze, die ringférmig um
den Hilus eines Stabchenterminals auftraten, wobei einige Zapfenfortsatze auch mehrere Kontak-
te zum selben Stabchen herstellten. Synapsen von Zapfenfortsatzen, die an lokalen Verdickun-
gen von ON-Bipolarzellen unterhalb deren Eintritt in ein Stdbchenterminal ausgebildet werden,
vermindern die Membranpotentialanderungen dieser Dendriten, heben also die Empfindlichkeits-
schwelle im Sinne einer lateralen Inhibition und sorgen damit flir bessere Kontrasterkennung
(Sjostrand 1989b, 1998a). Dieser Autor fand bei Kaninchen und Meerschweinchen an jeder die-
ser Auftreibungen Zapfenterminalen und demonstriert dies anhand von einigen Stereofotografien
von Modellen der relevanten Region. Bei dem in vorliegender Arbeit betrachteten menschlichen
Material wurden jedoch nur wenige solcher Kontakte gefunden.

Die invaginierenden zentralen Elemente der Ribbonsynapsen sind ON-Zapfenbipolarzellen zuzu-
ordnen, wahrend OFF-Bipolarzellen Gber basale Kontakte ihre Erregungen via Nicht-Ribbon-,
sondern konventionelle chemische Synapsen erhalten (Kolb 1994; Hopkins & Boycott 1995; Cal-
kins et al. 1996). Zuverlassige Daten diesbezliglich konnte bisher nur Sjéstrand (1998a) durch
ein komplett 3D rekonstruiertes Kaninchenzapfenterminal liefern, bei dem er 19 verschiedene
Neurone zeigte, die mit 60 tief invaginierten Endigungen an 16 Triaden mit 16 SK an insgesamt
fast 150 Synapsen beteiligt waren. Beim Menschen schatzten Missotten et al. (1963) und Missot-
ten (1965a) die Zahl nicht in das Zapfenterminal eintretender Kontakte fir die periphere mensch-
liche Retina auf ca. 500. Diese stammen zum grofen Teil von OFF-Bipolarzellen (Dowling &
Boycott 1966; Kolb et al 1969; Chun et al. 1996; Hsu et al. 1998) ansonsten sind sie Kollaterale
in das Terminal eintretender Bipolarzellen. Fir die Zapfenterminale der menschlichen Fovea
gaben Dieterich & Rohen (1970) insgesamt nur 80 Kontakte mit Fortsatzen anderer Zellen an.
Diese Zahl ist vermutlich zu gering, da sie allein die Zahl der Triaden in diesen Zapfenterminalen

schon mit 20 schatzten.
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Bei den Rekonstruktionen von Zapfenterminalen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dall der
Uberwiegende Teil der invaginierten (ON) Bipolarzellfortsatze aus nur einem einzigen verzweig-
ten Dendritenstamm einer Bipolarzelle hervorging (Abb. Disk 5; Animation Disk5.avi), wahrend
die ubrigen wenigen Dendriten, soweit verfolgbar, aus anderen Bipolarzellen hervorgingen. Ein-
fache Tonmodelle von Missotten (1965a) belegen ebenfalls, dall eine Reihe von zentralen Ele-
menten in verschiedenen Triaden eines Zapfenterminals aus einem einzigen Dendriten einer Bi-
polarzelle hervorgeht. Ein von diesem Autor rekonstruierter Horizontalzellfortsatz hat, wie auch
im Rahmen der vorliegenden Arbeit festgestellt wurde, ebenfalls mehrere Kollateralen, die an un-
terschiedlichen Triaden beteiligt sind. AuRerdem bilden Horizontalzellen in der menschlichen Re-
tina einen (Villegas 1961) bzw. 3 verschiedene Plexus aus (Pan & Massey 2007). Ahnelt und
Kolb (1994) zeigten, dal3 an Rot und Grinzapfen hauptsachlich Dendriten von H1 und H3 Hori-
zontalzellen und nur sehr selten von H2 Horizontalzellen terminierten, wahrend Blauzapfen ex-
klusiv laterale Triadenelemente von H2 Horizontalzellen und deutlich kleinere SK aufwiesen.
Langenmessungen von SK zeigten, dal} langere SK haufiger mit H1 und H3 Lateralelementen
assoziiert waren, wahrend kilirzere SK bei H2 Lateralelementen lagen: von H1 kontaktierte SK
hatten eine durchschnittliche Lange von 575 nm (n=3.058); H2 kontaktierte SK eine Durch-
schnittslange von 420 nm (n=166). Oft fanden sich neben der zentralen Invagination auch weite-
re Anlagerungen desselben Bipolarzelldendriten weiter lateral und basal an das Zapfenterminal.
Dies wurde von Lasansky (1972) als distale Verbindung bezeichnet. Dies stimmt mit Befunden
der Makakenretina Uberein, wo nur 1-4 invaginierende Bipolarzellen im Sinne einer Divergenz
ON-Signale aus Zapfenfortsatzen weiterleiten, wobei in der Regel eine den ganz Uberwiegenden
Teil der invaginierten Fortsatze stellt (Kouyama & Marshak 1992).

Allgemein gilt, da® "midget-ON" Bipolarzellen Gber einen in sehr viele invaginierende Terminalen
verzweigten Dendritenbaum Signale nur eines Zapfen erhalten (Missotten 1965a; Dowling &
Boycott 1966; Kolb 1970; Herr et al 1995), wahrend dessen Ubrige invaginierte Bipolarzelldendri-
ten von "diffuse ON" Bipolarzellen stammen, die zusatzlich Input einer Reihe anderer Kollaterale
aus weiteren Zapfenterminalen im Sinne einer Signalkonvergenz erhalten (Boycott & Dowling
1969; Mariani 1981; Boycott & Wassle 1991; Calkins et al. 1996). Laut Grunert et al. (1994) leitet
jeder Zapfen Signale an wenigstens einen Vertreter einer der verschiedenen Bipolarzellklassen
weiter. Dies mag fur periphere Retinaabschnitte zutreffen. In der Makakenfovea ist jedoch jeder
Rot- und Grinzapfen nur fir eine innere und eine dulRere Zwergbipolarzelle prasynaptisch, wah-
rend den Blauzapfen 2-4 Blauzapfen-On-Zwergbipolarzellen nachgeschaltet sind (Ahmad et al.
2003; Schein et al. 2004). Dabei erhalten die bis zu 4 Bipolarzellen ungleichmafig Input Uber 1-
16 Ribbonsynapsen. Dagegen bildet ein solche Bipolarzelle durchschnittlich 16,8 zentrale Dendri-
ten in den beiden von ihr kontaktierten Blauzapfenpedikeln (Schein et al. 2004). Beziiglich der
Charakterisierung unterschiedlicher Zapfenbipolarzellen und ihrer Verschaltung, die im Rahmen
der hier durchgefiihrten Untersuchungen nicht betrachtet wurden, sei auf folgende Literatur ver-
wiesen: Boycott & Wassle (1991); Kouyama & Marshak (1992); Calkins et al. (1994); Grinert et
al. (1994); Calkins et al. (1996); Hopkins & Boycott (1997).
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Das von Pedler & Tilly (1965) untersuchte komplette Zapfenterminal des Rhesusaffen enthielt 38

verschiedene C-formig gekrimmte bis relativ gerade verlaufende bandférmige SK. Diese wurden

zwar nicht rekonstruiert, jedoch gestattet die Analyse der Zeichnungen diesen Schlul3. Die in den

3 flr vorliegende Schrift rekonstruierten Zapfenterminalen des Menschen jeweils 12 SK passen

in diese Gréenordnung, da hier nur ca. ein Drittel eines kompletten Pedikels angetroffen wurde.

Fir komplette Rot- bzw. Griinzapfen der Peripherie der menschlichen Retina 1at sich daraus ei-

ne Zahl von ca. 35 SK errechnen, ein Wert, der gut zu den in Tabelle Disk 1 aus der Literatur

aufgelisteten quantitativen Angaben fir SK in Zapfen verschiedener Spezies palit.

Tabelle Disk1: Zahl synaptischer Koérperchen in Zapfenterminalen

Spezies Ort Rot | Griin | Blau Quelle
Mensch Foveola 10 (postuliert)* Hopkins & Boycott 1997
(Homo sapiens) Fovea 12 (geschatzt)* Dowling 1965
"zentral" 17 Rot / Gran (1)* Villegas 1964
6 mm # 19,68+4,8 (205)* 19,1315,1 Ahnelt et al. 1990
(16)
25 (10)* Missotten 1965b
peripher ca. 35 (3)* | vorliegende Arbeit
36" Boycott & Dowling 1969
Rhesusaffe Fovea 16-20 (17) | 18-20 22(4) Esfahani et al. 1993
(Macaca (6)
mulatta) peripher 38,6+2,5 (60)* Hopkins & Boycott 1997
38 (1) Rot oder Grin* Pedler & Tilly 1965
Javaneraffe 19,8+1,3 (4) Calkins et al. 1996
(Macaca Fovea 22-23 SK (4) Schein et al. 2004
fascicularis) 21,441,6 (25)" Chun et al. 1996
480-640 17-20 (8)* 21 - 23 (6) Herr et al. 2003
pum # 18,2 (39)* 22,3 (4) Klug et al. 2003
peripher 41,83 (14)* Chun et al. 1996
Griine Meerkatze Foveola 14 (postuliert)* Hopkins & Boycott 1997
(Cercopithecus 7 mm# 26,7 (3)* Boycott & Hopkins 1993
aethiops) 6 mm # 27,4+3,5 (23)* Hopkins & Boycott 1997
Rind (Bos taurus) peripher >10 (1; maximale Zahl auf einem Spiwoks-Becker 1995
Schnitt)
Katze "zentral" 10-12* Kolb 1977
(Felis domestica) peripher 27 (1) Stevens et al. 1984
Kaninchen 10 - 20* Sjéstrand 1989a
(Oryctolagus cuni- | peripher 15 (1)* Sjostrand 1974
culus) 16 (1)* Sjostrand 1998a
Maus (Mus muscu- 6-14* Johnson et al. 2007
lus) peripher 10+£1.6 (2)* Tsukamoto et al. 2001
C57BL/6J Stamm 8-10* Balkema 1991
Maus BALB/c ? 10-12 Rot oder Griin vorliegende Arbeit
Stamm (1)*
Rotwangen- ? Rot 10- Blauzapfen:
schmuckschild- Doppelzap- 12 10 Goede & Kolb 1994
krote (Pseudemys fen: UV-Zapfen: 5
scripta elegans) 8-12
Schildkréte (?7) 12* Lasansky 1972
?52,?;:32 llus) peripher zlz?):‘eaogg E(’IZ) vorliegende Arbeit

*  Typen nicht differenziert;

# Abstand von der Mitte der Fovea

(...) Zahl untersuchter Zapfenpedikel [falls angegeben]

?? Spezies in der Quelle nicht angegeben
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Wie Chun et al. (1996) demonstrieren, gibt es erhebliche, von der Exzentrizitdt der Unter-
suchungsstelle abhangige Unterschiede in der Quantitat von SK. Die Tabelle Disk 1 verdeutlicht
dies spezieslbergreifend: in den gréReren Zapfenpedikeln der Peripherie liegen deutlich mehr
SK vor als in fovealen. Gleiches gilt auch fur die invaginierten Triaden: so fanden Chun et al.
(1996) foveanah durchschnittlich 18 invaginierte Bipolarzelldendriten in 21 Triaden, peripher aber
91 in im Mittel 42 Triaden. Aus der Tatsache, dal bei weniger als 1,9 mm Abstandsunterschied
von der Foveamitte nach auRen hin eine etwa zweifache Zunahme von SK resultiert, vermuteten
Hopkins & Boycott (1997) eine Zahlvon durchschnittlich nur 10 SK in Zapfen der Foveola beim
Menschen bzw. 14 bei Cercopithecus aethiops. Herr et al. (2003) entdeckten bei Blauzapfen 7
sehr lange SK, die zwei getrennte Triaden versorgten. Solche als "double ribbons" bezeichneten
sehr langen SK konnten sie bei Rot- oder Grin Zapfenterminalen nicht nachweisen. Beim Men-
schen lielken sie sich jedoch zumindest in einem Fall nachweisen: Abb. Homo16 und Animation
Homo16.avi der vorliegenden Arbeit demonstrieren ein solch langes SK eines Rot oder Grinzap-
fens. Rao-Mirotznik et al. (1995) beschreiben die SK in Zapfenterminalen der Katze als ziemlich
gerade und deutlich langer als in Stabchen; einige kbnnen an sogar bis zu 5 verschiedenen Tri-
aden beteiligt sein.

Beim Menschen sind 3 verschiedene Zapfenarten mit unterschiedlichen Absorptionsmaxima des
spezifischen Sehpigments bekannt: Rot (L-Zapfen) 570, Grin (M-Zapfen) 535 und Blau
(S-Zapfen) 440 nm (Mariani 1983a). S-Zapfen sind kleiner und bilden nur sehr wenige Fortsatze
aus, wodurch sie sich von den beiden anderen Zapfenarten unterscheiden lassen (Ahnelt et al.
1990; Ahnelt & Kolb 1994, 2000). L- und M-Zapfen lassen sich bei Saugern anhand solcher mor-
phologischen Kriterien jedoch nicht voneinander differenzieren (Marc & Sperling 1977; Ahnelt et
al. 1987; 1990; Szél et al. 1988; Esfahani et al. 1993; Goede et al. 1993; Goede & Kolb 1994;
Kolb et al. 1997; Ahnelt & Kolb 2000). Hierflr ist ein Nachweis des fir sie spezifischen Opsins
notwendig (Smallwood et al. 2003; Wachtler et al. 2007) oder man mul} wie Esfahani et al. (1993)
in sehr langen Schnittserien ihre Verknipfungen mit spezifischen Bipolar- und deren nachge-
schalteten Ganglienzellen sicher verfolgen kdnnen. Dagegen lieen sich bei der Schildkrote
Pseudemys scripta elegans morphologisch verschiedene Zapfenarten nachweisen (Kolb & Jones
1982). Goede & Kolb (1995) rekonstruierten die Formen ganzer Zapfenterminalen fir alle funf
Zapfensorten dieser Schildkrétenart, jedoch ohne dabei invaginierende Fortsatze oder SK dar-
zustellen.

Bei den im Rahmen vorliegender Arbeit rekonstruierten Zapfenpedikeln handelt es sich am
ehesten um 2 L- und 1 M-Zapfenterminal, da in der menschlichen Retina das Verhaltnis von
L:M:S Zapfen ca. 10:5:1 betragt (Roorda & Williams 1999). Allerdings gibt es bei der Verteilung
der Zapfentypen in der menschlichen Retina auch Unterschiede in Abhangigkeit zu Exzentrizitat
wie Ahnelt et al. (1987) fir Blauzapfen zeigte. Auch wurden bei alteren Rhesusaffen deutliche
Unterschiede in der Verteilung und Zahl von S-Zapfen zwischen weiblichen und mannlichen
Tieren gefunden (de Monasterio et al. 1985). Ahnliches gilt auch fiir die Maus (Haverkamp et al.
2005).
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Laut Esfahani et al. (1993) gibt es keine relevanten Unterschiede in der Zahl (siehe Tabelle Disk
1) und Lange von SK zwischen den verschiedenen Zapfenarten bei Makaken: SK waren flache
Rechtecke mit basalen Andocklangen von 0,1 - 1,3 ym an die Zellmembran und einer Hohe von
ca. 0,3 ym, wobei die SK in den S-Zapfen durchschnittlich kleiner erschienen. Nach Hsu et al.
(1998) soll die Zahl der SK in Zapfen dem Querdurchmesser ihrer Axone direkt proportional sein.
Beim Vergleich der Primatenretina mit den im Rahmen dieses Habilitationsprojektes untersuch-
ten Nagernetzhauten ist zu berilicksichtigen, da® diese nachtaktiven Tiere, wie die Ratte nur ca. 1
(Szél et al. 1993; Spiwoks-Becker 1995) bis 1,5 % (LaVail 1976) Zapfen aufweisen. Die Quantitat
von SK in Zapfenterminalen ist bei BALB/c Mausen geringer. So zeigte der am komplettesten (zu
ca. zwei Dritteln) erfalBte Zapfenpedikel eines im Rahmen des hier vorgestellten Projektes um
5.45 getdteten Tieres 7 SK, woraus sich eine Gesamtzahl von 10 bis 12 SK pro Zapfenterminal
errechnen |aR3t. Hierzu passen die in Tabelle Disk 1 angegebenen Werte anderer Autoren. In den
rotempfindlichen Doppelzapfenterminalen des in Jastrow et al. (2006) untersuchten Hihnchens
fanden sich 14 bzw. 10 SK, da hier aber vermutlich nur ca. ein Drittel der gesamten Pedikel in
den Serienschnitten erfaldt war, erscheint eine Zahl von ca. 35 SK hierfir realistisch. Der teils
mitangeschnittene vermutliche Blauzapfen war fir quantitative Angaben zu inkomplett enthalten.

In allen visualisierten menschlichen Zapfen wurden mehrere Synapsen gefunden, bei denen hin-
tereinander in einer Reihe 2 SK an einem einzigen zentralen Bipolarzellfortsatz lagen, die lateral
von 2 verschiedenen Paaren von Horizontalzellfortsatzen begrenzt wurden (Abb. Homo 16, 17,
Disk5; Animationen Homo16.avi, Homo17.avi, Disk5.avi). Solche komplexeren Synapsen hatte
auch Missotten (1964, 1965a) beim Menschen gefunden. Gleiches gilt flir Rhesusaffen, wie sich
in mehreren Fallen anhand der Schnittzeichnungen von Pedler & Tilly (1965) nachvollziehen laft,
und Makaken (Kouyama & Marshak 1992; Chun et al. 1996). Nebeneinander stehende Konstella-
tionen, bei denen SK zwischen Horizontalzellfortsdtzen lagen, die an verschiedene Bipolarzellen
assoziiert waren, woraus eine parallele Reihe invaginierter Fortsatze resultiert, wurden gelegent-
lich beim Menschen (Abb. Homo 18; Missotten 1965a) und bei Kaninchen gefunden Sjostrand
(1974). Das Gros der Zapfenribbonsynapsen zeigte jedoch keine geordnete Topographie von
Triaden zueinander, die eine gegenseitige Beeinflussung benachbarter Einzelsynapsen wahr-
scheinlich macht.

Betrachtet man die dreidimensionale Form rekonstruierter SK in Zapfen, so fanden sich beim
Menschen nur in der Langsachse leicht gebogene boomerang-artige Bander, gelegentlich Plat-
ten. Die Organellen hatten stets zwei exakt parallele im Abstand von 35 mn (= Dicke) stehende
Hauptoberflachen und unregelmaflige Rander. Ihre maximale Lange variierte zwischen 600 und
etwas Uber 1.000 nm, ihre Hohe zwischen 200 und leicht Gber 500 nm, wie man aus der Abbil-
dung Homo19 ersehen kann. Eine ahnliche Morphologie lalt sich auch aus der gezeichneten
Schnittserie von Pedler & Tilly (1965) fir den Rhesusaffen ableiten. Hier, wie auch beim Men-
schen und Makaken (Chun et al. 1996), standen nur wenige SK in Beziehung zu zwei verschie-
denen Synapsen. Ahnelt et al (1990) fanden in menschlichen Zapfenterminalen SK von 200 - 700

nm Lange, wobei aber auch sehr lange vorkamen, die an 2 oder gar 3 verschiedenen Triaden be-
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teiligt waren. Die SK in S-Zapfen waren durchschnittlich signifikant kiirzer und lagen auch signif-
ikant dichter beieinander (1,3 SK/um? gegenuber 0,5 SK/um? in L/M-Zapfen). Auch deshalb pas-
sen die im Rahmen dieser Arbeit rekonstruierten menschlichen Zapfen-SK zu L- bzw. M-Zapfen.
Die nur 5 von McCartney & Dickson (1985) in einem Zapfenterminal des Meerschweinchens re-
konstruierten SK waren leicht gedrehte C-férmig gebogene, band- bis plattenformige Organellen.
Im Gegensatz zu Stabchen-SK lielen sich unter den in Ergebnissen (4a23) genannten Bedin-
gungen bei der BALB/c Méausen, selbst unter Ca™*-Entzug keine morphologischen Veranderun-
gen von Zapfen-SK feststellen. Von der Grundform her zeigten sich Zapfen-SK hier bandférmig
(selten lagen Platten vor), einige waren aber bedeutend langer (iber 2 um) als bei Affe oder
Mensch. Wahrend sie bei den letztgenannten Spezies eher kleiner als Stabchen SK erschienen
(Missotten 1964; vorliegende Arbeit), waren sie bei BALB/c Mausen durchschnittlich wesentlich
gréler, daflr aber deutlich weniger (nur ca. 10 bis 25 SK) in Zapfenterminalen. Die drei langsten
der rekonstruierten Bander, von denen ein Beispiel in Abb. 6b und BALB4 und den Animationen
6a.avi & BALB4.avi gezeigt ist, hatten nicht nur in einer, sondern in zwei Ebenen starkere Ver-
biegungen und waren mit 3 unterschiedlichen Ribbonsynapsen assoziiert. Von den ubrigen ana-
lysierten SK waren deutlich mehr an zwei benachbarten Synapsen beteiligt als bei Affe oder
Mensch. Im Gegensatz dazu fand Balkema (1991), allerdings bei einem anderen Mausestamm,
durch B16 Antigen Markierung fluoreszenzmikroskopisch SK in Zapfen, die deutlich kleiner und
weniger stark gebogen waren als SK in darlberliegenden Stabchenterminalen. Die von Vardi et
al. (1998) bei der Ratte rekonstruierten, nur in vereinfachter Aufsicht gezeichneten Zapfen-SK
waren zumeist lange bis extrem lange Bander, die in vielen Fallen an mehreren Synapsen betei-
ligt waren und ein bis mehrere Krimmungen bzw. Biegungen aufwiesen. Daneben fanden sich
einige deutlich kirzere, vermutlich dann breitere plattenférmige SK. Beim Hihnchen (Jastrow et
al. 2006) waren die 25 rekonstruierten SK von drei Zapfenterminalen ebenfalls bandférmig mit
leichter C-Krimmung in der Hauptachse und in der GréRe den menschlichen ahnlich (Abb.
BDG5, 6 und Animationen BDG5.avi & BDG6.avi). Nur ein besonders langes war mit zwei ver-
schiedenen Ribbonsynapsen assoziiert.

Zusammenfassend 18Rt sich feststellen, da® foveanah 10-20, peripher 30-40 synaptische Kor-
perchen in Zapfenterminalen zumeist nur in einer Ebene gekrimmte Bander oder Platten sind,
die gelegentlich an zwei selten mehr unterschiedlichen Ribbonsynapsen beteiligt sein kénnen.
Sie sind speziesabhangig kurzer oder langer als Stdbchen-SK und genau mittig zwischen grof3en
Endauftreibungen von Horizontalzellfortsatzen gelegen und stehen mittig meistens genau im
rechtem Winkel auf dem als arciform density bezeichneten Plaque der Zellmembran, an dem sie
uber feines elektronendichtes Material verankert sind. Durch diese Topographie liegt ein Grofteil
der an die SK gebundenen glutamathaltigen (Massey & Maguire 1995) Vesikel nur wenige
Nanometer von der fir die Reiztbertragung relevanten aktiven Zone der Synapsen entfernt, wo-
durch eine ultraschnelle Freisetzung ermdglicht wird. Das freigesetzte Glutamat wirkt an ver-
schiedenen Rezeptoren sowohl an direkt benachbarten Horizontalzellfortsatzen als auch an den

etwas weiter entfernten ON-Bipolarzellen; diesbeziiglich sei auf die instruktive Schemazeichnung
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in Vardi et al. (1998) verwiesen. Hier an der ersten Synapse beginnen die neuronalen Schaltkrei-
se flr das raumliche und das Farbsehen Calkins & Sterling (1999). Erwahnt sei noch, dafl}
Stevens et al. (1984) in der Retina der Katze zeigten, dall ein Grofiteil von SK innerhalb ring-
férmig angeordneter quergestreifter Fibrillen, die wie Wurzelfasern aussahen, lagen. Solche Fi-
brillen wurden auch bei Mensch und anderen Saugern gefunden; die Autoren vermuteten, sie

konnten aktive kontraktile Elemente sein, die die Form von Zapfenterminalen unter Dunkelbe-

dingungen verandern.

Abb. Disk5 Dendriten verschiedener Bipolarzellen (A-D) kénnen sich, wie bei A erkennbar, stark
verzweigen und zentrale Elemente vieler verschiedener Triaden bilden. Zu den mit 2 markierten
Dendritenendigungen gehdren jeweils zwei verschiedene in Reihe liegende SK. Die die SK
lateral flankierenden Horizontalzellfortsatze sind hier nicht dargestellt (Farben wie in Abb. Homo
3; Animation dieser Rekonstruktion: Disk5.avi).

4a25 Synaptische Kérperchen in Bipolarzellen
In der Saugerretina gibt es in der Regel 10 morphologisch verschiedene Bipolarzellarten, von

denen eine Reihe schon frih lichtmikroskopisch beschrieben wurde (Cajal 1892; Dogiel
1884,1891; Polyak 1941). Durch 3D Rekonstruktionen (z.B. Missotten 1965a, Allen 1966; Cohen
& Sterling 1990a, b), insbesondere aber die von Stell (1965) etablierte Golgi-
Praparationsmethode, welche licht- und elektronenmikroskopische Anfarbung einzelner Zellen
ermoglicht, wurde die Bipolarzellmorphologie in vielen Arbeiten erschlossen (Boycott & Dowling
1969; Famiglietti 1981; Kolb et al. 1981; Mariani 1983a; Nelson & Kolb 1983; McGuire et al.
1984; Quesada et al. 1988; Rodieck 1988; Cohen & Sterling 1990a,b; Boycott & Wassle 1991;
Euler & Wassle 1995; Euler et al. 1996). Besonders anschauliche Rekonstruktionen finden sich in
Ahnelt et al. (1990); Klug et al. (2003) und Herr et al. (2003). Dabei gibt es Speziesunterschiede,
z.B. sind beim Rhesusaffen kleine (midget) Bipolarzellen vorhanden, die der Katze oder Ratte
fehlen (Boycott & Kolb 1973a; Nelson & Kolb 1983; Boycott & Wassle 1999). Ein umfassender
Speziesvergleich findet sich in Famiglietti (1981). Stabchenbipolarzellen sind exklusiv mit Stab-
chen verbunden (Boycott & Kolb 1973a; Boycott & Wassle 1999), wahrend die Gbrigen Zapfenbi-
polarzellen nach ihrer Gesamtmorphologie, insbesondere der Ausdehnung und Verzweigung von
Dendriten und Axonen klassifiziert werden. Auch immunhistochemisch lassen sich die Bipolarzel-
len voneinander differenzieren (Haverkamp & Wassle 2000; Haverkamp et al. 2003a, b), die sich
auch durch unterschiedliche Glutamatrezeptorausstattung unterscheiden (Haverkamp et al.
2003). Befunde von Hack et al. (1999) zeigten, dal® zumindest bei Maus und Ratte auch OFF-

Zapfen Bipolarzellen Uber ionotrope AMPA Glutamatrezeptoren Signale von Stabchen erhalten
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und weiterleiten. Generell terminieren die bei Licht hyperpolarisierenden OFF-Bipolarzellen in
den oberen beiden Lagen der inneren plexiformen Schicht, wahrend sich die bei Licht depolari-
sierenden ON-Bipolarzellen in den unteren 3 Schichten verzweigen, um dort Synapsen auszu-
bilden. Man unterscheidet invaginierende, d.h. zentrale Elemente in Zapfentriaden bildende, und
flache Zwerg- "midget"- sowie 6 verschiedene, zu mehreren Zapfenterminalen ziehende, diffuse,
und eine S-Zapfen spezifische Bipolarzellart (Details in Mariani 1983a; Boycott & Kolb 1973a;
Boycott & Wassle 1991; Boycott & Hopkins 1991; Euler & Wassle 1995; Boycott & Wassle 1999;
Haverkamp et al. 2005). Eine Bipolarzellart scheint nur fir die Blauwahrnehmung zustandig zu
sein (Mariani 1983b). Wahrend die diffusen Bipolarzellen Typ 1-3 nur flache Kontakte zu mehre-
ren Zapfen ausbilden, zeigen die Typen 4 - 6 an verschiedenen Zapfen 4 - 8 invaginierende Den-
driten (Boycott & Wassle 1999). Bipolarzellen nutzen den exzitatorischen Transmitter Glutamat,
der an Ribbonsynapsen ausgeschittet wird, enthalten aber auch inhibitorisches Glyzin, welches
sie Uber Gap-junctions von Stabchen-Amakrinzellen erhalten (Vaney et al. 1998).

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Rekonstruktionen von SK in Bipolarzellen wur-
den zu kleine Ausschnitte (hauptsachlich Terminalen der mittleren und unteren, einige wenige
der oberen inneren plexiformen Schicht) der Zellen visualisiert, um eine sichere Zuordnung von
untersuchten SK zu den einzelnen Bipolarzelltypen machen zu kénnen. Eine sichere Unterschei-
dung der Bipolarzellarten ist konventionell elektronenmikroskopisch auch nur mit extrem langen
Schnittserien mdglich. Abgesehen von den Stabchenbipolarzellen mit ihrem typischen subaxo-
lemmalen netzartigen System tubularer Kaveolae, lassen sich die einzelnen Arten nicht sicher

unterscheiden, sofern sie nicht nahezu komplett erfaltt sind (Missotten 1965).

4a251 SK in Bipolarzellaxonen
In Bipolarzellaxonen der inneren plexiformen Schicht (IPS) finden sich SK nur in den Kontaktzo-

nen ihrer Terminalen, also den Synapsen des zweiten Neurons der Sehbahn. Sie liegen in der
Regel senkrecht zur Zellmembran prasynaptisch zu einem Ganglienzelldendriten und dem Fort-
satz einer amakrinen Zelle (Dowling & Boycott 1965, 1966; Dubin 1970). Gelegentlich fanden
sich bei BALB/c Mausen und dem Menschen bei zwei nahe beieinander liegenden SK post-
synaptisch zwei Ganglienzellfortsatze, zwischen denen ein Fortsatz einer amakrinen Zelle lag.
Auch bildete haufig bei einer Dyade der amakrine Fortsatz nahe der Ribbonsynapse eine kon-
ventionelle Synapse aus, bei welcher der Bipolarzellfortsatz das postsynaptische Element war
(reziproke Synapse), wie dies auch von Hebel (1971) beim Hund und Dowling & Boycott (1966)
sowie Dubin (1970) bei Mensch und Affen beschrieben wurde. Speziesubergreifend sind SK in
Bipolarzellen deutlich kleiner als in Photorezeptoren (Missotten 1960a,b; Cohen 1961; Kidd 1961,
1962; Fine 1963; Missotten 1965a; Allen 1966; Dubin 1970; Rodieck 1988; Vollrath et al. 1989)
Wie auch die vorliegende Arbeit zeigt, sind sie in Zapfenbipolarzellen beim Menschen, bei
BALB/c Mausen und Ratten stets sehr kleine, kaum gebogene Platten mit Dimensionen um 150 x
70 x 35 nm und nur relativ selten anzutreffen. Die Stabchenbipolarzellen des Menschen besitzen
entweder langere bandférmige Organellen geringer Hohe oder kleine Platten (250 x 150 x 35 nm;
Abb. Homo 20, 22, 23, 24; Animationen Homo 20.avi, Homo 22.avi & Homo 23.avi). Allen (1966)
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beschreibt diese als in verschiedenen Ebenen leicht gebogenen diskusartige Platten einer GréRRe
von ca. 100 x 150 bis 150 x 350 nm bei einer Dicke von 24-27 nm (bei einer Fixierung mit OsO,
und Vestopal Einbettung). In diesem Zusammenhang ist die von Foos et al. (1969) rekonstruier-
te, mit zwei Lochern ausgestattete Platte als auRergewohnlich grof und keinesfalls typisch ein-
zustufen. Dubin (1970), der Mensch, Affe, Katze, Ratte, Kaninchen, Erdhérnchen, Frosch und
Taube untersuchte, fand nur in wenigen Fallen multiple SK, die Giber 250 nm Lange hatten. Fer-
ner bestimmte er die Langen von Ribbonsynapsen, die beim Menschen meist zwischen 50 und
250 (im Mittel 166x14) nm lagen und stets kleiner als konventionelle Synapsen waren. Die Lange
von SK gab er fur alle untersuchten Spezies mit 140 - 210 nm an, wobei nur der Frosch etwa
halb so grof3e SK zeigte. Von der Fovea zur Peripherie hin fand er eine Abnahme der Dichte von
Bipolarzellribbonsynapsen bei Makaken, die auch in unterschiedlicher Hohe der IPS erheblich
variierte. Ferner fand Dubin (1970) Fortsatze von Amakrinzellen, die postsynaptisch fur zwei ver-
schiedene SK waren, wobei diese in einem oder in zwei verschiedenen Bipolarzellterminalen
lokalisiert lagen. Bei Ratten und BALB/c Mausen sind die rekonstruierten SK in Stabchenbipolar-
zellen im Gegensatz zu den Befunden beim Menschen nicht immer an die Zellmembran gebun-
den (ca. 20 % liegen tber 200 nm davon entfernt; Jastrow et al. 2005) und etwas grélRere, teils
starker verbogene Platten. Weitere bandférmige SK ahnelten denen beim Menschen. Gefrier-
bruchuntersuchungen von SK von Bipolarzellterminalen von Makaken und Kaninchen zeigten
rechteckige Platten, die ca. 200 nm lang und 100 nm breit waren und rechtwinklig zur Kante der
Synapse standen, an der sie meistens Uber eine rudimentare ad befestigt waren, wahrend in we-
nigen Synapsen mit nur einem postsynaptischen Ganglienzelldendriten das SK schrag zur Mem-
bran lag (Raviola & Raviola 1982). Im Bereich der auReren Kurven des Terminals fanden die Au-
toren Klathrin (iberzogene Endozytosevesikel. In Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten (Spi-
woks-Becker et al. 2004; Kolios 2006), bei denen mehr Stabchen- als Zapfenbipolarzellen analy-
siert wurden, waren auch bei den in im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SK in Bipolarzellaxo-
nen keine morphologischen Veranderungen unter verschiedenen Hell/Dunkel Bedingungen auf-
fallig. Interessant ist auch die Tatsache, dal® der Abstand der SK zu den zugehdrigen aktiven
Zonen der Synapsen deutlich groRer ist als in Photorezeptorterminalen. Dies paldt zu  einer bei
Saugern etwas geringeren physiologischen Aktivitat der zweiten Synapsen der Sehbahn (Sterling
& Matthews 2005). Eine prasynaptische Aggregation des metabotrophen Glutamatrezeptors R7
findet sich in Rattenbipolarzellterminalen interessanterweise nur in einer Halfte der aktiven Zone
gegenuber nur eines postsynaptischen Fortsatzes, so dall vermutlich die Glutamatfreisetzung flr
die beiden postsynaptischen Neurone unterschiedlich ist (Brandstatter et al. 1996). In den viel-
fach untersuchten groRen Bipolarzellterminalen des Goldfischs haben die 31-75 ungefahr kugeli-
gen SK Durchmesser von 1334 nm, ein Volumen von 764.000 nm® und bestehen aus ~ 4000
RIBEYE-Molekilen (Zenisek et al. 2004). In einem komplett rekonstruierten Terminal fanden die
Autoren 68 SK, von denen 21 in 8 Feldern aus 2 bis 5 Organellen gruppiert waren. In 30 solcher
Terminalen zahlten Zenisek et al. (2003) deutlich weniger 25,416,5 SK, darunter zeigten die

Terminale mit Durchmessern tber 9 um mehr SK (35,7+5,6).
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In ihrem Review geben Sterling & Matthews (2005) flr Saugerbipolarzellterminalen allgemein
eine Zahl von 30-40 SK an. Bei vielen Serienschnittuntersuchungen zur Klassifikation von Bipo-
larzellen wurden deren Terminale im Bezug auf SK nicht naher betrachtet. Deshalb sind zelltyp-
spezifische quantitative Angaben Uber die SK-Zahl rar: eine flache menschliche Zwergzapfenbi-
polarzelle besall 30 SK, wobei mehrere solcher Zellen 55 bis 85 Ribbonsynapsen zu einer ein-
zigen nachgeschalteten kleinen Ganglienzelle ausbilden (Kolb & Decorver 1991); eine bei Maca-
ca fascicularis von Klug et al. (2003) rekonstruierte OFF-S-Zapfenbipolarzelle zeigte 15 SK. Bei
derselben Spezies fanden Calkins & Sterling (2007) in komplett rekonstruierten diffusen Bipolar-
zellen, deren Dendriten L-, M- und S-Zapfen basal kontaktierten, beim Typ 2 45 bzw. 54 SK und
beim Typ 3 63 bzw. 70 SK, wobei im Bereich der Terminale allein DB2 Zellen 48+4 SK (n=11)
und DB2 Zellen 6915 SK (n=8) aufwiesen. Rattenstdbchenbipolarzellen besallen 36+5 SK (n =
23; Singer et al. 2004); 3 Stabchenbipolarzellen von C57BL/6J Mausen hatten 43+1 SK, 3 inva-
ginierende B1 OFF-Bipolarzellen 1353 SK, 3 B2 OFF-Bipolarzellen, die Stabchen und Zapfen-
input erhalten, 4413 SK und eine B ON-Bipolarzelle 72 SK (Tsukamoto et al. 2001). Cohen &
Sterling (1990a) stellten bei ihren 3D Rekonstruktionen und Serienschnittanalysen der Katzen-
retina fest, dal® Bipolarzellterminalen 35-105 SK aufweisen, wobei die Zahlen in jedem Subtyp fiir
sich betrachtet nur wenig schwankten: Bipolarzellen vom Typ 1 zeigten 105 (n=2); Typ 2 78-82
(n=2); Typ 3 47-48 (n=2); Typ 4 60-73 (n=2); Typ 5 (S-Zapfenbipolarzelle) 35 (n=1) SK. Interes-
santerweise besallen die Terminale von OFF-Bipolarzellen (Typen 1, 2 und 4) mehr SK als die
von ON-Bipolarzellen. Eine von Midorikawa et al. (2007) rekonstruierte Mb1 Goldfischbipolarzelle

zeigte 81 SK-assoziierte Synapsen neben 83 konventionellen Synapsen in ihrem Terminal.

4a252 SK in Bipolarzelldendriten (ektopische SK)
In Bipolarzelldendriten wiirde man die Ublicherweise prasynaptischen Organellen nicht erwarten,

da sie dort aber ebenfalls vorkommen, werden sie hier als ektopische synaptische Korperchen
(eSK) bezeichnet. Nach ihrer Entdeckung (Missotten 1965a; Kolb 1977) wurden sie systematisch
und quantitativ erst von Spiwoks-Becker et al. (2000) untersucht und im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit in Kooperation mit Spiwoks-Becker erstmals 3D-rekonstruiert. Hierbei und durch
Serienschnittanalysen konnte bei Ratten und BALB/c Mausen eindeutig gezeigt werden, daf sie
in Stabchen- und eher bei BALB/c Mausen als bei Ratten auch in Zapfenbipolarzelldendriten vor-
kommen (Spiwoks-Becker et al. 2007). Bei den Ratten fanden sich unter verschiedenen LD Be-
dingungen eSK nur ca. 30 Min. vor Beginn der Dunkelphase. Die eSK unterschieden sich von SK
in Axonen von Bipolarzellen derselben Tiere in der inneren plexiformen Schicht nicht nur durch
ihre Lokalisation, sondern auch dadurch, daf} sie nie an der Zellmembran verankert waren, deut-
lich weniger Vesikel banden, durchschnittlich ca. 30 - 50 Prozent kleiner waren und in einigen
Fallen dinne tubulare Kanale zeigten. Diese zogen selten gerade von einem Ende solcher SK
zur Zellmembran. Die in Abb. Disk9 und der Animation Disk9.avi gezeigte Rekonstruktion ver-
deutlicht, dal® es sich dabei um ein verzweigt tubuldres System handelt, welches Zeichen einer

"compound" Endo- oder Exozytose (siehe Diskussion 4e1-4: Seite 124) sein kdnnte.
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Die rekonstruierten eSK waren relativ kleine Platten, solche mit kugelformigen Profilen, wie in
Spiwoks-Becker et al. (2000) fur 3-4 % der Zapfenpedikel beschrieben, lagen in dem fir vorlie-
gende Arbeit untersuchten Material nicht vor, daflir fanden sich bei BALB/c Mausen, die 6 Wo-
chen post partum getdtet wurden, ohne je Licht gesehen zu haben, gelegentlich innen hohle
klumpenférmige eSK (Abb. Ekt7; Animationen Ekt7.avi & Ekt7a.avi; Spiwoks-Becker et al. 2007),
die aus verschmolzenen Platten entstanden sein kdnnten.

Bei der Untersuchung der menschlichen Retina konnten eSK ebenfalls nachgewiesen werden.
Sie lagen hier einige Mikrometer unterhalb der Ribbonsynapsen an der Grenze der inneren Kor-
ner- zur auflderen plexiformen Schicht (Abb. Homo 22) im noch dicken Bereich des Dendriten-
stamms einer Bipolarzelle. Bei BALB/c Mausen finden sich eSK besonders unter hoher Lichtin-
tensitat (10.000 Lux), nur in der Nahe von Zapfenterminalen in organellenarmen Fortsatzen,
aullerdem wurden sie bei lichtadaptierten Rinderretinae entdeckt, jedoch nie im Inneren von
Zapfentriaden (Spiwoks-Becker 1995, -et al. 2000). Die Autoren wie auch Kolb (1977) ordneten
die eSK Bipolarzelldendriten zu. Kolb & West (1977) schildern ihre Prasenz auch in einer flachen
invertierten Zapfenbipolarzelle und konnten aber kein Terminal dazu nachweisen. Funktionell po-
stulierten Spiwoks-Becker et al. (2000) ein Feedback von eSK tragenden Zapfenfortsatzen wah-
rend der Lichtexposition Uber ein bisher unbekanntes Verschaltungsprinzip, da SK Ublicherweise
nur prasynaptisch auftreten. Da die in vorliegender Arbeit durchgeflihrten Serienschnittanalysen
fast ausschlielllich von Stabchenbipolarzelldendriten aber auch eSK direkt in Invaginationen (=
ON-Bipolarzellen; Abb. Ekt5, 6) und nie klar erkennbare postsynaptische Verdichtungen an eSK
benachbarten Membranen erkennbar waren, ist es mdglich, da® eSK dazu dienen, Uber die Aus-
bildung tubularer Netzwerke als eine Art "compound Endozytose" extrazellulare Fllssigkeit bzw.
das darin enthaltene Glutamat aufzunehmen. Dies konnte auch erklaren, warum die eSK nicht an
die Zellmembran gebunden sind und héatte eine antagonistische Wirkung zur zugehérigen Photo-

rezeptorribbonsynapse.

4a26 Gendefekte, pathologische und Altersveranderungen
Die neuronale Plastizitat der Retina laf3t sich durch einige Erkrankungen und die dabei auftreten-

den kompensatorischen Mechanismen belegen. So z.B. bei der durch Dauerlicht bewirkten De-
generation vor allem der Stabchen bei Albino-Ratten und -Mausen (LaVail 1976). Beim Vergleich
von Retinae alterer und junger Menschen fanden Eliasieh et al. (2007) 27 % weniger Photorezep-
toren in der zentralen und 7 % weniger in der peripheren Retina. In foveafernen Bereichen der
Retinae alterer Menschen wurden viele dendritische Fasern von Stabchen- und ON-Zapfen Bipo-
larzellen sowie von benachbarten Horizontalzellfortsatzen in der dueren Kérnerschicht gefunden
(Eliasieh et al. 2007). Leider wurde keine elektronenmikroskopische Untersuchung angeschlos-
sen, bei der eventuell hier kompensatorisch neu auftretende Ribbonsynapsen hatten nachgewie-
sen werden koénnen. Solche Kompensationen wurden bei Maus-Chimaren mit genetischem
Defekt (rds-Maus), der zur progressiven Degeneration fihrt, in Form multipler SK in Gberleben-

den Stabchenterminalen gefunden und auch dreidimensional an Beispielen rekonstruiert (Sanyal
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et al. 1992; Jansen et al. 1997). Hier bei fanden die Autoren multiple SK und vermehrte postsy-
naptische Elemente in den noch erhaltenen Stabchensynapsen betroffener Regionen.

Neben an Mitochondrienauflenmembranen angelagerten sakkularen Membranschlauchen fan-
den Kuwabara & Funahashi (1976) bei Charles River CD-Albinoratten unter 500 cd starker Be-
leuchtung bevorzugt an den SK Profilenden nodulare Auftreibungen und ab 24-stlindiger Exposi-
tion erste Degenerationen kompletter Stdbchenterminale. Bei extremem Licht (2.200 Lux) ausge-
setzten BALB/c Mausen vergroRerten sich die bereits vorhandenen postsynaptischen Fortsatze
und zeigten mehrere Endauftreibungen. Dabei bildeten sich statt der tblichen singuldren doppel-
te bis dreifache Ribbonsynapseneinheiten in den Endkolben der noch erhaltenen Stabchen aus,
die beispielhaft auch 3D-rekonstruiert wurden (Jansen et al. 1997). Bei Mausen des nob (no b-
wave Stammes, dem im Elektroretinogramm die B Welle fehlt) kommt es zu angeborener Nacht-
blindheit. Bayley & Morgans (2007) untersuchten solche Tiere und fanden hier in der inneren
Kdrnerschicht bei Normaltieren nicht auftretende Ribbonsynapsen mit rundlich klumpigen SK, die
durch RIBEYE-Immunofluoreszenzmarkierung und elektronenmikroskopisch nachgewiesen wur-
den, und abnormal hierher eingewachsenen Bipolar- bzw. Horizontalzellfortsdtzen. Durch das
Einsprossen ihrer Dendriten in Zapfenterminalen kénnen Stabchenbipolarzellen bei genetisch
bedingten stabchenspezifisch degenerativen Erkrankungen den Ausfall der Stabchenterminalen
teilweise kompensieren, wie von Peng et al. (2000) gezeigt wurde. Haverkamp et al. (2006) de-
monstrierten, daf Zapfenbipolarzellen in CNGA3" Mausen, bei denen die Zapfen spezifisch aus-
fallen, kompensatorisch ektopische Synapsen an Stabchenterminalen ausbilden, was bei
CNGA3" Rho™ Mausen, deren Stabchen auch afunktionell sind, nicht der Fall war. AuRerdem
fanden die Autoren das Gegenphanomen bei Rho”~ Mausen mit funktionslosen Stibchen: hier
bildeten Stabchenbipolarzellen Kontakte zu den funktionellen Zapfenterminalen aus. Dies war bei
CNGA3" Rho’ Mausen deren Zapfen ebenfalls afunktionell sind, nicht zu beobachten. Hieraus
laRt sich folgern, dal ektopische Synapsen nur an funktionierenden Photorezeptoren auftreten
und sich Input "beraubte" Bipolarzellen neuen Input suchen (Haverkamp et al. 2006).

Interessanterweise wurde ein ahnliches Auswachsen von Fortsatzen auch bei der experimentel-
len Netzhautablésung (Lewis et al. 1998) und der Retinitis pigmentosa beobachtet (Li et al.
1995). Bei der artifiziellen Netzhautanlésung fanden sich Ribbonsynapsen im Bereich der aule-
ren Koérnerschicht (Lewis et al. 1998). Bei der Retinitis pigmentosa kommt es aullerdem im
Krankheitsverlauf neben Veranderungen an Auf3en- und Innensegmenten zum Auftreten welliger
12nm dicker Intermediarfilamente in Zapfenterminalen. Es finden sich perinuklear SK und Vesikel
sind im Zapfenterminal nur noch an SK erkennbar. Die Morphologie der Ribbonsynapsen selbst
scheint unbeeintrachtigt zu bleiben (Szamier & Berson 1977) bis es im weiteren Krankheitsver-
lauf zum kompletten Verlust aller Stdbchen kommt (Szamier & Berson 1977). Wahrend des Win-
terschlafs fanden Remé & Young (1977) bei Erdhérnchen groRe Aggregationen verkleinerter SK
in Zapfenterminalen, die bis zu 5,5 ym oberhalb der Triaden lokalisiert waren. Diese erinnern an
die grofRen Felder von SK der Meerschweinchenzirbeldriise, zeigten aber nicht die dort oft an-

getroffene, ziemlich exakt parallele Anordnung von Untergruppen. Da nach Ende des Winter-



Diskussion 107
schlafs diese Akkumulationen von SK verschwanden, sind sie als Speicherform fir SK Material
anzusehen.

Stabchenterminalen, die tUber Drusen (extrazellularen Ablagerungen zwischen Pigmentepithelzel-
len und der Bruch'schen Membran) lokalisiert sind, zeigten in Serienschnittanalysen von Johnson
et al. (2005) keine SK wahrend Uber Drusen lokalisierte Zapfenterminalen kaum noch Invaginati-
onen und weniger bis keine SK mehr erkennen lielen. Bei CNGA3”Rho” Mausen, die ab dem
3. postnatalen Monat progressive Photorezeptordegeneration zeigen, fanden Claes et al. (2004)
bei den im Vergleich zum Wildtyp wenigen noch vorhandenen Stabchenterminalen in Gber 45 %
der Falle zwei oder mehr SK (Wildtyp nur 4 %), auRerdem eine erhebliche Zunahme postsynapti-
scher Elemente und eine Anderung der Morphologie der anfangs hufeisenférmigen SK zu ringar-
tigen und schlief3lich nur noch vereinzelten kleinen klumpigen Strukturen. In Bipolarzellterminalen
traten degenerative Veranderungen an SK und Ribbonsynapsen der erst ab dem 9. postnatalen

Monat auf.

4b quantitative Untersuchungen synaptischer Kérperchen
Die Plastizitat synaptischer Korperchen erstreckt sich auf Veranderungen in Zahl, GréRe, Form,

Gruppierungsanordnung und Lokalisation, wobei Tages- und jahreszeitliche Rhythmen, insbe-
sondere aber der EinfluR von Licht- und Dunkelheit eine Rolle spielen (Review: Vollrath &
Spiwoks-Becker 1996).

Um fir retinale SK sinnvolle, vergleichbare quantitative Aussagen zu machen, missen einige Pa-
rameter beachtet werden, da diese im Gegensatz zur Zirbeldriise, die zumindest bei Saugern
einen relativ homogenen Aufbau hat, eine klare Schichtung und besonders foveanah topogra-
phische Unterschiede aufweist. Wahrend Stabchen meist 1-2 SK besitzen, liegen bei Zapfen
oben beschriebene foveandhe- und speziesabhangige Unterschiede vor. Fir vergleichbare wis-
senschaftliche Aussagen muissen korrespondierende Areale Uber die gesamte zu vermessende
Anschnittslange in gleicher Orientierung geschnitten werden, was diffizil ist, und die GroRe des
ausgewerteten Areals oder besser noch Gewebsvolumens mufy angegeben und ausreichend
grol} sein. Neben der Schnittdicke miissen die Exzentrizitat, Spezies, und Fixierungs- bzw. Ein-
bettungsbedingungen bekannt und vergleichbar sein. Auf’erdem muf} zwischen Stabchen- und
Zapfenterminalen unterschieden werden. Bei quantitativen Vergleichen sollte eine hohe SK-Zahl
an moglichst vielen Tieren aus gleichbehandelten Gruppen in vergleichbar gro3en Arealen unter-
sucht werden und idealerweise eine Disektormethode angewendet werden. Fir Profillangenmes-
sungen sollte zusatzlich eine exakte (zuvor geeichte) Messung zu Grunde liegen. Leider sind in
vielen Arbeiten diese Bedingungen nicht oder nur unzureichend erflllt, was den Ergebnis-
vergleich erschwert.

In Bipolarzellen korreliert die Zahl von SK mit der Komplexitat der Verschaltung und ist fir die
Nachverarbeitung der Signale von Bedeutung. In der Zirbeldrise durfte die Zahl von SK, beson-
ders membrangebundener, Einflisse auf Zellaktivitat, interne Regelkreise und Melatoninproduk-

tion haben. Zusammen mit der Oberflache ist die Zahl der SK fir die Menge an Transmittervesi-
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keln, die fur eine Signaltransduktion zur Verfiigung stehen mit entscheidend, da in dieser endo-

krinen Drise aufder den an SK gebundenen nur wenige Vesikel zu Verfigung stehen.

4b1 Pilotuntersuchungen
Die Ergebnisse der in dieser Schrift vorgestellten Pilotuntersuchungen zeigten sehr drastische

Unterschiede zwischen den Disektorwerten fir ganze synaptische Kérperchen (SK) und deren
Profilzahl. Dies liegt an der Form der Organellen, die die Ergebnisse der etablierten Profilzahl-
methode ganz wesentlich beeinflult. So liefern z.B. beim Meerschweinchen sehr grole Platten,
Bander bzw. irregulare SK Uber doppelt so viele Profilanschnitte wie die kugelférmige SK. Be-
trachtet man die Relationen der Ergebnisse fur verschiedene Tiere einer gleich behandelten
Gruppe, so finden sich sehr deutliche Unterschiede insbesondere, wenn relativ geringe Gewebs-
volumina untersucht wurden, daher wurde flr nachfolgende Disektoruntersuchungen ein Richt-
wert von mindestens 1.000 um?® Gewebe festgelegt. Dies |4t sich mit einem Schnittpaar bei
Schnitten in Ublicher GréRRe in der Regel erreichen, wenn alle auf beiden Schnitten unbeschadig-
ten Kantenabschnitte ausgezahlt werden. Ferner wurden in Folgeuntersuchungen immer zusatz-

lich Profillangen gemessen, um SK-GréRenveranderungen zu erfassen.

4b2 Theoretische Uberlegungen zu Profillingen, Oberflichen und Volumina von SK
Da SK mit grofierem Volumen bei konstanter Dicke auch groRere Oberflachen haben, kdnnen

diese entsprechend mehr Vesikel binden, was funktionell relevant und neben den Lagebeziehun-
gen dieser Vesikel zur aktiven Zone der eigentlich interessierende Parameter ist. Unter der An-
nahme SK seien im Gewebe zuféllig orientiert, kann man bei konstanter Dicke regular polymeri-
sierter SK vermuten, daf3, wenn die durchschnittliche Lange von Profilen einer ausreichenden
SK-Zahl gemessen wird, diese vom durchschnittlichen Volumen derselben abhangig ist. Um dies
mathematisch zu erfassen, erscheint folgender von Prof. Dr. Miller-Stach (FB Mathematik, J. Gu-
tenberg-Universitat Mainz) vorgeschlagene Ansatz sinnvoll: vereinfacht man die Form von SK zu
Quadern, deren Abmessungen a (Hohe), b (Breite) und c (Dicke) sind, wobei c der einheitlichen
Dicke von SK (35 nm) entspricht, so resultiert ein Volumen von a x b x 35 nm. Nimmt man an,
dafd c im Vergleich zu a und b klein ist und b = A x a gilt, wobei A durch ein festes Seitenverhaltnis
der Héhe zur Breite von SK definiert wird (z.B. 1 zu 3), so kann man raumliche Schnitte durch
Geradenschnitte in einem ebenen Modell ersetzen (s. unten). Zur weiteren Vereinfachung wer-

den nur Schnitte durch den Ursprung betrachtet. Das Volumen ist durch V = A x a? x-35 nm gege-

ben, also ist \/Vproportional zur Lange eines raumlichen Schnitts. Die Oberflache des Quaders
laRkt sich danndurch2 x (axb+axc+bxc)=2xAxa? +2x35nmxax(A+1)errechnen.

Betrachtet man die SK wegen ihrer konstanten Dicke als vereinfachtes ebenes Modell in Form
eines Rechtecks mit den Seitenlangen a (H6he) und A x a (Breite), wobei als Seitenverhaltnisse
Werte von 1 bis 6 angenommen werden, wodurch die Grélze von A bestimmt wird, so ist der der
Flacheninhalt des Rechtecks A = A x a2 Legt man nun den Mittelpunkt des Rechtecks in ein
Koordinatensystem achsenparallel dazu und betrachtet alle Geraden durch den Ursprung mit

dem Steigungswinkel ¢ (von der X—Achse aus gemessen, siehe Abb. Disk6), so ist die Lange
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des Schnittes einer gemessenen Strecke innerhalb des Rechtecks (die praktisch einer Langen-

messung eines zufallig im Raum orientierten SK gleichzusetzen ist) mit den Randern des Recht-

A4 falls 0 < g <arctan (1/-A) und L(g) = —°

cos(p) sin(g) '
1

ecks nach Pythagoras L(¢) =

b

| |
a2 Z 2
al 412

a< g a< P

br2=Axan

b=Axa b=Axa
Abb. Disk6 Ein SK (grau), zum Rechteck vereinfacht, hat die Hohe a und die Breite b, welche

durch ein festes Verhaltnis zur Hohe vorgegeben wird, z.B. 1:3 so, da® b = A x a, im Beispiel b =
3 x a ist. Legt man nun einen Schnitt 1 im Winkel ¢4, der groRer als arctan (1 / A) Grad ist, durch

das Rechteck, so erhalt man ein Schnittprofil, dessen Lange {, ist. Die halbe Lange {112 18Rt sich
nun aus dem rechtwinkligen Dreieck durch die bekannte Seitenlange a/2 und den Winkel ¢4 er-
rechnen. Sie gilt jedoch nur so lange der Schnitt 1 die Ober- und auch die Unterkante des Recht-
ecks trifft. FUr alle Schnitte 2 mit einem Winkel ¢,, der kleiner als arctan (1 /-A) Grad ist, erhalt

man ein Schnittprofil, dessen Lange fz ist. Die halbe Lange f2/2 laRt sich nun aus dem rechtwink-
ligen Dreieck durch die bekannte Seitenlange b/2 = A x a/2 und den Winkel ¢, errechnen. Auch
hier gilt dies nur, solange der Schnitt 2 die rechte sowie auch die linke Seite des Rechtecks trifft.

Nimmt man nun an, daf} alle Winkel gleich verteilt, d.h. die SK wirklich zuféllig im Raum orientiert

vorliegen, so bekommt man fir die mittlere Schnittlange (Erwartungswert)

_ 1 arctan(1/ 4) ﬂua 1 J~ﬂ/2 a
/29 cos(p) 4 7T 2 Jarctan(1/2) sin( )
Wenn man verschiedene Seitenverhaltnisse einsetzt, errechnen sich hierbei folgende Werte:
SK Hbéhe:Breite = 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6

Erwartungswert ¢ | 1,1222xa | 1,6317xa | 1,7830 xa | 1,9637 xa | 2,1046 xa | 2,2200 x a
Im Fall A = 1 (Quadrat) bekommt man den Erwartungswert ¢ = 1.122 x a. Dies ist plausibel, da

die Diagonale \/Ex aist.

Diese Berechnung hat jedoch die Einschrankung, daf nur die Langen von Schnitten erfaldt wer-
den, bei denen stets beide gegentuberliegende Kanten des Rechtecks getroffen werden und be-
rlcksichtigt nicht die Falle, in denen Schnitte durch aneinander angrenzende Kanten verlaufen
(vgl. Text zur Legende der Abb. Disk6).

Um herauszufinden, wieviele Langen man messen muf}, damit man ein signifikantes Ergebnis
erhalt, wird angenommen, es seien N Stichproben genommen und mit der obigen Formel /4
2./ n gemessen. Nach der Chebyshevschen Ungleichung fiir die Wahrscheinlichkeit P, daf} der

i+l 4.+,

Mittelwert 7\ = um mehr als & vom Erwartungswert E abweicht erhalt man

Var

2
g

P([/n-l]=s¢)s<

wobei Var die Varianz ist. Die Varianz kann man berechnen durch
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2 2
Var = L premwinf_Aa -/ d(p+L i - A d und erhalt als Ergebnis:
/29 cos() 7T/ 2 Jaretan(/ D\ sin( )
SK Héhe:Breite = 1:1 1:2 1:3 1:4 1:5 1:6
Var = 0,0139 | 0,2002 | 0,6405 | 1,2368 | 1,9369 | 2,7109
x a’ x a’ x a’ X a° x a° x a’

Var Var100?
Ne?  N5%/

eine Fehlerwahrscheinlichkeit von weniger als 5 Prozent wissenschaftlich akzeptabel ist, muf}

.Da

Mit ¢ = %E (5 Prozent) bekommt man also die Fehlerwahrscheinlichkeit

gelten

2 3
Varz _Var 1?0 < 0,05 bzw. N > —V“’;l(zo .
Ne2 N5 53¢

Hierdurch laRt sich die notwendige Stichprobenzahl errechnen. Sie betragt fiir
SK H6he:Breite= | 1:1 | 1:2 | 1:3 14 15 1:6
Stichprobenzahl | 89 | 683 | 1612 | 2566 | 3499 | 4401

Diese Berechnungen sind nur mdglich, wenn man ein durchschnittliches Verhaltnis von Lange zu
Breite definiert, sonst kann man nicht von gemessenen Langen auf Volumina oder Oberflachen
schlielen. Man sollte schon unter den o0.g. Vereinfachungen und Einschrankungen mindestens
die angegebene Stichprobenzahl nehmen, um einen wissenschaftlich validen Wert zu bekom-
men. Da SK aber nie alle dieselben Hohe zu Breite Verhaltnisse haben, sollte man von deren
Maximum ausgehen. Da SK ferner nie tatsachlich rechtwinklige Platten, sondern meist unter-
schiedlich stark gebogene boomerangartige Organellen mit zusatzlichen Verdrehungen sind,
ware die Zahl der fir wissenschaftlich haltbare Aussagen zu vermessenden SK unter einer Ver-
suchsbedingung auf jeden Fall um ein mehrfaches héher festzulegen. Sie genau zu bestimmen
ist praktisch unmdglich. Man mifte dazu alle mdglichen SK Formen in allen realistischen Grélken
und jedem mdglichen Raumwinkel (90 x 90 x 90 Grad in x-, y- und z-Richtung, dies sind allein
schon 729.000 Mdéglichkeiten) virtuell generieren. Dann mii3te man aus der Beziehung von deren
Durchschnittsvolumen zu den Profillangen generierter zufalliger Anschnitte einen genauen Um-
rechnungsfaktor bestimmen.

Fazit: Wenn man Profillangenmessungen von SK durchfiihrt und dabei einigermalfien valide Er-
gebnisse erhalten will, sollte bei einem durchschnittlichen Hohe zu Breite Verhaltnis von 1:4 und
maximal 1:6 mindestens die doppelte 0.g. maximale Profilzahl, also Gber 8.800 fiir eine Ver-
suchsbedingung vorhanden sein. Selbst dann wirde man bei zufalliger Orientierung der SK im
Raum und zufélliger Stichprobenauswahl noch einem Fehler um 5 % machen. Wenn nicht zu-
fallig orientierte Schnitte der Retina gemacht werden, genigt vermutlich eine geringere Zahl, da
die SK zumindest ungefahr senkrecht zur Oberflache der Retina orientiert stehen. Auf das Prob-
lem der Orientierung von SK, welches unterschiedliche Ergebnisse bei der Ladngenbestimmung
und Beurteilung von SK zur Folge hat, wiesen schon Grin (1980) und McCartney & Dickson

(1985) hin, jedoch ohne einen weitergehenden mathematischen Nachweis zu fiihren.
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Fakt ist: die Profilangenmessungen erfassen nur den Abstand zwischen den Auflengrenzen
einer mehr oder weniger zufallig im Raum orientierten platten- oder bandférmigen Organelle und
haben mit deren maximaler oder minimaler Ausdehnung, Lange oder Breite direkt nichts zu tun!
Nur eine, wie oben gezeigt, doch sehr groflte Zahl von Profillangenmessungen flir eine identische
Versuchsbedingung erlaubt einen wissenschaftlich haltbaren Rickschluf® auf die GroRe oder
funktionell relevante Oberflache von SK. Zuverlassig lassen sich diese valideren Grofen allein
durch 3D-Rekonstruktionen mit Hilfe geeigneter Software vermessen, da hierfir die Auflésung
und Prazision auch der konfokalen Immunflureszenzmikroskopie nicht ausreicht. Da 3D-
Rekonstruktionen aus elektronenmikroskopischen Serienschnitten jedoch sehr zeitintensiv sind,
konnten in der vorliegenden Arbeit nur einige SK exemplarisch fur verschiedene Versuchsbedin-
gungen untersucht werden. Wollte man hierbei aussagekraftige SK-Zahlen erreichen, wurde der
extreme Aufwand in keinem sinnvollen Verhaltnis mehr zum Ergebnis stehen. Auf jeden Fall ge-
ben Profillangenmessungen insbesondere bei sehr hoher Zahl vermessener SK, Hinweise auf
deren GroéRRe und Oberflache und erlauben es, ihre morphologische Dynamik zu beschreiben.
Beim Vergleich solcher Werte flir verschiedene experimentelle Bedingungen spielt auch die
GroRe des Unterschieds der Mittelwerte (neben Standardabweichung und Maximalwerten) eine
wesentliche Rolle. Eingedenk der oben angestellten Uberlegungen und Rechnungen erscheinen
nur Studien zuverlassig, bei denen klare und deutlich signifikante Unterschiede bei praziser
Schilderung der Analysebedingungen vorliegen.

Da synaptische Korperchen in der Regel erhebliche GroRenunterschiede bei ein und demselben
Tier aufweisen und zudem noch unterschiedlich stark gebogen und/oder verdreht sind, wie viele
Abbildungen rekonstruierter SK belegen, ist eine allgemeine Beschreibung von SK unter einer
Versuchsbedingung kaum sinnvoll méglich, da eine "durchschnittlich X mal Y nm mal 35 nm
(wenigstens die Dicke ist Ublicherweise konstant) grof3e" Organelle bei weitem nicht alle mdgli-
chen Form- und GrdRenvarianten wiedergeben kann. Die Volumina dreidimensional rekonstruier-
ter SK lassen sich Uber die Zahlung der Voxel segmentierter bzw. rekonstruierter Organellen ge-
nau errechnen (umso genauer, je praziser die VoxelgroRe bestimmt werden kann). Da die Orga-
nellen im Falle einer regelmaRigen Polymerisation ihrer Komponenten eine konstante Bereite von
35 nm haben, kann so sogar relativ einfach ihre funktionell bedeutsame Oberflache errechnet
werden. Diese steht in Beziehung zu den gebundenen Vesikeln bzw. der Zahl an Vesikeln, die
gebunden werden kdnnten. Hierbei ist jedoch zu bedenken, daf’ nie alle SK gleichmafig und nur
selten maximal dicht mit Vesikeln besetzt sind, auRerdem haben nicht alle Vesikel dieselbe
Grofe (manche sind bis zu 3-fach gréRer als andere). In der Retina, aber auch unter bestimmten
Versuchsbedingungen an anderen Lokalisationen binden an Vesikel, die selbst an SK befestigt
sind, noch weitere (iber feine Briicken elektronendichten Materials (Vollrath et al. 1989; Spiwoks-
Becker 1995). AuRRerdem ist zu beachten, dal} bei starken Biegungen auf einer konkaven Seite
eines SK weniger und auf seiner konvexen Seite mehr Vesikel gebunden werden kénnen, da es
hier physiologische Mindestabstande gibt. Bei parallel stehenden SK ist zu berlicksichtigen, da}

Vesikel, die sich mitten zwischen 2 SK befinden, in den meisten Fallen von beiden gebunden
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werden, also insgesamt im Bereich der parallelen Oberflachen nur halb so viele Vesikel, dafir
aber doppelt so fest gebunden werden. Auf diesem Wege kann es auch zu der exakt parallelen
Ausrichtung plattenférmiger SK in Feldern kommen. Analoges gilt auch fir Vesikel, die von 2 eng

beieinander liegenden klumpenférmigen oder kugeligen SK beiderseits gebunden werden.

4b3 Disektor
Bei der in Methoden (5b5: Seite 21f.) und Jastrow et al. (1997b) vorgestellten bidirektionalen Di-

sektorzahlmethode ist ein theoretischer, in praxi jedoch nicht relevanter, Fehler mdglich (siehe
Legende Abb. Met3). Um diesen auszuschlie3en, ist folgende in Abb. Disk7 gezeigte Modifikation
notwendig: Die untere Ausschluf3linie mufl um den maximal moglichen Durchmesser eines Profils
eines SK angehoben werden. Im Gegensatz zu der verwendeten, in Abb. Met3 gezeigten, Me-
thode ist hier keine unsichere Zone mehr vorhanden. Die Anwendung der fehlerfreien Methode
fuhrt aber zu erheblicher Verkleinerung der evaluierbaren Flache und wurde wegen des vernach-
lassigbaren eventuellen Fehlers (Wahrscheinlichkeit < 1:10°) nicht angewendet. Im Falle deutlich
haufigerer Strukturen mit stark gekrimmten Profilen, hatte sie jedoch verwendet werden missen.

B Sicherheltszone
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A - K
c' D’ , ’
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: (] G' \ xl
P S —
# —— L = #
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Abb. Disk7 Das Prinzip einer fehlerfreien Disektor Quantifizierung. Hierbei ist das Vorgehen ab-
gesehen von den folgenden Abweichungen mit der in Material und Methoden beschriebenen
Methode identisch: Die ausgewertete Flache ist in beiden Schnitten um einen Streifen mit der
Hohe des maximalen Profildurchmessers eines SK (2,5 um in der Rattenzirbeldriise) reduziert,
d.h. die untere AusschluBlinie wird in diesem Abstand parallel zum intakten Bereich der Schnitt-
kante verschoben. Das Partikelprofil X' ist komplett erkennbar und wird nicht gezahlt, da es die
kurze rechte AusschluBlinie berthrt (*). Die Profile F, F', G und G’ liegen aullerhalb des Zahl-
gebietes und auch I' wird nicht berticksichtigt, da es die untere Ausschlulllinie Uberschreitet.
# = beschadigte Schnittkanten.

Allgemein wird davon ausgegangen, dal} SK zufallig und homogen im Zirbeldrisengewebe ver-
teilt sind. Hierauf basieren alle bis dato durchgefiihrten Untersuchungen und Vergleiche. Belegt
wird dies durch Befunde, bei denen Profilzahlen von SK und Feldern im proximalen, intermedia-
ren und distalen Bereich der Drise nicht statistisch signifikant verschieden waren (SD Ratten:
Kurumado & Mori 1977; Wistar-Ratten: Kosaras et al. 1983; Meerschweinchen: Vollrath 1973).
Im Gegensatz dazu zeigt die konfokale Immunfluoreszenzmikroskopie regionale Haufungen von
SK (Spiwoks-Becker et al. unverdffentlicht). Auch die hier vorgestellten Ergebnisse der Disektor-
zahlungen bei Tieren innerhalb gleichbehandelter Gruppen zeigten erhebliche Abweichungen
(Hainz et al. 1997; Jastrow et al. 1997b, 1998; Hainz 2003; Jastrow & Racke 2007). Dies zeigt,

dall entweder die untersuchten Gewebsareale zu klein waren, oder die fir die Applikation einer
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Disektorzahlung (DZ) notwendige gleichmalige Verteilung der zu untersuchenden Strukturen
(Gundersen et al. 1988a, b) doch nicht gegeben war. Die inhomogene Verteilung von SK im Ge-
webe wird im Wesentlichen verursacht durch selten bis gar nicht auftretende Felder, in denen
mehrere SK in einigen hundert Quadratnanometern dicht beieinanderliegen. So fanden sich z.B.
in einer Rattenzirbeldriise in 2 Schnittpaaren, die tGber 1 ym voneinander entfernt aus derselben
Schnittserie stammten, signifikant verschiedene Werte bei der Profilzahlung, die ebenfalls in der
Disektorauswertung, wenn auch nicht mehr signifikant, verschieden waren. Wie bereits die Pilot-
untersuchungen zeigten, sind Wertabweichungen fir gleichbehandelte Tiere einer Gruppe um so
groler je kleiner die ausgewerteten Gewebsareale sind.

Da die Durchfuhrung von Disektor-Quantifizierungen im Vergleich zu den "klassischen" PZ in
Flachen Uber das Vierfache an Zeit bendtigt, hatten Jastrow et al. (1997b) vorgeschlagen, durch
die Auszahlung gentigend grof3er Areale bzw. Volumina nur fir ein Tier einer identisch behandel-
ten Gruppe einen Faktor zu bestimmen, den man auf die Ergebnisse der deutlich schneller
durchflhrbaren PZ der Gbrigen Tiere anwendet. Der Vergleich der so errechneten Werte mit den
tatsachlich gezahlten zeigte, besonders bei plattenformigen SK, jedoch inakzeptabel hohe Ab-
weichungen auch dann noch, wenn die durchschnittlichen Profillangen berlcksichtig werden.
Konkret betrugen die Abweichungen fur die aus Jastrow & Racke (2007) auf Seite 72 zitierten
Ergebnisse durchschnittlich Uber 25 Prozent. Bei Hainz (2003) lagen sie gemittelt um 15 %. Um
wenigstens fir untersuchte Gewebsareale eine zuverlassige quantitative Aussage machen zu
kénnen, mul} folglich fiir jedes einzelne Tier, selbst innerhalb einer gleichbehandelten Gruppe,
eine DZ durchgeflhrt werden.

Insbesondere aufgrund der groReren Felder von SK mit vielen Einzelorganellen, die ausgespro-
chen selten vorkommen, waren flr eine tatsachlich valide Quantifizierung von SK in einer gesam-
ten Zirbeldrise Auszahlungen entlang der Kanten von Dutzenden von Schnittpaaren erforderlich,
die in systematischem Zufall aus dem Gesamtgewebe gewonnen werden muf3ten, um ein ausrei-
chend grofRes Auswertungsvolumen zu erhalten (Jastrow et al. 1996b; -1997b,e). Dies lieRRe sich
mit der hier vorgestellten TEM Methode praktisch nicht verninftig realisieren. Das sinnvollste
Procedere zur validen Quantifizierung von SK in der Zirbeldrise ware eine Markierung von SK
mit Antikdrpern z.B. gegen RIBEYE-A oder -B und die anschlieRende immunfluoreszenzmikro-
skopische Untersuchung an einem Laser-Scanning-Mikroskop (LSM), bei der in einem systema-
tischem Zufallverfahren optische Disektoruntersuchungen gemall dem von Gundersen et al.
(1988b) beschriebenen Fraktionator durchgefiihrt werden. In diesem Zusammenhang bestatigen
erste LSM-Untersuchungen der Zirbeldrise eine zum Teil unregelmafige Verteilung von SK und
zeigen eine groRRere Zahl von Feldern als TEM Untersuchungen dies vermuten lielen (Spiwoks-

Becker et al. unveréffentlicht).

4b4 Vergleich der erhobenen quantitativen Daten mit anderen Untersuchungen
Die Plastizitat von SK in der Zirbeldriise wurde zuerst von Vollrath & Huss (1973) in Pinealozyten

des Meerschweinchens entdeckt. Beziiglich der Lange von Profilen synaptischer Korperchen

sind folgende Daten fiir die Rattenzirbeldriise bekannt: Bei unter (LD = 12:12; Licht an um 7.00)
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um 01.00 getéteten Tieren betrug sie 206,5 + 6,8 nm (Maitra et al. 1986); bei um 12.00 gettteten
Tieren (LD = 12:12; Licht an um 6.00) 200,9 * 8,7 nm (von Mach & Vollrath 2003), bei 2 Wochen
jungeren, unter gleichen Bedingungen gehaltenen Ratten 169 + 6 (Spiwoks-Becker 1995), bzw.
145 + 4 Nanometer (Jastrow et al. 1997a) und bei um 24.00 getoteten Tieren 204 + 7 (Spiwoks-
Becker 1995) bzw. 185 + 6 nm (Jastrow et al. 1997a). Bei letztgenannten Untersuchungen betru-
gen die signifikanten Langenzunahmen 23 (Spiwoks-Becker 1995) bzw. 27,6 % (Jastrow et al.
1997a). Mit Hilfe von Serienschnittanalysen wurde eine Oberflachen- und Volumenzunahme von
jeweils 19,3 % errechnet (Jastrow et al. 1997a). Diese Daten gelten fur unter normalen Lichtbe-
dingungen (LD 12:12) gehaltene Tiere.

Im Gegensatz dazu stehen die Befunde von Jastrow & Racke (2007), bei denen extreme Photo-
perioden verwendet wurden: Eine 20-stindige Lichtexposition fuhrte zu einer deutlich signifikan-
ten Profillangenzunahme (P < 0,001) im Vergleich zu der 4-stiindigen Lichtexposition bei LD 4:20
Tieren. Bei der Zusammenfassung aller LD 20:4 Gruppen zeigte sich im Vergleich zu den sum-
mierten Langenwerten der 4:20 Gruppen ebenfalls eine hochsignifikante Langenzunahme
(P < 0,001). Eine langere Lichtexposition fuhrte somit zu langeren SK Profilen. Fir Profillangen-
messungen in der Zirbeldrise unter Dauerdunkelheit gibt es keine Literaturdaten, bei 4 Monate
unter Dauerlicht gehaltenen Meerschweinchen wurde nur in der distalen und intermediaren, nicht
aber der weitaus gréReren Hauptregion der Driise eine signifikante Profillangenzuname gefunden
(Vollrath 1986).

Die in Jastrow & Racke (2007) publizierte Tabelle faldt alle verfliigbaren bis dato publizierten Da-
ten bezlglich der Haufigkeit synaptischer Kérperchen auf die Standardflache von 20.000 um?
umgerechnet zusammen, die bei in vivo Material von Sprague-Dawley Ratten erhoben wurden.
Einige Reviews fassen Angaben flr andere Rattenstdmme, Kultur- und experimentelle Bedin-
gungen sowie fir weitere Spezies zusammen (McNulty & Fox 1992; Bhatnagar 1994; Karasek &
Zielinska 2000). Generell zeigten Profilzahlen von SK keine relevanten geschlechtsspezifischen
oder menstruationszyklusabhangigen Unterschiede (Saidapur et al. 1990). Der Datenvergleich
zeigt unter gleichen oder nahezu gleichen Bedingungen in vielen Fallen erhebliche Unterschiede.
Die Schnittdicke muf3 bei solchen Vergleichen berutcksichtigt werden, da mit zunehmender Dicke
auch mehr SK angeschnitten werden. So wirden z.B.: 100 Profile bei 50 nm dicken Schnitten
140 Profilen auf 70 nm dicken Schnitten entsprechen; 100 Profile auf 70 nm dicken Schnitten
waren 71,4 auf 50 nm-Schnitten gleichzusetzen. Aber auch unter Bericksichtigung dieses
Faktors ergibt sich keine befriedigende Ubereinstimmung. Dies mag auf nicht erwahnte Be-
dingungen, wie z.B. oft nicht angegebene Luxzahl, die Herkunft und Zahl der Tiere im Kafig, die
Temperatur, die Jahreszeit, geographische Unterschiede, aber auch individuell unterschiedliche
Beurteilung durch verschiedene Untersucher bei sehr kleinen oder fraglichen Profilen oder noch
andere unbekannte Faktoren zurtickzuflihren sein (Jastrow & Racke 2007). Ein fir die Beurtei-
lung der Validitat der Untersuchungen wichtiger Aspekt ist auch die oben erwahnte nie homoge-
ne SK-Verteilung im Gewebe, die besonders bei kleinen ausgewerteten Flachen problematisch

wird. Bei Disektorzahlungen (DZ) werden stets mindestens zwei, in jedem Zweifelsfall noch wei-
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tere Serienschnitte betrachtet, dadurch ist die Wahrscheinlichkeit hierbei Profile zu Gibersehen
geringer als bei den Profilzahlungen (PZ).

In nur wenigen Studien wurden SD Ratten unter anderen als den Ublichen (LD 12:12) Photoperi-
oden gehalten. Karasek (1976) und Karasek et al. (1983) fanden bei PZ von SK unter LD 14:10
ahnliche Werte wie unter Normalverhaltnissen. Unter 63 Tagen Dauerlicht stellten Vollrath & Mai-
tra (1986) einen Uber 2 fachen, stark signifikanten Profilanstieg fest. Die in Jastrow & Racke
(2007) erhobenen Befunde zeigten zwar mehr SK in DZ und mehr ihrer Profile bei Zusammen-
fassung aller Gruppen unter LD 20:4 Bedingungen, statistische Signifikanzen wurden jedoch
nicht erreicht. Nachtliche Lichtexposition fiihrte zu einer signifikanten Abnahme von SK Profilen
wie auch der N-acetyltransferaseaktivitat (Maitra et al. 1986). Hieraus |1aldt sich folgern, daR kurze
Lichtexposition zwar eine Wirkung auf Profilzahlen und damit vermutlich auch auf die Gesamtzahl
von SK hat, langere Haltung unter extremen Photoperioden aber keinen gesicherten Einfluf hat.
Dagegen konnten Karasek et al. (1988) einen Jahresrhythmus flr SK Profilzahlen in Pinealozy-
ten von Wistar Ratten mit einem Maximum im Oktober und einem Minimum in April nachweisen.
Dazu passen auch die hohen quantitativen Daten, die Jastrow et al. (1997b) bei einer um 12.00
im Oktober getéteten Ratte erhoben hatten (90 SK Profile / 20.000 ym?2 bzw. 33 SK/ 1.000 pm3).
Bei unter naturlichen Lichtbedingungen in Spanien gehaltenen Wistar Ratten fanden sich in der
Kurztagsperiode (Februar) signifikant mehr SK-Profile als in der Langtagsperiode (September;
Cimas Garcia et al. 1987; Martinez-Soriano et al. 1992). Bei Betrachtung verschiedener
Totungszeitpunkte waren die Unterschiede um 6.00 und 10.00 deutlich signifikanter als um 14.00
und 18.00 und um 22.00 und 24.00 nur noch insignifikant hoher.

Unter den noch extremeren Bedingungen von Jastrow & Racke (2007; LD 4:20) verhielt es sich
in den PZ und DZ entgegengesetzt, wobei allerdings keine statistische Signifikanz erreicht wurde.
Im Februar fanden sich in der Licht- wie auch der Dunkelphase signifikant mehr SK Profile als im
April (Martinez-Soriano et al. 1996, 2002). Zusatzlich wurden auch signifikante Unterschiede zwi-
schen der Voll- und Neumondphase beschrieben (Martinez-Soriano et al. 2002). Pinealozyten
unter LD 16:8 bzw. 8:16 Bedingungen gehaltener Djungarischer Hamsters zeigten lediglich einen
nicht signifikanten Abfall der SK Profilzahl bei den unter Kurztagsbedingungen gehaltenen
Tieren; Hamster, die 67 Tagen Dauerlicht ausgesetzt waren, zeigten signifikant weniger Profile
(Fechner 1986). Dies steht im Gegensatz zu dem von Vollrath & Maitra (1986) beschriebenen si-
gnifikanten Profilzahlanstieg bei dauerbelichteten SD-Ratten.

Zusammengefalit korrelieren die Befunde der eben geschilderten Untersuchungen in einigen
Fallen nicht, so dal} sich keine einheitliche, klare, spezieslibergreifende Aussage machen laRt,
dennoch deuten die Ergebnisse darauf hin, dal’ die Zahl von Profilen synaptischer Kérperchen
umgekehrt proportional zur Dauer der Lichtphasen ist, wie zuerst von Vollrath (1973) fir die

Meerschweinchenzirbeldriise postuliert wurde.
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4b5 Chronobiologie und Lichtwirkung auf synaptische Korperchen

Die Zahl der Profile synaptischer Kérperchen unterliegt in Pinealozyten einem Tag/Nacht Rhyth-
mus (Vollrath 1973; Kurumado & Mori 1977, 1980; Cimas Garcia et al. 1987; Spiwoks-Becker
1995; Martinez-Soriano et al. 2002). Dieser etabliert sich kurz nach dem Einwachsen sym-
pathischer Nervenfasern in die Zirbeldriise zwischen dem 10. und 20. Tag post partum (King &
Dougherty 1980) und wird im Wesentlichen durch die Photoperiode hervorgerufen. Die in Jastrow
& Racke (2007) gewonnenen Daten sowohl der Profil- (PZ) als auch der Disektorquantifikation
(DZ) lassen sich mit einem klaren Rhythmus jedoch nicht in Einklang bringen. Hier hatte eine
Kontrollgruppe mit "normalem" Tag Nacht Zyklus (LD 12:12) hilfreich sein kdnnen, jedoch war
das Ziel der Studie Unterschiede bei extrem entgegengesetzten Photoperioden herauszufinden.
Die Tatsache, dal} die einzigen statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen 6
(LD 20:4, 9 Stunden Licht) und der Gruppe 1 (LD 4:20; 4 Stunden Licht) bzw. 3 (LD 4:20; 13
Stunden Dunkelheit) in PZ und DZ auftraten, sind schwer zu interpretieren, insbesondere, da sich
das Maximum nach 9 Stunden Licht fand. Dies steht im Widerspruch zu anderen Studien. So
fanden Kurumado & Mori (1977) in Pinealozyten 6 - 10 Stunden nach "Licht an" unter LD 12:12
Bedingungen signifikant weniger SK Profile, gefolgt von einem leichten Anstieg, bevor das Licht
wieder ausgeschaltet wurde. Letztere ebenfalls an SD-Ratten erhobene Befunde sind analog zu
Zahlungen bei Meerschweinchen unter gleichen Lichtbedingungen (Vollrath 1973).

Die in Jastrow & Racke (2007) am Ende der Lichtperiode getoéteten Tiere (Gruppe 4), zeigten
weniger statt mehr SK und SK Profile, wenn auch kein statistisch signifikanter Unterschied vorlag
(P = 0,067). Kurz gesagt, die erhobenen Daten sind ungewdhnlich, da sich einerseits unter Licht
erst ein Anstieg, dann ein Abfall in der Zahl synaptischer Kérperchen zeigte und andererseits, nur
sehr wenige signifikante quantitative Anderungen in DZ und PZ vorlagen: Gruppen 1 zu 6 und 3
zu 6 neben der grenzwertigen Signifikanz in der Disektorzahlung zwischen Gruppe 1 und 5 (s.
Ergebnisse 3b3: Seite 72). Nur, wenn man alle Tiere unten gleicher Photoperiode zusammen-
falte, ergab sich ein signifikanter Anstieg der SK-Profile von LD 4:20 zu 20:4.

Adly et al. (1999) und Spiwoks-Becker et al. (2004) zeigten, dal} SK der Retina von BALB/c M&u-
sen nach dem Einschalten von Licht Vorwdlbungen aufweisen und Material verlieren, welches
sich in der Dunkelphase wieder anlagert. Bei der hier vorgestellten Untersuchung der Ratten-
zirbeldrise (Jastrow & Racke 2007) fanden sich in keinem Fall Auftreibungen von SK oder Hin-
weise auf sich anlagerndes oder abspaltendes Material. Daraus a3t sich folgern, dal® zumindest
bei SK in Rattenpinealozyten GroRenveranderungen auf molekularer, d.h. elektronenmikros-
kopisch nicht sichtbarer Ebene stattfinden. Solche Mechanismen wurden auch fiir SK in
Meerschweinchenpinealozyten postuliert (Vollrath 1973).

Im Gegensatz zur Netzhaut sind die allermeisten SK der Zirbeldriise bedeutend kleiner. Es ist
vermutlich auch keine so schnelle GroRenveranderung in Reaktion auf Lichtreize in Zirbel-
drisenparenchymzellen notwendig wie bei SK in Stabchen- oder Zapfenterminalen der Retina.
Die Gabe von Dauerlicht verursacht bizarre, teils klumpige Veranderungen der Organellen in
Pinealozyten des Meerschweinchens (Vollrath & Huss 1973; Vollrath 1986; Jastrow et al. 2004).
Dies gilt aber nicht fir SD-Ratten (Vollrath & Maitra 1986). In in vitro gehaltenen Bipolarzellen
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des Goldfisches konnten Zenisek et al. (2004) zeigen, daf sich einige fluoreszenzmarkierte SK
mit Geschwindigkeiten von 0,35 bis 13,5 nm/sec entlang der Zellmembran bewegten, wahrend
die meisten relativ unbeweglich erschienen, aulerdem verschwanden 2 SK von der Zellmembran
in Richtung Zellinneres.

Spiwoks-Becker (1995) zeigte, dal® nach 6 Stunden Licht unter LD 12:12, also um 12.00 37,5 %
aller SK bei SD-Rattenpinealocyten in Feldern lagen. Dies waren signifikant mehr SK als um Mit-
ternacht (24.00). Ahnliche Befunde wurden von (Vollrath 1973) an Meerschweinchenpinealozyten
erhoben. In der hier vorgestellten Untersuchung wurde aus folgenden Griinden auf Aussagen
bezlglich der Felder verzichtet: 1. zu geringe Zahl fiir eine statistisch sinnvolle Aussage, 2. un-
terschiedliche Zahl von SK in den Feldern, 3. Felder die im untersuchten Material gerade begin-
nen, sind nicht erfal3bar. 4. Es lag keine erkennbare Korrelation zu den unterschiedlichen Ver-
suchsbedingungen vor. Man kann bei allen bisher durchgefiihrten Untersuchungen davon aus-
gehen, dal viele in den betrachteten Schnitten einzeln liegend erscheinende SK tatsachlich zu
Feldern gehdrten, die sich erst hatten erkennen lassen, wenn benachbarte Serienschnitte unter-
sucht worden waren. Dasselbe gilt flir gepaart liegende Profile von SK. Eine sinnvolle Analyse
von SK-Feldern 4Rt sich lediglich durch die aufwendige Serienschnittanalyse beginnend mindes-
tens 5 Nachbarschnitte vor und nach jedem einzelnen entdeckten Profil machen, da die Abstan-
de zwischen SK in Feldern bis zu 250 nm betragen kénnen. Auch die vorgestellte Untersuchung
kann diese Kriterien nicht erflillen, da lediglich bei zwei oder mehr benachbart liegenden Profilen
eine Priufung der Nachbarschnitte zur Vermeidung falscher Disektorzahlungen erfolgte. Durch die
Verwendung von RIBEYE Antikérpern jedoch lassen sich in Laser-Scanning-Mikroskopen fluo-
reszenzmikroskopisch SK sicher erkennen und beurteilen (Spiwoks-Becker et al. unveréffent-
licht). Die Anwendung dieser Methode ist deutlich schneller, einfacher und sicherer zur Erfassung
von Feldern von SK geeignet und macht elektronenmikroskopische Serienschnittanalysen zu den
meisten Fragestellungen tberflissig.

Bei der Untersuchung von SK Zahl und Profillange uber 24 Stunden bei normalen LD 12:12 Zyk-
lus an Meerschweinchen fanden McCartney & Dickson (1977, 1985) weder bei Stabchen noch
bei Zapfen signifikante tageszyklische Anderungen. Ein Auftreten von kugeligen SK oder Verdi-
ckungen wurde nicht beschrieben. Da die Aktivitdt von Ribbonsynapsen sich im Tagesverlauf
aber andert mit héherer Aktivitat in Dunkelphasen (Trifonov 1968; Dowling 1974; Kaneko 1979)
erklaren McCartney & Dickson (1985) dies allein durch einen héheren Turnover von Vesikeln, der
nicht unbedingt GroRen- bzw. numerische Anderungen von SK erfordert. Bei Ratten und BALB/c
Mausen treten nur in Stdbchenterminalen wahrend der Lichtphase neben den typischen platten-
férmigen Organellen auch solche mit rundlichen Auftreibungen an den membranfernen Randern
und davon I6sgeldste, nie zellmembrangebundene, ovoide bis kugelférmige SK auf (Vollrath et al.
1989; Spiwoks-Becker 1995; Adly et al. 1999; Vollrath et al. 2001; Spiwoks-Becker et al. 2004;
vorliegende Arbeit). Insbesondere bei BALB/c Mausen zeigten sich schon nach wenigen Minuten
Licht erste Verdickungen an den membranabgewandten Randern der boomerangférmigen SK

und die Bildung von Kugeln / Klumpen begann (Adly et al. 1999). Als erste beschrieben Abe &
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Yamamoto (1984) in Stabchenterminalen der Frischwasserschildkréte (Pseudemys spec.) einen
diurnalen Rhythmus von SK in der Retina. Ab 1 Stunde vor Ende der Lichtphase zerfielen plat-
tenférmige SK in rundliche Gebilde, die Durchmesser bis zu 250 nm hatten und sich in der Dun-
kelphase wieder zu mehreren parallel zueinander stehenden, regular polymerisierten Platten zu-
sammenschlossen, von denen eine an der Membran verankert war. Ab Mitte der Lichtphase zeig-
ten sich bis zum o.g. Zeitpunkt zunehmend aufgeweichte, irregulare Konturen der Profile aggre-
gierter SK, was durch zunehmende Unordnung bei der Polymerisation der Komponenten der SK
zu erklaren ist. Durch Applikation langerer Licht- bzw. Dunkelphasen konnten Abe & Yamamoto
(1988) belegen, dall unter langerer Dunkelheit keine Hinweise auf eine Bildung von Kugeln zu
finden war, wahrend die Verlangerung der Hellphase die Wiederausbildung regularer Plattenag-
gregate verhinderte und so viele kugelférmige SK neben unscharf konturierten Platten persistier-
ten.

Unter Ianger anhaltender Dunkelheit nimmt laut De Robertis & Franchi (1956) der Durchmesser
synaptischer Vesikel in Stabchen- und Zapfenterminalen ab. Die von diesen Autoren ebenfalls
beschriebene Zunahme von Vesikeln unter Dunkelbedingungen konnte jedoch von Mountford
(1963) nicht bestatigt werden. Interessant in diesem Zusammenhang ist, dal® unter 48 Stunden
Dunkelheit deutlich mehr Vesikel wesentlich dichter an Zapfen-SK bei Schildkroten gebunden
werden als unter 48 Stunden Licht; dies war verbunden mit einer Verdoppelung der Oberflache
der in etwa rechteckigen SK (Pierantoni & McCann 1984). Die bei Profilzahlungen in definierten
Flachen gewonnene Zahl von Ribbonsynapsen in der Rattenretina fanden Case & Plummer
(1993) mit der vierten Wurzel der Lichtintensitat invers korreliert, aber positiv mit der Starke der
auleren plexiformen Schicht. Dabei vergroRerte sich das Volumen der Photorezeptorterminalen,
ohne dal} ihre Zahl anstieg.

Messungen zeigten, da® bei Rind und Ratte in Stdbchenterminalen stabférmige Profile von SK
deutlich langer waren als in Zapfenpedikeln; im Speziesvergleich waren dabei die Stdbchen-SK
Profile beim Rind signifikant Ianger als die der Ratte, wobei sich bezuglich der Zapfen SK kein si-
gnifikanter Unterschied ergab (Spiwoks-Becker 1995). Folglich sind die SK des Rindes auch
dreidimensional groRer als die der Ratte. SK Profile des Rindes nahmen von 05.00 bis 07.00 sig-
nifikant an Lange zu und verkirzten sich ab 09.00 wieder, wahrend sie bei Ratten nachts kirzer
als am Tag waren. Aufgrund der Problematik der Langenbestimmung von SK Profilen (siehe Dis-
kussion 4b2: Seite 108) und der uneinheitlichen Literaturangaben a3t sich keine zusammen-
fassende allgemeine Aussage zur Grofienveranderung von SK unter chronobiologischen Ge-
sichtspunkten machen, die Einwirkungsdauer und -stérke des Lichts ist jedoch hier als der
wesentliche Faktor anzunehmen, der bei Saugern praktisch nur SK in den wesentlich licht-

empfindlicheren Stabchen oder in Pinealozyten beeinfluft.

4c Funktionelle Bedeutung von Dystroglykan an Ribbonsynapsen
Viele Befunde deuten darauf hin, dal} die Veranderungen im Bereich der B-Welle (Verlangerung,

Amplitudenanderung, spatere Auslésung) von Elektroretinogrammen (ERG) bei Muskeldystro-

phiepatienten und entsprechenden Mausmodellen durch gestorte synaptische Ubertragung reti-
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naler Ribbonsynapsen verursacht werden (Fitzgerald et al. 1994; Kameya et al. 1997). Der Grund
daflir ist wahrscheinlich, dal normalerweise an den Dystroglykankomplex (DGC) gebundene
synaptische Transmissionsproteine nicht mehr richtig oder am richtigen Ort wirken kénnen (Cibis
et al. 1993; Blank et al. 1993).

Bei den im Rahmen dieses Projektes durchgefiihrten Untersuchungen konnte erstmals die
genaue Lokalisation von beta-Dystroglykan (BDG), der zentralen Komponente des Dystrophin-
assoziierten Proteinkomplexes (Michele & Campbell 2003), an Ribbonsynapsen demonstriert
werden. Dies ist eine wesentliche Voraussetzung fir ein funktionell-morphologisches Verstandnis
der den Muskeldystrophien zu Grunde liegenden Pathophysiologie. Es konnte gezeigt werden,
dal BDG ausschlieBlich prasynaptisch an Photorezeptorterminalen vorhanden ist und in den
postsynaptischen Elementen, d.h. Horizontal- und Bipolarzellfortsatzen fehlt. BDG wurde hierbei
nicht an der aktiven Zone der Ribbonsynapsen, sondern nur perisynaptisch nachgewiesen.
Ferner wurde immunfluoreszenzmikroskopisch gezeigt, dal® das in der SK-Verankerung relevan-
te Bassoon (tom Dieck et al. 2005) zwar in der Nahe von BDG zu finden, aber nicht damit koloka-
lisiert war. Die immunelektronenmikroskopischen Befunde demonstrierten, da® BDG in Fortsat-
zen der Zapfenzellen oft membrannah, aber nur selten direkt dort angelagert, bevorzugt seitlich
und an den Spitzen von gebeugten parallel zur Basis des Endkolbens verlaufenden Zellaus-
laufern unterhalb der Auftreibungen von Horizontalzellfortsatzen prasent ist. Hier befindet sich die
perisynaptische Zone. Eine direkte Beteiligung an der Exozytose der Vesikel dieser tonisch
feuernden Synapsen ist zwar nicht gegeben, aber eine Beteiligung an anderen Prozessen, die
deren Aktivitat beeinfluf3t.

Eine Hypothese ist, dal bei Mutation des DGC andere Proteine auch nicht mehr prazise lokali-
siert sind. Ein mdglicher Kandidat ware der Glutamattransporter, der nicht adaquat wirken kann,
wenn er nicht loco typico prasent ist. Dies wirde die Abschaltung der synaptischen Transmission
hemmen, weil Glutamat dann langer im synaptischen Spalt verbliebe, wodurch genau die Ver-
anderung der B-Welle verursacht wirde, die bei Muskeldystrophiepatienten gezeigt wurde.

Die fluoreszenzmikroskopisch gefundene BDG-Immunreaktivitat ahnelt der, die fir Ratten- bzw.
Mé&useretinae bisher nur in Einzelschnitten demonstriert wurde (Blank et al. 1999; Koulen et al.
1998). So ist anzunehmen, dal} die hier erhobenen Befunde speziestbergreifend gelten. Die ge-
wonnenen Ergebnisse stehen auch im Einklang mit der Expression von BDG m-RNA in Photo-
rezeptoren (Montanaro et al. 1995), der BDG Verteilung und der Prasenz prasynaptischer Spe-
zialisationen in Photorezeptoren (Blank et al. 2002), der Kolokalisation von Dystroglykan mit Dy-
strophin und B-Dystrobrevin (Drenckhahn et al. 1996) und der nicht Uberlappenden Anfarbung
von Dystroglykan und Synaptophysin (Drenckhahn et al. 1996). Die gefundene Verteilung steht
aber im Gegensatz zu anderen Studien, die eine Anreicherung von Dystroglykan in Horizontal-
und Bipolarzellfortsatzen sowie eine Assoziation von BDG mit Photorezeptorribbonsynapsen be-
schrieben (Koulen et al. 1998, Schmitz & Drenckhahn 1997, Drenckhahn et al. 1996), wobei me-
thodische Fehler dies nicht erklaren konnen, da die meisten Studien den monoklonalen

43DAG/8D5 Antikorper verwendeten, der fiir BDG aller Spezies spezifisch ist, und keine Anzei-
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chen unspezifischer Farbungen erkennbar waren. Jedoch sind auch die in der hier vorgestellten
Untersuchung verwendeten Methoden der Silberverstarkung von Immunogold markierten BDG
Antikérpern valide, und die Befunde wurden an 4 Ribbonsynapsen enthaltenden Zapfentermina-
len erhoben. Eine Erklarungsmaglichkeit der abweichenden Ergebnisse kdnnte eine speziesspe-
zifische Verteilung sein: bei Maus, Ratte und Huhn nur perisynaptisch in Photorezeptorfortsatzen;
bei Mensch, Kaninchen und Rind in Bipolar- und Horizontalzellfortsatzen. Andererseits konnte
auch eine vom Tag/Nacht Zyklus abhangige Verteilung innerhalb derselben Spezies daflir ver-
antwortlich sein, da Photorezeptorfortsatze in vielen Spezies sehr dynamische und plastische
Strukturen sind, die sich lichtabhangig aus- und zurtickbilden kénnen (Brandon & Lam 1983,
Cooper & McLaughlin 1982).

DarlUber hinaus ist die Lokalisation von Dystroglykan auch innerhalb einer Spezies variabel so
z.B. in der Maus: der mdx3Cv Mausestamm mit einer Mutation im Dystrophin Gen bei gestortem
ERG zeigt eine reduzierte Immunreaktivitédt fir BDG besonders im Bereich der aktiven Zone,
wahrend der Wildtyp bei normalen ERG eine perisynaptische Lokalisation aufweist (Blank et al.
1999). Scheinbar ist die Lokalisation des DGCs flexibel und von anderen Strukturen im Terminal
abhangig. Jedoch ist sie nicht Photorezeptortyp-spezifisch, denn Zapfen dominierte Hilhnchenre-
tinae zeigen ahnliche Markierungen wie Stabchen dominierte Ratten- und Mausenetzhaute (Kou-
len et al. 1998).

Die funktionelle Bedeutung von Photorezeptorfortsatzen, die tief in die aulRere plexiforme Schicht
reichen (Brandon & Lam 1983, Linberg & Fisher 1988) ist unklar sowie auch die Frage, was ihre
zum Teil intensive BDG Immunreaktivitat zu bedeuten hat. Méglicherweise konnte der DGC hier
zytomechanische Funktionen haben ahnlich wie in der Skelettmuskulatur (Campbell 1995). So
koénnte er durch seine Assoziation mit dem Zytoskelett die Grundlage fir die 0.g. Formverande-
rungen unter verschiedenen Lichtbedingungen bilden oder fir die mechanische Stabilitdt des
Terminals mitverantwortlich sein. Analog zur Skelettmuskulatur ware es auch maoglich, daf} es als
Gerust zur Anreicherung bestimmter Proteine in speziellen Fortsatzdoméanen dient (Blake &
Kroger 2000).

Es ist zwar naheliegend anzunehmen, dal} eine veranderte B-Welle im ERG auf einer Unterbre-
chung der synaptischen Ubertragung von Photorezeptoren und ihren nachgeschalteten Zellen
zurtckzuflhren ist, aber die perisynaptische Lage macht es unwahrscheinlich, daf hier die Ve-
sikelexozytose gestort wird. Daher ist eher von einer indirekten Wirkung auf die chemische Reiz-
Ubertragung auszugehen. Da viele Proteine an den DGC binden, wie z.B. die n-NOS und diverse
Kinasen (Lumeng et al. 1999, Spence et al. 2004), kénnte bei der Stérung ihrer Bindung in be-
stimmten Subkompartimenten durch Fehlen des DGCs deren Funktion beeintrachtigt werden.
Das wurde Signaltransduktionswege unterbrechen, die dann die bekannten Formen der Muskel-
dystrophie hervorrufen. In Stabchen- und Zapfenterminalen kénnte analog z.B. die ahnlich wie
BDG verteilte NMDA Rezeptor Untereinheit NR1C2' (Fletcher et al. 2000) vorkommen. Oder es
konnten Glutamattransporter (Rauen & Kanner 1994) hier an der Plasmamembran in wohl de-

finiertem Abstand zur aktiven Zone der Ribbonsynapse verankert sein, deren Funktionsstérung
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die ERG Veranderung hervorrufen konnte, z.B. der durch Wersinger et al. (2006) in Zapfen- und
Stabchenterminalen nachgewiesene exzitatorischen Aminosauretransporter EAAT5. Aullerdem
bestehen flache Kontakte zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen, die weiter aul3erhalb der
Ribbonsynapse auch im Bereich der BDG Markierung liegen und, ebenfalls resultierend in ERG
Veranderungen, bei Stérungen im DGC beeintrachtigt werden kdnnten.

Zusammenfassend sprechen die in Jastrow et al. (2006) erhobenen Befunde fiir eine Verlange-
rung der B-Welle im ERG bei Patienten mit Muskeldystrophie und entsprechenden Mausmodel-
len durch eine Funktionsdnderung der Photorezeptorterminalen ohne direkte Beteiligung der
Bipolar- oder Horizontalzellen. Sie implizieren, daf die perisynaptische Zone um die invaginierten
Fortsatze der eben genannten Zellen einen molekular spezialisierten Bereich darstellt, in dem die

Reizubertragung moduliert werden kann.

4d Molekulare Komponenten von SK
Von Zenisek et al. (2004) konnte in Bipolarzellen des Goldfisches gezeigt werden, dal} RIBEYE

mit einem Anteil von 67 % die wesentliche Komponente von SK ist: jedes SK bestand aus ca.
4000 RIBEYE Molekilen. Diese besitzen eine SK-spezifische N-terminale A Domane und eine C-
terminale B Domane, die mit dem Transkriptionsrepressor CtBP2 identisch ist (Schmitz et al.
2000). Wie dort beschrieben, entstehen die Organellen durch eine sehr regelmafige Seit-an-Seit
Aggregation von RIBEYE-Dimeren. Die aufReren im elektronenmikroskopischen Bild sehr elek-
tronendichten Schichten entsprechen dabei den RIBEYE B Domanen, die weniger elektronen-
dichten Zwischenschichten dem RIBEYE A, wahrend der zentrale elektronendichte Bereich der
Dimeruntereinheit entspricht, welche zwei RIBEYE A Molekule miteinander verbindet. Bei regula-
rer Polymerisation der Komponenten synaptischer Kérperchen verknupfen sich die RIBEYE Mo-
leklle stets in nur zwei entgegengesetzten Richtungen miteinander, wobei sie sich sehr regel-
malfig seitlich aneinander lagern (Schmitz et al. 2000). Dies 4t sich im TEM als charakteristi-
sche Streifung, allerdings nur bei genau senkrecht zur Schnittebene liegenden SK Profilen er-
kennen (Lanzavecchia 1960; Cohen 1963) und ergibt dreidimensional einen funfschichtigen (pen-
talamellaren) Aufbau der plattenartigen Organellen (Abb. Disk8). Matsusaka (1967) beschreibt
innerhalb der ~2,5 nm dicken elektronendichten Schichten nochmals eine Dreiteilung aus zwei
dichten AuRen- und einer weniger dichten Innensublamina. Die Dicke senkrecht angetroffener SK
wurde in der Retina in Stabchen, Zapfen und Bipolarzellen von Mensch und Ratte sowie in
Pinealozyten von Ratte und Meerschweinchen vermessen und betrug in allen Fallen 35 nm. Die-
se Starke geben auch andere Autoren fur SK an: Huhnchenretinae (Matsusaka 1967); Albino-
Rattenretina (Cragg 1969); Meerschweinchenretina (Sjostrand 1958); Frosch und Schildkrétenre-
tina (Pierantoni & McCann 1984). Dies gilt jedoch nur fir die Osmiumfixierung von elektronen-
mikroskopischen Praparaten, wahrend bei Verwendung von Permaganat eine Starke von ca. 45
nm typisch ist (Pierantoni & McCann 1984).

Im ampulldren Sinnesorgan Typ A beim elektrischen Fisch Gymnarchus niloticus fand Mullinger
(1969) davon abweichend deutlich dickere (iber 100 nm), plattenférmige SK, die 7 bis Uber 9

Lamellen aufwiesen. Die von Dunn (1973) verdffentlichte Tabelle (5) in der ein-, drei- und funf-
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fach geschichtete SK unterschieden werden, ist falsch, denn hierbei wurde nicht beachtet, dal}
nur genau senkrecht angetroffene SK beurteilt werden kénnen. Inhaltlich wird sie durch eine
Reihe von Originalaufnahmen, die im Zuge dieser Arbeit bei Ratte (Abb. Js1), Maus und Mensch
(Abb. Disk8) gemacht wurden, eindeutig widerlegt. Jedoch finden sich in seltenen Fallen neben
den pentalamellaren SK auch solche mit mehr Banden in der Retina, wie dies Spiwoks-Becker
(1995) beim Rind beschreibt. Sie fiihrte dies auf eine lokale Aneinanderlagerung von SK zurick.
Bei den dicken und bizarren SK der Meerschweinchenzirbeldriise unter Dauerlichtbedingungen
war dies auch zu beobachten (Abb. Disk 1). Mit Hilfe der Freeze-Etching Technik untersuchte SK
zeigten sehr regelmafig parallel in Reihen angeordnete 4-6 nm

Abb. Disk8 Bei diesem genau senkrecht zur
Schnittebene angetroffenen SK Profil eines
menschlichen Zapfens wird die pentalamellare
Grundstruktur deutlich. Die Dicke des SK betragt
35 nm. Die aufleren elektronendichten Schichten
. entsprechen den RIBEYE B Domanen, die
weniger elektronendichten Zwischenschichten
dem RIBEYE A, der zentrale elektronendichte
Bereich der Dimeruntereinheit, welche zwei
RIBEYE A Molekule verknUpft.

%

durchmessende Partikel auf der Oberflache (Fig. 3 in Usukura & Yamada 1987), von denen sich
30-50 nm lange Filamente (Durchmesser: 8-10 nm) zu gebundenen Vesikeln erstreckten (Raviola
& Raviola 1982; Usukura 1989; Usukura & Yamada 1987). Diese Partikel entsprechen den
Enden von RIBEYE B Molekilen.

Weitere kleinere Komponenten finden sich an die Oberflache der SK angelagert, nachgewiesen
wurden sie zumeist in der Retina. Entlang der Gesamtoberflache, bzw. vermutlich direkt mit
RIBEYE B verbunden sind: Rim1 (RAB-3 interacting molecule1; Wang et al. 1997), Caveolin-1
(Kachi et al. 2001), KIF3a (Komponente des Motorproteins von Kinesin-Il; Muresan et al. 1999),
ELKS (ein aktive Zone Protein; Deguchi-Tawarada et al. 2006) und Piccolo (tom Dieck et al.
2005; - & Brandstatter 2006). Im basalen, membrannahen Bereich stellt das Protein Bassoon
Verbindungen zu Verankerungsplaques an der Zellmembran her, die im Falle der Photorezeptor-
terminalen den bogenférmigen Verdichtungen (arciform densities) entsprechen (Brandstatter et
al. 1999; Haverkamp et al. 2000; Dick et al. 2001). Damit SK Komplexe korrekt aufgebaut werden
kdénnen, ist eine physikalische Interaktion von Bassoon und RIBEYE notwendig, wie tom Dieck et
al. (2005) zeigten. Auch Synaptojanin scheint fir die Verankerung von SK eine Rolle zu spielen.
So verschwanden postsynaptische Invaginationen und die SK Verankerung bei Injektion eines
Morpholinos des hierfir codierenden Gens bei Zebrafischen (Lagnado 2005). Die "bulk endo-
cytosis", bei der grofle Endosomen zur Wiedergewinnung von Membranmaterial gebildet werden,
nimmt bei Deletion des fiir Synaptojanin codierenden Gens massiv zu, denn das Protein spielt
auch bei der Bildung von Klathrinvesikeln eine Rolle (vanEpps et al. 2004). RIM2 (RAB-3 inter-
acting molecule 2) und CAST (,cytomatrix at the active zone associated protein®) sind an der Ba-
sis von SK nachweisbar (Deguchi-Tawarada et al. 2006). Aktuell wurde ein dem Agrin und Perle-

kan ahnliches "extracellular matrix-like" Protein, welches durch das geklonte Gen 'pikachurin' co-
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diert wird, in der aktiven Zone bei Ribbonsynapsen nachgewiesen, bei deren Bildung es eine
wichtige Rolle spielt (Furukawa et al. 2007). Einige der eben genannten Proteine sind Kompo-
nenten der fir die Reizlbertragung wichtigen aktiven Zone, kommen also nicht ausschlielich in
SK vor (tom Dieck et al. 2005; tom Dieck & Brandstatter 2006).

In der Zirbeldrise ist RIBEYE ebenfalls die Hauptkomponente von SK, aber auch die meisten der
0.g. Proteine konnten hier nachgewiesen werden (Spiwoks-Becker et al., eingereicht). Ein mo-
noklonaler Anti-synaptic ribbon IgM Antikorper (B16), erkennt ein Epitop, welches in SK vor-
handen ist (Balkema & Drager 1985; Balkema 1991; Bachmann & Balkema 1993; Balkema &
Rizkalla 1996). Das wesentliche von B16 erkannte Epitop wurde bestimmt (***DTYQHPPKDS®*';
Nguyen & Balkema 1999), konnte aber noch keinem SK-Protein zugeordnet werden. Da die B16
Markierung mit a-Aktinin in Photorezeptor Synapsen kolokalisiert, folgern Nguyen & Balkema
(1999), dalk das von B16 erkannte Epitop eine Rolle bei der Interaktion zwischen SK Proteinen
und fokalen Adhasionsplaques spielen konnte. Balkema & Nguyen (1999) identifizierten B16 als
ein Retina spezifisches 54.000 Dalton Protein das Homologien zu Adapter Proteinen hat, die Kla-
thrinvesikel an den Golgi-Apparat binden. Es kénnte synaptische Vesikel an SK binden, womit
letztere fur das Vesikelrecycling nach der Exozytose zustandig sein kdnnten (Morgans 2000a).
Bezuglich der nicht mehr zu den SK selbst gehérenden, in unmittelbarer Nahe lokalisierten an
der Exozytose beteiligten Komponenten, die sich teilweise von denen konventioneller Synapsen

unterscheiden, sei auf Grabs et al. (1995) und Brandstatter et al. (1996) verwiesen.

4e Funktionelle Aspekte

4e1 Synaptische Kérperchen
Die genaue Funktion der SK ist trotz tGber 40 Jahren Forschung noch immer unbekannt. Relativ

sicher ist nur, dal} sie in Stdbchen und Zapfenterminalen der Retina nahe der aktiven Zone in
den Prozel3 der Vesikelbereitstellung und des ,priming® involviert sind (Parsons & Sterling 2003).
Fir die Retina und Sinnesorgane trifft die Feststellung zu, da} SK dort vorkommen, wo synapti-
sche Exozytose durch graduierte Depolarisation hervorgerufen wird (Juusola et al. 1996; Sterling
& Matthews 2005). In der Zirbeldrise, deren Parenchymzellen keine graduierte Depolarisation
zeigen (Schenda & Vollrath 1998, 2000), haben sie keine klare Beziehung zur Synthese des
wesentlichen Hormons, des Melatonins. Es wird angenommen, daf} sie hier der interzellularen
Kommunikation dienen (Hopsu & Arstila 1965; Vollrath 1973).

Es gibt mehrere Hauptmodelle bezlglich der Funktion synaptischer Kérperchen:

1. SK dienen als Férderbander zum Transport von Neurotransmittervesikeln zur Zellmembran,
um die aktiven Zonen retinaler Ribbon Synapsen damit zu versorgen (Bunt 1971; Gray & Pease
1971; Lenzi & von Gersdorff 2001). Die Arciform density soll die Vesikel von SK dann weiter zur
Zellmembran leiten (Gray & Pease 1971). In diesem Zusammenhang kénnten ELKS- und Piccolo
fur die Bindung und den Transport der Vesikel verantwortlich sein, wahrend CAST und Bassoon
eine Rolle in der Fusion und der Freisetzung von Transmittervesikeln an den nahen aktiven

Zonen spielen konnten (Deguchi-Tawarada et al. 2006).
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Aktuelle Arbeiten und Reviews halten ein Férderbandfunktion flir unwahrscheinlich so tom Dieck
& Brandstatter (2006) wegen der fiir einen Kinesin vermittelten Transport deutlich zu schnellen
Vesikelfreisetzung, Parsons & Sterling (2003) zum einen wegen der inhomogenen, einen schnel-
len Transport behindernden Oberflache, wie sie von Usukura & Yamada (1987) rasterelektro-
nenmikroskopisch nachgewiesen wurde, zum anderen, weil im Falle der Ersetzung von ATP
durch ATP-yS, welches den Kinesintransport nicht unterstiitzt, keine Anderungen der Vesikel-
freisetzung an Bipolarzellribbonsynapsen bewirkt.

Jastrow & Racke (2007) stellten die Forderbandfunktion aufgrund morphologisch funktioneller
Kriterien in Frage:

a. in Pinealozyten und Bipolarzellen ist ein Teil der SK nicht an der Zellmembran verankert, son-
dern liegt frei im Zytoplasma oft einige hundert Nanometer von der aktiven Zone entfernt, womit
hier kein sinnvoll gerichteter Vesikeltransport moglich ist. AuRerdem ist es unwahrscheinlich, daf®
SK Untereinheiten (RIBEYE A, B) sich gezielt in einer Richtung bewegen, d.h. am zellmembran-
fernen Ende der SK schnell polymerisieren und membrannah, gerade da, wo eine stabile
Bindung nétig ware, sich wieder schnell auflésen.

b. Funktionell macht ein Férderband Sinn, wenn ein ultraschneller Vesikeltransport erforderlich
ist, wie in Photorezeptor Ribbonsynapsen, an anderen z.B. in Pinealozyten, deren elektrische
und Neurotransmitterabgabeaktivitat signifikant geringer ist (Schenda & Vollrath 1998, 2000),
ware er nicht notwendig.

Sollte es dennoch einen Vesikeltransport an der SK Oberflache geben, so miRte dieser uber
Proteine erfolgen, die an der aufteren RIBEYE B Domane gebunden sind. Ware es moglich den
Glutamatgehalt in einzelnen Vesikeln zu messen, kdnnte das Problem vielleicht gelést werden,
denn die am langsten gebundenen Vesikel, mifiten dann nach unten transportiert worden sein
und die hochste Konzentration aufweisen. Fir die Neurotransmitteranreicherung verantwortlich
ist dabei der vesikulare Glutamattransporter Typ1 (Scherry et al. 2003).

Eine einleuchtendere Funktion, die den SK zugeschrieben wird, ist die als

2. Vesikelspeicher, bzw. Vesikelfalle: Wenn SK synaptische Vesikel speichern und deren Exozy-
tose verhindern (Vollrath & Spiwoks-Becker 1996), konnten diese hier "in Ruhe" Glutamat an-
reichern. Sie stdnden dann als ,readily-releasable pool“, den aktiven Zonen nahe, als schnell ein-
setzbare Vesikel bereit (von Gersdorff 2001; Parsons & Sterling 2003; Singer & Diamond 2006).
3. SK werden als essentiell fur das Vesikelpriming, d.h. die biochemische Vorbereitung auf die
Freisetzung angesehen (Prescott & Zenisek 2005). Allerdings kénnten sie auch nur fir das Auf-
fangen schon geprimter Vesikel dienen, die sie aus dem grof3en Vesikelreservoir eines Terminals
herausziehen (von Gersdorff 2001). Andere Autoren beschreiben

4. SK als Koordinatoren flr multivesikulare Transmitterfreisetzung. So postulierten Parsons &
Sterling (2003) eine Funktion in der ,compound exocytosis“, bei der an SK gebundene Vesikel
mit nahe gelegenen Vesikeln vor oder nach deren Fusion mit der Zellmembran verschmelzen
und dabei lange Schlauche ausbilden sollten. In diesem Zusammenhang fanden Singer et al.

(2004) und Singer (2007) Hinweise dafir, dall die multivesikulare Transmitterfreisetzung an
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Stabchenbipolarzellen ein wohl koordinierter Vorgang ist. Dinne zu einer ,compound exocytosis*

passende Tubuli wurden gemeinsam mit Spiwoks-Becker insbesondere an ektopischen SK in

Abb. Disk9 ektopisches synaptisches Kdrperchen (grun) im Fortsatz einer Stabchenbipolarzelle
(braun) in der Retina einer SD-Ratte. Die blaue Struktur entspricht einem membranumgebenen
schlauch- bis plattenartigen Gebilde, das aller Wahrscheinlichkeit nach aus fusionierten Vesikeln
entstanden ist und an einer Stelle (Pfeil) zur Zellmembran hin offen ist. Hierbei dirfte es sich um
das morphologische Korrelat einer "compound exo- oder endocytosis" handeln (Animation dieser
Rekonstruktion: Disk9.avi).

Bipolarzellfortsatzen beobachtet (Spiwoks-Becker et al. in Vorbereitung). Die Abbildung Disk9
und die zugehdrige Animation Disk9.avi zeigen ein rekonstruiertes Konglomerat solcher Tubuli
nahe eines ektopischen SK. Sonst fanden sich allerdings nur sehr gelegentlich in der Nahe von
SK tubulare Strukturen, die zu einer ,compound exocytosis oder auch eventuell "compound
endocytosis" als Vesikelquelle passen wirden. In der Zirbeldriise wurden solche schlauchformi-
gen Formationen nie beobachtet, was nicht Uberrascht, da hier die Ribbonsynapsen deutlich
weniger aktiv sind als in Sinnesorganen.

5. SK halten die v-SNAREs von gebundenen Transmittervesikeln in einer "striking distance" zu
den an der Zellmembran lokalisierten t-SNAREs. Die meisten zellmembrannahen Vesikel stoRen
an die Zellmembran, prallen aber dann wieder ab. Nur, wenn die ndétige lokale Ca'™-
Konzentration vorhanden ist, kommt es zu einer Exozytose (von Gersdorff 2001). Da SK-nahe
Transmittervesikel friiher als anderswo exozytiert werden, weil in SK Nahe Ca**-Kanale aggre-
giert sind (s. unten) und die untersten ihrer gebundenen Vesikel in nur ca. 20 nm Abstand zur
Membran stehen, sind sie so nahe, dal} sich die o.g. vesikularen und membrangebundenen
SNAREs bertihren kénnen, um einen gewundenen SNARE Komplex zu bilden, der die Vesikel
zur Membran zieht (Zenisek et al. 2000). Sie kénnten als "Sicherheitsgurte fur Vesikel" daflir sor-
gen, daf} eine kontinuierliche Exozytose an Ribbonsynapsen aufrechterhalten werden kann (von
Gersdorff 2001).

6. SK positionieren freizusetzende Vesikel in der Nahe von Ca**-Kanalen (Prescott & Zenisek
2005; Khimich et al. 2005; Midorikawa et al. 2007). Da Ca*" fur die Exozytose notwenig ist, kann
so schnellstmdglich auf einen Ca™*-Einstrom reagiert und eine hohe zeitliche Prazision bei der
Ubermittlung sensorischer Signale gewahrleistet werden.

7. King & Dougherty (1982 a, b) postulierten SK seien an der Regulation der Zahl von B-

Adrenorezeptoren der Pinealozytenzellmembran beteiligt, indem sie neu synthetisierte oder intra-
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zellular gespeicherte B-Rezeptoren, die sich in der Membran an SK-gebundener Vesikel einla-
gern, zur Zellmembran transportieren bzw. solche auf umgekehrtem Wege wieder vom Plasma-
lemm in die Zelle zuriickholen. Sie schlossen dies aus der von ihnen gefundenen Korrelation der
SK-Zahl mit der B-Rezeptordichte von Pinealozyten: eine Grélkenzunahme der SK soll so zu
vermehrter Vesikelretention und damit Reduktion der Membranrezeptordichte flihren. Diese
Hypothese wird jedoch dadurch widerlegt, dal® die maximale SK-Zahl in der Mitte der Dunkelpha-
se zu finden ist (McNulty & Fox 1992, Bhatnagar 1994), wahrend aber Rezeptor-Bindungsstudien
zur gleichen Zeit ein Maximum zeigen (Gonzales-Brito et al. 1988). Aulierdem sind unter Bedin-
gungen, bei denen besonders viele SK-Profile vorliegen, B-Rezeptoren tUberempfindlich (Craft et
al. 1985): Ektomie des Ganglion cervicale superius als Ubermittler der sympathischen Innervation
bzw. unter Dauerlicht (Vollrath & Huss 1973, Romijn 1975, Vollrath 1986, McNulty & Fox 1992).

8. Osborn & Thornhill (1972) hatten vermutet, dal SK intrazellulare Speicher von Monoaminen

sein kdnnten. Dies wurde aber nie bestatigt und ist sehr unwahrscheinlich.

4e2 Ribbonsynapsen
Wahrend die Zapfen dem Farbsehen dienen (photopisches Sehen), sind die Stabchen fiir die op-

tische Wahrnehmung in der Dammerung zustandig (skotopisches Sehen). Die Empfindlichkeit
von Stabchen ist so hoch, dal bereits ein einziges Photon wahrgenommen werden kann (Ster-
ling et al. 1987; Rao-Mirotznik et al. 1998). Wahrend Zapfen ca. 2000 Vesikel pro Sekunde frei-
setzen, was sie nur Uber eine hohe Ribbonsynapsenzahl erreichen kdnnen, und ein hier rezep-
tiertes Photosignal in ca. 2,5 ms das Terminal erreicht, werden in Stabchenterminalen nur ca.
100 Vesikel / Sek. freigesetzt. Die Zeit, bis ein Photosignal am Terminal ankommt, betragt ca. 5
ms (Hsu et al. 1998). Da Ribbonsynapsen unter Dunkelheit anhaltend depolarisiert sind und da-
bei eine konstante maximale Transmitterfreisetzung zeigen (Oikawa et al. 1959; Trifonov 1968;
Dowling 1974; Kaneko 1979; Lagnado et al. 1996; Choi et al. 2005) erscheint es sinnvoll, wenn
sie dann an SK mit mdglichst grofder Oberflache gebunden in der Nahe der aktiven Zone gehal-
ten werden. Dies ware eine funktionelle Erklarung daflir, dal® SK unter Dunkelbedingungen gro-
Rer sind als unter Lichteinflul®. Bei der Katze ist die aktive Zone in Stabchenterminalen ca. 2,3 x
0,25 pm grof3 und bietet Andockplatz fir ca. 130 Vesikel (Rao-Mirotznik et al. 1995); beim Affen
milt sie 2,4 x 0,25 ym (Rao-Mirotznik et al. 1995) und beim Meerschweinchen 2,5 x 0,25 um
(Sjostrand 1974).

Bei den hier rekonstruierten 6 menschlichen Stiabchenterminalen fanden sich 1-3 aktive Zonen,
da ebenso viele nicht direkt zusammenhangende SK vorhanden waren. Die summierte Lange der
aktiven Zonen betrug hier 2,8 um, bei einer Breite von 0,2- 0,3 pm. Die durchschnittliche Lange
der zu einzelnen Triaden zdhlenden aktiven Zonen von Zapfensynapsen betrug 0,75 ym, war al-
so ganz deutlich kleiner. Dal} Licht nicht nur die Synapsenaktivitat, sondern auch die Form der
gesamten Synapsen beeinflul3t, wurde mehrfach speziestbergreifend gezeigt, so z.B. verursach-
te eine nur 3-minutige Lichtexposition im Dunklen gehaltener Ratten eine Ausweitung von Photo-

rezeptorterminalen bei gleichzeitiger Reduktion der in ihnen enthaltenen Vesikel, aulRerdem
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nahm nach Lichtexposition die Elektronendichte postsynaptischer Fortsatze zu (Cragg 1969); in
Teleostiern fanden sich fingerartige "spinules" genannte Spezialisationen an Horizontalzellfort-
satzen, die unter Dunkelbedingungen verschwanden (Raynauld et al. 1979; Wagner 1980;
Behrens & Wagner 1996). Schaeffer & Raviola (1978) demonstrierten, dafl’ Beleuchtung dunkel-
adaptierter Retinae von Rotaugenschildkroten zur Reduktion synaptischer Invaginationen flhrt,
und daf} Kalte das Recycling von Membranmaterial blockiert, was zur Vertiefung dieser Invagina-
tionen flhrt. Dies wurde fir 48-stiindige Dunkelexposition in Vergleich zu 48-stiindiger Hellexpo-
sition an anderen Schildkréten von Pierantoni & McCann (1984) bestatigt. Brandon & Lam (1983)
demonstrierten bei dunkeladaptierten Ratten und Goldfischen fingerartige Ausstlilpungen von
Stabchenterminalzytoplasma in Horizontalzellfortsatze, die sie als Membranreservoir betrachte-
ten, welches unter Lichteinflu® zurickgewonnen wird. In der Hihnerretina fanden Cooper & Mc-
Laughlin (1982) dinne, aber tiefe Invaginationen prasynaptischer Membran lateral der in Photo-
rezeptoren invaginierten Horizontalzellfortsatze. Diese tubuldren Endosomen gaben zum Teil
Klathrinvesikel ab und schienen als Vesikelquelle im Terminal zu dienen. Sie traten in Stabchen
nur am Beginn der Dunkelphase auf, wahrend sie unter Licht verschwanden, bei Zapfen zeigten
sie sich nach Beginn der Licht- wie auch der Dunkelphasen. Auch im Bereich von Bipolarzella-
xonterminalen treten Licht-abhangige Veranderungen auf: unter Licht fanden Behrens et al.
(1998) eher rundliche, glatt begrenzte, konvexe prasynaptische Membranen, die im Bereich von
SK gerade verliefen. Unter Dunkelbedingungen hatten sie eine eher irregulare Oberflache mit
gepaarten Griibchen, die neben den Verankerungen von SK auftraten, und waren im Bereich der
Verankerungen leistenartig nach aufden gestulpt, was durch 3D-Rekonstruktionen der Terminal-
oberflachen belegt wird.

Rao-Mirotznik et al. (1995) fanden bei ihren 3D Rekonstruktionen mit Vermessung der tatsachli-
chen Oberflachen jedoch keine Unterschiede im Volumen, der Oberflache oder der Form postsy-
naptischer Fortsatze beim Vergleich von Stdbchen der Katzenretina, wobei ein Auge belichtet,
das andere vor Tétung 2 Stunden lichtdicht zugeklebt war. Lediglich Einstllpungen der basalen
Stabchenmembran waren etwas grofler. An den aktiven Zonen der Ribbonsynapsen mit der
Zellmembran fusionierte Transmittervesikel vergroBern deren Oberflache und damit Invaginatio-
nen (Raviola & Gilula 1975). Dies wird durch die Wiederaufnahme von Membranmaterial etwas
weiter seitlich neben den aktiven Zonen oder tiefer wieder kompensiert (Gray & Pease 1971) so,
daf} sich ein Gleichgewicht von Exo- und Endozytose einstellt (LoGiudice & Matthews 2007).
Dieses Gleichgewicht umfallt an Riesenbipolarzellen des Goldfischs bis zu 3.800 Vesikel, die pro
Sekunde ausgeschittet bzw. durch Membranwiederaufnahmen neu gebildet werden (Lagnado et
al 1996). Die Invaginationen sollen auch eine schnelle Wegdiffusion des Glutamats verhindern
(Gray & Pease 1971). So kann ein Teil des Transmitters auch bei der Endozytose wieder aufge-
nommen werden, was eine Neusynthese erspart und sehr effizient ist. Méglicherweise stark kon-
zentrierte Glutamattransporter nahe am Ort der Freisetzung in der Membran des Photorezeptors
konnten dies noch erganzen. Hinweise darauf gibt der Nachweis des exzitatorischen Amino-

sauretransporters EAAT5 in Zapfen- wie Stabchen- und einigen Bipolarzellterminalen (Pow &



Diskussion 128

Barnett 2000; Pow et al. 2000; Wersinger et al. 2006), wobei jedoch eine genaue ultrastrukturelle
Lokalisation nicht erfolgte. Endozytose findet in Zapfen durch Klathrin-Uberzogene sowie

L 8 Abb. Disk10 Diese Stabchen-
: ™ ribbonsynapse (kultivierte Rat-
tenretina, lonophor, Ca™ &
Lichtapplikation) zeigt neben ei-
ner vermutlichen "compound
exocytosis" (hellgriin) an der lin-
ken aktiven Zone (rot) neben der
rechten aktiven Zone (rot) eine
zu einem kleinen Tubulus rei-
chende Einstllpung (kleiner
blauer Pfeil) und mehrere
Schlauche (groRRer blauer Pfeil),
die fusionierte Vesikel zu sein
scheinen und an ihren Enden
Vesikel abgeben. Die groRlumi-
gen mit # markierten Strukturen
entsprechen vermutlich Endo-
somen, die von weiter lateral
aufgenommen wurden und be-
reits ein Vesikel abschnlren
(weiler Pfeil).
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einfache Vesikel (Rea et al. 2004) in Bipolarzellen bevorzugt durch gro3e Endosomen bzw. In-
vaginationen (Cooper & McLaughlin 1983) statt, wie auch durch Ferritin Markierung bestatigt
wurde (Holt et al. 2004). Auch finden sich gelegentlich in Stdbchen oder Zapfenterminalen lange,
sehr dinne teils konfluierende Schlauche, die hochstwahrscheinlich durch fusionierte Vesikel bei
extrem schneller Wiederaufnahme hervorgerufen werden (Abb. Disk10).

Aus solchen Schlauchen bildet sich ein dichtes tubuldres Netzwerk, welches Verbindung zur
Zellmembran lateral der aktiven Zone hat und beim Hihnchen wahrscheinlich an der Bildung in-
traterminaler multilamellarer Korperchen beteiligt ist (Matsusaka 1967). In Zapfenterminalen von
unter sehr hellem Licht (500 cd) gehaltenen Albinoratten fanden Kuwabara & Funahashi (1976)
ebenfalls solche Netzwerke, die sie flr Vesikel-abschniirendes glattes endoplasmatisches Reti-
kulum hielten. In Haarzellen kompensiert diese als "bulk endocytosis" beschriebene Auf-nahme
grofer Endosomen ca. 75 % der Membranverluste durch Endozytose (Lenzi et al. 2002); vermut-
lich ist sie der geschwindigkeitbestimmende Schritt in Haarzellsynapsen (LoGiudice & Matthews
2007). Die "bulk endocytosis" ist weniger selektiv als die Klathrin vermittelte und tritt nur nach
lang anhaltender starker Stimulation der Exozytose auf (Coggins et al. 2007). Dabei gebildete
groRe Endosomen schnuren intrazellular kleinere Vesikel ab und konnten auch in vor-liegender
Arbeit gefunden werden (Abb. Disk10), unter normalen Versuchsbedingungen jedoch sehr selten
in Photorezeptorterminalen. GrélRere Membranschlduche, die gelegentlich an die Zellmembran
heranreichten, fanden sich nur in wenigen menschlichen Bipolarzellen in mehreren hundert Na-
nometern Entfernung von SK. In seltenen Fallen zeigten auch Pinealozyten einige groRere Endo-
somen, die kleinere Vesikel abschnurten. Dieterich & Rohen (1970) beobachteten neben typi-
schen Endozytosevorgangen gelegentlich bis zu 200 nm lange, 20 nm breite Tubuli in menschli-

chen Stabchenendkolben, die lateral der aktiven Zonen der Ribbonsynapsen von der Zellmemb-
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ran in das Terminal eingestllpt waren. Wenige solcher Tubuli wurden gleichenorts auch in den im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten menschlichen Retinae gefunden. Sie wurden auch bei ver-
schiedenen Vertebraten nachgewiesen (Yamada 1965; Matsusaka 1967; Dunn 1973). Meerret-
tichperoxidase-Untersuchungen belegten, dal® endozytierte Vesikel schnell an SK gebunden und
wieder exozytiert werden (Schacher et al. 1976; Cooper & McLaughlin 1983; Townes-Anderson
et al. 1985). Von Gersdorff & Matthews (1994) demonstrierten, da® nach  kurzer Stimulation e-
xozytierte Membran in ca. 2 Sekunden wieder aufgenommen wird. Starkere Stimulation fiihrt zu
Verzégerungen bis zu 30 Sek. und langere Stimulation zu einer in mehreren Phasen ablaufenden
Wiederaufnahme von Membranmaterial (Heidelberger et al. 2002). An Goldfischbipolarzellen
zeigten Hull & von Gersdorff (2004), dal} die Endozytose durch den GABA bedingten lokalen
Einflud von Chloridionen im Bereich der neben der aktiven Zone gelegenen  Endozytosezone
zu einer Reduktion der Endozytose flhrt. Die GABA-erge Synapse ist reziprok: sie stammt von
einer amakrinen Zelle, die postsynaptisch zu dem SK tragenden Bipolarzellter-minal liegt. GABA
wird auch von Horizontalzelldendriten freigesetzt und wirkt mehr via Diffu-sionem als durch lokale
Synapsen auf postsynaptische Rezeptoren im Bereich der dul3eren plexiformen Schicht ein (Ha-
verkamp et al. 2000). In Haarzellen der Maus beschrieben Beutner et al. (2001) nur unter héherer
intrazellularer Ca**-Konzentration eine 300 ms dauernde schnelle, sonst eine ca. 15 Sek. dau-
ernde langsame Endozytosephase. Auch die signifikanten Unterschiede, die Miller et al. (2001) in
der Aufnahme aktivitatsabhangiger Fluoreszenzfarbstoffe in der inneren plexiformen Schicht zwi-
schen licht- bzw. dunkeladaptierten Praparaten fanden, sind ein Hinweis auf eine Lichtabhangig-

keit von Endozytosevorgangen.

Unter Dunkelheit zeigten Stabchenendkolben eine geringere Ca**-Konzentration als Zapfenpe-
dikel, wohingegen letztere bei der Lichtadaptation deutlich schneller ihre Kalziumionen auf ein
niedrigeres Niveau absenken als Stabchenterminalen (Johnson et al. 2007). Diese Autoren zeig-
ten auf, dal® metabolische Kopplung und Interaktion zwischen Mitochondrien, glattem ER, der
zellmembrangebundenen Ca™*-ATPase, dem Na* - Ca™-Austauscher und Ca**-Kanalen die ATP
Produktion und Ca**-Konzentration kontrollieren. Dabei bendtigen Zapfen deutlich mehr Bio-
energie als Stabchen, weshalb sie hohere ATP-Konzentrationen zeigen als diese (Perkins et al.
2003, 2004; Johnson et al. 2007). In diesem Zusammenhang sei darauf verwiesen, dal} die
Retina eines der Gewebe mit dem hdchsten mitochondrialen Sauerstoffverbrauch und Energie-
bedurfnis ist (Graymore 1969).

Raviola & Raviola (1982) hatten in ihren Gefrierbruchuntersuchungen von Affenretinae 100 bis
200 9-11 nm grof3e unter SK gelegene Partikel in der Zellmembran gefunden und postuliert, daf®
jedes SK an seiner Basis eine Ca*"-Eintrittsstelle haben misse. SchlieRlich sind Kalziumionen fiir
die Exozytose und Transmitterfreisetzung an Ribbonsynapsen essentiell und fiir eine ultraschnel-
le Aktion dieser Synapsen sind in unmittelbarer Nahe gelegene Ca**-Kanale erforderlich (Heidel-
berger et al. 1994). Diese wurden 2004 von Zenisek et al. in Kolokalisation mit SK und deren
aktiven Zonen gefunden. Bestatigt wurde das durch aktuelle Befunde von Midorikawa et al.
(2007), die die Ca"*-Eintrittsstellen in Goldfisch Mb1 Bipolarzellterminalen unmittelbar bei SK
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lokalisierten. In der Retina handelt es sich in Stabchen um Ca,1.4 L- und in Zapfen um Ca,1.3 L-
Typ Kalziumkanale (Morgans 2001; Berntson et al. 2003; Morgans et al. 2005; Cia et al. 2005;
Bayley & Morgans 2007). Diese Ca**-Kanale sind sowohl strukturell als auch funktionell in einer
idealen Position, um den prasynaptischen Ca**-Eintritt mit der Vesikelfusion bei der Exozytose zu
koordinieren (Bayley & Morgans 2007). In dieser Hinsicht sei auf die von Johnson et al. (2007)
erstellten Modelle der raumlich-zeitlichen Ca**-Regulation in Photorezeptorribbonsynapsen ver-
wiesen. Hinweise, dall auch in Haarzellen der Cochlea Ca,1.3 L-Typ Kalziumkanale direkt unter
SK lokalisiert sind, zeigten elektronenmikroskopisch - elektrophysiologische Untersuchungen von
Roberts et al. (1990), Issa & Hudspeth (1994, 1996) und Heidelberger et al. (2005).

Preferentiell finden sich bei der Exozytose Vesikelfusionen mit der Zellmembran im Bereich der
aktiven Zonen (Zenisek et al. 2000, 2003) in unmittelbarer Nahe von SK. Fir eine SK-spezifische
Exozytose spricht auch die Tatsache, dald die postsynaptischen Verdichtungen mit ihren Gluta-
matrezeptoren direkt unter oder in unmittelbarer Nahe von SK lokalisiert sind (Matsubara et al.
1996; Morigawa & Vardi 1999; Qin & Pourcho 1999; Gosh et al. 2001). Die Transfergeschwindig-
keit der Vesikel zur aktiven Zone der Ribbonsynapsen soll der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt der Exozytose unter anhaltender Stimulation sein (Holt et al. 2004). Kinetische Vergleiche
von Ribbonsynapsen mit anderen belegen deren ganz deutlich héhere Vesikelexozytoserate
(Fernandez-Alfonso & Ryan 2006). Dabei wird z.B. beim Héren die notwendige extrem hohe zeit-
liche Auflésung durch parallele Ausschittung vieler Vesikel erreicht (Moser et al. 2006). Fur Pho-
torezeptor- und Bipolarzellribbonsynapsen stellte Singer (2007) fest, dald hier eine multivesikulare
Glutamatfreisetzung durch Sattigung postsynaptischer Rezeptoren einen Sicherheitsfaktor dar-
stellt, der die Signaltransduktion zuverlassiger und weniger stéranfallig fur kleine Freisetzungs-
schwankungen macht. Veranderungen der intrazelluldren Verteilung der Proteinkinase C-alpha
beeinflussen moglicherweise auch den Signaltransfer in Bipolarzellterminalen (Behrens et al.
2007). Die Aktivierung dieser Proteinkinase stimuliert insbesondere aber an Nicht-
Ribbonsynapsen von Bipolarzellterminalen die Vesikel-exozytose wie Midorikawa et al. (2007)
zeigten. Otoferlin, ein 'predicted’ C2-Domanen Transmembranprotein, welches bei einer Form
menschlicher Taubheit fehlt, wurde in an SK gebundenen Vesikeln von Roux et al. (2006) nach-
gewiesen. Dieses Protein ist fir den letzten Schritt der Vesikelexozytose wichtig und maoglicher-
weise der wesentliche Ca™-Sensor, der die Membranfusion an Ribbonsynapsen innerer Haar-
zellen triggert.

Innerhalb der synaptischen Vesikel werden funktionell 3 verschiedene Gruppen unterschieden:

1. ein kleinerer Pool sofort zur Exozytose bereitstehender synaptischer Vesikel, der der Zahl in

unterster Reihe an SK gebundener Vesikel entspricht und in weniger als 20 ms phasisch freige-
setzt wird (von Gersdorff 2001; Nouvian et al. 2006). Singer & Diamond (2006) fanden bei Rat-
tenstabchenbipolarzellen einen solchen "readily releasable pool" aus 7 Vesikeln, die pro aktive
Zone in ca. 4 ms freigesetzt wurden.

2. ein Pool "bereiter" Vesikel, der innerhalb von 200 ms nach 1. wahrend der weiteren Depolari-

sation freigesetzt wird und dessen Grofle wie Kapazitdtsmessungen (Matthews 1996) an Gold-
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fischbipolarzellterminalen zeigten (von Gersdorff et al. 1996) der Menge der noch an den SK ver-
bliebenen Vesikel entspricht. Die Autoren lokalisierten auf beiden durchschnittlich 400 x 150 nm
grolien SK-Hauptflachen insgesamt 110 gebundene Vesikel. Bei den 45 - 65 SK, die sie pro
Terminal fanden, entsprach der gesamte gebundene Pool somit ca. 6.000 Vesikeln. Nach einem
"fire and reload"-Modell der Exozytose mul laut letztgenannten Autoren eine einzige mem-
brannah gelegene Vesikelbindungsstelle eines SKs 23 Fusionen pro Sekunde ermdglichen und
hat 40 ms fur die Wiederbesetzung mit einem neuen Vesikel zur Verfligung, um die maximale
Freisetzungsrate von 500 Vesikeln pro Sekunde fiir jede aktive Zone zu ermdglichen. Eine sehr
hohe Rate verglichen mit der konventioneller Synapsen mit ca. 20 Vesikeln / Sek.! Fiir Stabchen-
ribbonsynapsen von Saugetieren ist eine tonische Ausschittung von wenigstens 40 Vesikeln /
Sek. notwendig, um keine Bipolarzellreaktion auszulésen (Rao et al. 1994). Fir eine Zapfensy-
napse der Schildkréte wurden 20 Quanta / aktive Zone / Sek. bestimmt (Ashmore & Copenhagen
1983), wobei Stdbchensynapsen meist nur ein grofes SK, die genannte Zapfensynapse aber 20
SK aufweist.

3. ein grolRer hoch beweglicher Reservepool der nicht an SK gebundenen Vesikel einer Ribbon-
synapse (von Gersdorff 2001; LoGiudice & Matthews 2007), der bereit steht, sofort freiwerdende
Bindungsstellen an SK wieder zu besetzen.

4. In Zapfen, bei denen die Vesikel sich durch Diffusion und nicht durch Zytoskelett gebundene
molekulare Motoren bewegen, liegt der Anteil der neben dem Reservepool noch dbrigen kaum
bis nicht beweglichen Vesikel laut Rea et al. (2004) unter 15 %.

Bezlglich detaillierter Informationen Uber die an der Vesikelexozytose an Ribbonsynapsen be-

teiligten Proteine und physiologische Hintergriinde sei auf folgende Arbeiten verwiesen: Grabs et
al. (1995); Heidelberger et al. (1995); Wagner (1997); Morgans 2000a, b; Sterling & Matthews
(2005); tom Dieck et al. (2005); DeVries et al. (2006); Nouvain et al. (2006); tom Dieck & Brand-
statter (2006); Zhou et al. 2006; Fejtova & Gundelfinger (2006) und Johnson et al. (2007).

In den Triaden bzw. Tetraden der glutamatergen (Massey 1990) Photorezeptorribbonsynapsen
werden letztlich Bipolarzelldendriten depolarisiert, wobei 3 Komponenten fir die Starke dieser
Depolarisation entscheidend sind, die unterschiedliche Informationen liefern: Der Photorezeptor
vermittelt die Intensitdt des von ihm selbst rezeptierten Lichts in Form graduierter elektrischer
Potentiale (Schneeweis & Schnapf 1995, 1999), der Fortsatz einer gro3en Horizontalzelle sendet
Informationen Uber wechselnde Helligkeit. Der Fortsatz einer kleinen Horizontalzelle informiert
uber die in kleinen benachbarten Netzhautarealen wahrgenommene Helligkeit (Sjostrand 1989a).
Aulerdem gibt es auch Horizontalzellen, die nur von Blau-Zapfen Input erhalten (Sandmann et
al. 1996).

Das in Zapfen an den aktiven Zonen von Ribbonsynapsen freigesetzte Glutamat wirkt nicht nur
auf die direkt nachgeschalteten Horizontalzellendigungen, sondern in einer zweiten Stufe an den
Bipolarzelldendriten und im Falle von Zapfen in einer dritten Stufe, viel weiter vom Freisetzung-
sort entfernt, an den Kontakten, die die Dendriten der flachen Zapfenbipolarzellen basal am Zap-

fenterminal machen (DeVries et al. 2006). Es wirkt sogar in einer 4. Stufe noch an den auf den
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ersten Blick an Desmosomen erinnernden Zell-Zell Kontakten in der oberen dulReren plexiformen
Schicht unterhalb der Zapfenpedikel. Diese elektronendichten Bereiche sind vermutlich einander
gegenuberliegende postsynaptische Verdichtungen eines komplexen Netzwerkes aus Transmit-
terrezeptoren, Ankerproteinen und Zytoskelettkomponenten (Kennedy 1997; Haverkamp et al.
2000). In diesem Zusammenhang wiesen letztgenannte Autoren 3 Schichten verschiedener
Glutamatrezeptoren von Photorezeptorterminalen bis in die obere aufiere plexiforme Schicht
nach. Ganz wesentlich fir die Ribbonsynapsenfunktion ist auch die zligige Entfernung des Neu-
rotransmitters aus den synaptischen Spaltraumen. In diesem Zusammenhang sei auf die Gluta-
mattransporter verwiesen, die in Horizontalzell-, Bipolarzell- aber auch Stabchen- und Zapfen-
membranen selbst vorkommen. Die eben geschilderte, im wdrtlichen Sinne weitreichende Wir-
kung des Glutamats ist nur deshalb mdglich, weil die erst im Plasmalemm von Muller-
Gliazellfortsatzen lokalisierten Transporter, die den weitaus gréften Teil des Glutamats beseiti-
gen (Rauen & Kanner 1994; Rauen 2000; Auger & Attwell 2000), direkt unterhalb von Photo-
rezeptorterminalen fehlen (Rauen et al. 1998; Pow & Barnett 1999).

Auf Details der Verschaltung retinaler Neurone kann im Rahmen dieser Arbeit nicht eingegangen
werden. Die teils konvergente, teils divergente Signalleitung fuhrt von Rezeptorzellen Uber ver-
schiedene Bipolarzellen zu Ganglienzellen, die letztlich die Sehinformation zum Gehirn leiten.
Diese Signaltransduktion wird jedoch durch viele weitere komplexe Verknipfungen beeinflult wie
Kontakte von Photorezeptor zu Photorezeptor, Horizontal- und Amakrinzellen, biplexiformen und
interplexiformen Zellen (Kolb & West 1977; Mariani 1983a). So erfolgt schon eine erhebliche Si-
gnalvorverarbeitung innerhalb der Retina. Detailliertere Informationen dazu finden sich in um-
fangreicher Literatur wie z.B. Sjostrand (1974, 1998a, b, c, d, 2001a, b, 2003a, b, 2004); Dubin
(1970); Kolb et al. (1981); Peichl (1992); Wu (1994); Vaney (1994); Kolb (1994); Djamgoz et al.
(1995); Hack et al. (1999); Brandstatter et al. (1997); Masland (2001), Tsukamoto et al. (2001),
Schein et al. (2004); Field et al. (2005) und Calkins & Sterling (2007).
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5. Zusammenfassung

Um mit sehr hoher Geschwindigkeit Sinnesreize zur Weiterverarbeitung Ubertragen zu
koénnen, besitzen im Ruhezustand Dauerimpulse liefernde Rezeptorzellen in Sinnesorganen,
wie z.B. der Netzhaut (Retina), spezialisierte glutamaterge Synapsen, die durch prasynapti-
sche Korperchen (SK) charakterisiert sind, die aul3erdem nur in Parenchymzellen der Zirbel-
druse vorkommen. SK binden mit hoher Affinitdt Neurotransmittervesikel und zeigen licht-
bzw. reizabhangige morphologische Veranderungen. Sie dienen der Speicherung, eventuell
auch dem Transport dieser Vesikel zum Ort der Reizibertragung, der nahen aktiven Zone
der Ribbonsynapse.

Um Dynamik und Funktion der Zellorganellen zu verstehen, ist es wichtig, ihre genaue Topo-
graphie und dreidimensionale (3D) Struktur unter verschiedenen Bedingungen zu kennen.
So wurden aus Serienschnitten der Retina und Zirbeldrise mit Hilfe geeigneter, teils selbst
programmierter Software 3D-Rekonstruktionen der SK durchgefuhrt. Untersucht wurden die
ersten und zweiten Synapsen der Sehbahn in Retinae von Mensch, Maus und Ratte, Zapfen-
terminale des Huhnchens und SK in Zirbeldrisen von Ratte, Meerschweinchen und
Kaninchen. Analysiert wurde zu verschiedenen Zeitpunkten der Photoperiode oder unter
experimentellen Bedingungen entnommenes Frischgewebe sowie Material aus Organkultu-
ren. AulRerdem wurden SK unter diversen Bedingungen quantifiziert, wobei eine neue Zahl-
methode entwickelt wurde, die auf einer Modifikation des Disektors basiert und die Quantifi-
zierung auch anderer seltener Ultrastrukturen am Elektronenmikroskop ermdglicht. Im
Gegensatz zur etablierten Zahimethode, die die Profilzahl von SK in einer definierten Flache
(PZ) angibt, liefert die vorgestellte Methode die aussagekraftigere Zahl der SK in definierten
Volumina und hangt weder von deren Form noch GrdfRRe ab. Diverse Kalkulationen zeigten,
dald eine Umrechnung von am selben Material gewonnenen PZ in validere Disektor Werte
nicht prazise genug moglich ist. Um sinnvolle Aussagen zur Quantitdt von SK machen zu
koénnen, ist es daher erforderlich, die Methode flr jedes Tier einer identisch behandelten
Gruppe anzuwenden.

Es konnte gezeigt werden, dal® SK eine konstante Dicke von 35 nm haben. In der Retina
sind sie meist nur in einer Ebene C-formig gebogene Bander, weshalb sie auch als "synaptic
ribbons" bezeichnet werden, oder Platten mit Breite zu Hohe Verhaltnissen zwischen 6:1 bis
3:1. Die elektronendichten, unter Normalbedingungen durch regelmallig polymerisierte
Dimere des Hauptproteins RIBEYE pentalamellaren SK binden Uber dinne Proteinbricken
glutamathaltige Neurotransmittervesikel. lhre untere lange schmale Kante ist Uber feines
elektronendichtes Material an einem, als arciform density (ad) bezeichneten Plaque der Zell-
membran verankert, der die Form einer gebogenen Rinne hat. Die zumeist senkrecht darauf
stehenden SK zeigen an ihrer membranfernen langen Kante zu Beginn der Lichtphase, ins-
besondere aber unter Dauerlicht partiell verdickte Rander, die auf An- bzw. Abbauvorgange

hinweisen. Diese Veranderungen waren nur in Stabchenterminalen und Pinealozyten in Ver-
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bindung mit dem Auftreten kleinerer klumpiger bis kugelféormiger SK nachweisbar und zeig-
ten sich in den Schnitten als runde oder irregulare Profile, die dann neben den "Ublichen"
stabférmigen SK-Anschnitten vorlagen.

Die 3D-Rekonstruktion von Stabchenterminalen der menschlichen Retina zeigte, dal} diese
entsprechend der Zahl ihrer SK 1-3 Ribbonsynapsen aufweisen. Letztere bestehen aus
einem an der Zellmembran senkrecht Uber eine ad verankerten SK und der aktiven Zone, die
einem ca. 200 nm breiten Bereich der Zellmembran in Fortsetzung der ad nach seitlich oben
entspricht. Die boomerang- bis hufeisenférmigen SK haben 2 parallele flache Hauptflachen.
Postsynaptisch liegen zwei Horizontalzellfortsatze, welche mit variabeln Aufspaltungen von
einem engen Hilus aus tief in Stabchenendkolben invaginiert sind. Sie verbreitern sich termi-
nal und zeigen grol3e breite oft aufgefacherte bzw. verzweigte Auftreibungen. Die Ribbon-
synapsen sind in die zwischen solchen Endauftreibungen entstehenden Rinnen eingesenkt.
Unterhalb ihrer ad berUhren sich die Horizontalzellterminale. Etwas darunter enden 1-2 ca.
100 nm breite Bipolarzelldendriten, die vom Zentrum der Invagination des Stabchenterminals
zum Hilus hin danner werden, um zum Soma invaginierender ON-Bipolarzellen weiterzulau-
fen. Da die Zahl der in den Stabchenendkolben eintretenden Fortsatze variabel ist, fanden
sich Konstellationen von 1-3 SK, 1-3 Horizontal- und 1-4 Bipolarzellterminalen, wie sie auch
in der Literatur beschrieben sind.

Drei zentrale Ausschnitte menschlicher Zapfenpedikel wurden aus lickenlosen Serienschnit-
ten mit ihren Mitochondrien, SK und den in Form von Triaden hier invaginierenden postrib-
bonsynaptischen Fortsatzen rekonstruiert. Der Grundbauplan der Ribbonsynapsen ist hier
dem der Stabchen ahnlich, jedoch sind die SK kurzer, die Invaginationen deutlich kleiner und
nie verzweigt, die Bipolarzelldendriten breiter und die Horizontalzellfortsatze terminal weniger
stark und nur rundlich aufgetrieben. Zapfen-SK sind nur in einer Ebene schwach gebogene
Bander. Die gefundene Zahl von Zapfen SK paft zu Literaturdaten, deren Zusammenfas-
sung fur Primaten foveanah 10-20 und peripher 30-40 SK zeigt. In Bipolarzellaxonen des
Menschen waren SK nicht immer Uber leistenartige Membranplaques am Plasmalemm ver-
ankert. Die hier flachen Ribbonsynapsen zeigten kleinere bandférmige oder nur ca. 250 x
150 x 35 nm grol3e plattenformige SK mit etwas groRerem Abstand zu den aktiven Zonen als
in Photorezeptoren.

Bei BALB/c Mausen, deren SK besonders deutlich auf Veranderungen der Photoperiode
oder experimentelle Bedingungen reagieren, zeigten Rekonstruktionen von Stabchenribbon-
synapsen am Ende der Dunkelphase band- bis boomerangférmige SK und weder Klumpen
noch Kugeln. Im ersten Drittel und gegen Ende der Lichtphase fanden sich jedoch ca. 20
Prozent solch veranderter SK. Gleichzeitig waren die mittleren Abschnitte vieler SK unter
beiden Lichtbedingungen diinner als am Ende der Dunkelphase. Die langen, oft mehrfach

gebogenen und verdrehten Zapfen-SK dieser Mause waren unabhangig von den Lichtbedin-
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gungen oft deutlich groRRer als die der Stabchen, wohingegen beim Menschen Zapfen-SK re-
lativ gerade, bandférmige Zellorganellen geringerer Grolde als in Stabchen darstellten.
Wahrend in Stabchenterminalen nur ausnahmsweise mehr als ein groferes bandférmiges
SK (neben eventuellen kugelformigen) vorlag, zeigten sich in den Zapfen orts- und spezies-
abhangig 15 bis Uber 25 meist bandférmige Organellen, die in wenigen Fallen mit zwei ge-
legentlich sogar 3 verschiedenen Triaden aus 2 Horizontal- und einem Bipolarzellfortsatz ver-
bunden waren. Dies ist bei BALB/c Mausen, die weniger, aber groRere Zapfen-SK zeigten,
haufiger als beim Menschen.

Die SK der Bipolarzellen in der inneren plexiformen Schicht waren speziesubergreifend meist
lange Bander oder kleine Platten mit ca. 250 x 150 nm grofRen Hauptflachen und nur ge-
ringen Verdrehungen. Verschiedene Bipolarzelltypen haben unterschiedlich viele SK. Im
Rahmen der Arbeit erstmals erstellte 3D-Rekonstruktion ektopischer synaptischer Korper-
chen (eSK) konnten belegen, dalk diese in Bipolarzelldendriten lokalisiert sind. Die kleinen,
leicht gebogenen, 35 nm dicken Platten, deren grof3e Oberflachen Dimensionen von meist
nur ca. 100 x 200 nm hatten, sind praktisch nie an der Zellmembran verankert, sondern ste-
hen in einigen Fallen Uber zu langen Tubuli fusionierte Vesikel mit dem Interzellularspalt in
Verbindung. Dies kdnnte ein Hinweis auf eine "compound" Endo- oder Exozytose sein. Sel-
ten finden sich zwei, ausnahmsweise auch drei parallel zueinander angeordnete SK im Inne-
ren der Bipolarzelldendriten, meistens nahe deren Eintritt in Stabchenendkolben. Im Gegen-
satz zur Ratte fanden sich eSK bei seit Geburt unter Dauerdunkelheit gehaltenen BALB/c
Mausen sogar im in Stabchen- bzw. Zapfenterminal invaginierten Abschnitt von Bipolarzell-
dendriten. Neben plattenférmigen SK lagen bei diesen Mausen auch innen hohle klumpen-
formige Organellen in Stabchenbipolarzelldendriten vor.

Unter Organkultur und Ca**-Entzug fanden sich in Stabchen die massivsten Veranderungen
von SK, die entweder als Klumpen oder Kugeln vorlagen oder massive Protrusionen an ei-
nem kleinen plattenférmigen Abschnitt zeigten, der noch an der ad befestigt blieb. Die Be-
funde deuten darauf hin, daf} Licht Uber Kalziumentzug zu Verklumpungen an SK und zur
Abschnulrung von klumpen- bis kugelférmigen SK Fragmenten fuhrt.

Bei der Rekonstruktion mit anti-B-Dystroglykan Immunogold-markierter Zapfenterminalen der
HUhnchenretina konnte erstmals gezeigt werden, dald sich dieses zum Dystrophin-
assozierten Glykoproteinkomplex gehérende Protein in perisynaptischen Fortsatzen der Pho-
torezeptoren seitlich und an ihren Spitzen fand, wahrend Horizontal- und Bipolarzellfortsatze
nicht markiert waren. Dies deutet auf eine neue strukturelle oder funktionelle Domane in Pho-
torezeptorterminalen hin, die eine noch im Detail zu klarende Rolle bei der synaptischen
Transmission spielt, da bei Mutationen im Dystrophin-assoziierten Proteinkomplex eine Ver-
anderung der synaptischen Kommunikation in der duf3eren plexiformen Schicht zu beobach-

ten ist.
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In der Zirbeldruse sind die meisten SK wenig gebogene, flache, plattenformige Strukturen,
die bei der Ratte meist ca. 300x150x35 nm grof3 sind. Daneben gibt es deutlich langere
bandférmige Organellen und unter Normalbedingungen bei Ratte und Huhnchen praktisch
keine, bei Meerschweinchen nur wenige klumpige oder kugelférmige SK. Pinealozyten der
Meerschweinchenzirbeldrise weisen Ublicherweise Felder parallel gruppierter plattenformi-
ger synaptischer Korperchen auf. Unter Dauerlicht zeigten sich an der Membran benachbar-
ter Zellen einander gegenulberliegende Felder stark verbogener, partiell verdickter SK, die
vermutlich aus verschmolzenen Einzelplatten entstanden waren sowie deutlich mehr kugeli-
ge bzw. klumpige SK. Die Organellen nehmen nachts an Gro3e zu, wodurch sich ihre Ober-
flache vergroflert, bei Ratten nimmt sie um 19,3 Prozent von 0,041 auf 0,0501 ym? zu. Da
die plattenférmigen SK eine konstante Dicke von 35 nm hatten, laf3t sich so ein durchschnitt-
liches Volumen von 1,47x10° um? fiir 12.00 und von 1,75x10> ym? fiir Mitternacht mit einer
Zunahme von 0,28x10° ym? (entspricht 19,3 %) errechnen. Der Vergleich von Pinealocyten-
SK von unter LD 4:20 zu LD 20:4 gehaltenen Ratten zeigte unter LD 20:4 insignifikant mehr
SK, die signifikant langere Profile hatten, was auf eine GroRenzunahme der Organellen hin-
deutet. Uberlegungen und mathematische Berechnungen, was Profillangenmessungen
bedeuten und wieviele Profile flr sinnvolle Vergleiche ausgewertet werden muf3ten, werden
kritisch diskutiert.

Die selbst erhobenen Befunde werden im Kontext mit allen verfigbaren Literaturdaten de
origine, dem Auftreten von SK in der Ontogenese sowie SK betreffenden pathologischen und
Altersveranderungen betrachtet. Hierbei deutet die Analyse der Chronobiologie von SK in
quantitativer und morphologischer Hinsicht auf eine Abhangigkeit von der Photoperiode bzw.
Licht und Dunkelheit und nicht auf eine endogene zirkadiane Rhythmik hin.

Die oberhalb funktionell wichtiger Ca**-Kanale lokalisierten SK setzen in Photorezeptoren die
Lichtinformation in exozytierte Glutamatquanten um, wobei das Glutamat an verschiedenen
postsynaptischen Orten wirkt. Die zuvor nie so anschaulich durch 3D-Stereoanimationen
visualisierten Befunde zeigen, dal® die Morphologie von SK hier flr eine maximal schnelle
Freisetzung der gebundenen Transmittervesikel an in unmittelbarer Nahe gelegenen aktiven
Zonen der Ribbonsynapsen optimiert ist. Der molekulare Aufbau von SK wird ultrastrukturell
nachvollzogen und die Funktion der Organellen diskutiert. Diesbezlglich ist die Vesikelspei-
cherung erwiesen, das "Priming" fur die Exozytose beinahe bewiesen, eine Koordinations-
funktion fur multivesikulare Transmitterfreisetzung ist denkbar, wahrend eine Forderband-
funktion eher unwahrscheinlich ist. In breve haben die im Rahmen dieser Habilitation ge-
wonnenen Erkenntnisse und entwickelten Methoden einige Beitrage zur Klarung des mor-

phologisch funktionellen Gesamtverstandnisses der Ribbonsynapsen geleistet.
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6. Perspektive

Im Januar 2006 erhielt ich fir mein Projekt "Dreidimensionale Rekonstruktion synaptischer
Organellen der menschlichen Retina" von der Universitat Mainz eine Férderung in Hohe von
11.355 €. Die in dieser Schrift vorgestellten und visualisierten Befunde der menschlichen Re-
tina sind Ergebnisse dieses Projektes, welches durch weitere Rekonstruktionen vervollstan-
digt werden soll. Eine Publikation Uber ektopische SK der Retina von BALB/c Mausen und
Ratten mit Dr. |. Spiwoks-Becker ist in Arbeit. Zunachst wurden einige der hierbei erhobenen
Befunde in einem Poster vorgestellt (Spiwoks-Becker et al. 2007). Ferner ist die Publikation
der hier vorgestellten umfassenden Untersuchungen an Retinae von BALB/c Mausen unter
diversen Licht-Dunkelbedingungen geplant.

Mit Herrn Prof. Meissner (Zoologisches Institut, Uni Mainz) besteht seit Februar 2005 eine Ko-
operation, bei der es um die dreidimensionale Rekonstruktion einer kaum bekannten Zellorganel-
le (Macrotubuli aggregati) menschlicher Horizontalzellen geht, die bereits in einem Vortrag (Ja-

strow & Meissner 2006) vorgestellt wurde. Eine Publikation hierzu ist in Arbeit.
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Nr. Kurzbeschreibung Ort | Spezies | Animation | Seite
01 rekonstruiertes Zapfenterminal mit 4 Stabchenendkolben | APS Homo 01.avi 00
02 Feld plattenférmiger SK P MS 02.avi 00
03 Feld bizarrer SK, Dauerlichttier P MS 03.avi 00

1 SK Profile in Photorezeptoren, Pinealozyt und Haarzelle < | Homo, MS 4

2 Stereobild 3D rekonstruierter SK in einem Feld P Ratte 2.avi 5

3 rekonstruierte SK in Originalgrauwerten P Ratte 3.avi 5

4 bizarre SK unter Dauerlicht P MS 4.avi 5

5 Stereobild einer Stabchensynapse mit einem SK APS Homo 5.avi 6
6a rekonstruierte SK in einem Zapfenpedikel APS Homo 6.avi 6
6b gréRere SK in einem Zapfen einer der BALB/c Maus APS Maus 6a.avi 6

7 Stabchenterminale, Zapfenpedikel + postsynapt. Elemente | APS Homo 01.avi 7

8 unter Ca**-Entzug massiv veranderte SK APS Maus 8.avi 7

9 SK einer Zapfenbipolarzelle IPS Ratte 9.avi 8
10 verschiedene SK einer Stabchenbipolarzelle IPS Ratte 10.avi 8
11 Ubersicht und Schichtengliederung der Retina — Homo 9
12 Zirbeldrise: Pinealozyten und SK-Feld P MS 10
Met1 | Monitorschnappschuf3: IDL® Tool zur Schnittiiberlagerung P MS 20
Met2 | Prinzip der Modifikation der Disektor Z&himethode P Ratte 22
Met3 | Erklarungszeichnung zum Procedere bei dieser Methode 22
Huhn | band- bzw. plattenférmige SK in einem Feld P Huhn Huhn.avi 26
MS1 | grolRes Feld paralleler plattenférmiger SK, Normaltier P MS MS1.avi 27
MS2 | 4 verschiedene Fotos gepaarter SK-Felder, Dauerlichttiere | P MS 28
MS3 | Rekonstruktion eines doppelt gepaarten Feldes P MS MS3.avi 29
MS4 | trogformiges bzw. kelchférmiges SK, Dauerlichttiere P MS MS4.avi 29
MS5 | breite atypische SK, eines mit Hohlraum, Dauerlichttier P MS MS5.avi 30
MS6 | gepaartes Feld rinnenférmiger SK, Dauerlichttier P MS 03.avi 31
Js1 Beispiele fiir verschiedene SK-Profile APS Ratte 32
Jb1 Beispiele atypischer SK-Profile in Zapfenterminalen APS Maus 34
Jb2 sehr grofles rundes SK-Profil APS Maus 34
BDG1 | Retina mit anti-B-Dystroglykan & anti-Bassoon Markierung | « Huhn 36
BDG2 | segmentierte Zapfenterminale mit Immunogoldmarkierung | APS Huhn 37
BDG3 | Idem, anderes Detall APS | Huhn 38
BDG4 | 3D-Rekonstruktion der BDG Markierung APS Huhn 38
BDG5 | Stereobild: keine BDG Markierung im Bereich von SK APS Huhn BDG5.avi 39
BDG6 | Stereobild einer Zapfenpedikelbasis mit SK und BDG APS Huhn BDG6.avi 39
BDG7 | idem, andere Ansicht APS Huhn BDG7.avi 39
BALB1 | Originalschnitte: Stabchenterminale, Ca**-Entzug in Kultur | APS Maus 41
BALB2 | 3D-Rekonstruktion eines massiv verdnderten SK APS Maus BALB2.avi 41
BALB3 | SKin Stabchenterminalen bei um 5.45 getdteten Tieren APS Maus 42
BALB4 | Zapfenterminal mit SK eines solchen Tieres APS Maus BALB4.avi 42
BALB5 | Stereobild ektopischer SK dieses Tieres APS Maus BALB5.avi 43
BALB6 | SKin Stabchenbipolarzellen um 5.45 getéteter Tiere IPS Maus 43
BALB7 | Stabchenribbonsynapsen eines um 8.10 getdteten Tieres | APS Maus BALB7.avi 44
BALB8 | SK eines Bipolarzellterminals (8.45 getétetes Tier) IPL Maus BALBS.avi 45
BALB8a | SKin Stabchenendkolben um 8.45 getdteter Tiere APS Maus 45
BALB9 | medial eingeschniirte SK eines um 17.00 getteten Tieres | APS Maus 46
BALB10 | Zapfenterminal eines solchen Tieres APS Maus 46
BALB11 | Zapfen-SK um 17.00 getéteter Tiere APS Maus 47
BALB12 | Bipolarzell-SK um 17.00 getoteter Tiere APS Maus 47
BALB13 | Topographie der Bipolarzell-SK solcher Tiere APS Maus 48

Ort: IPS = innere plexiforme Schicht der Retina; APS = &uRere plexiforme Schicht; P = Pinealozyt; < = siehe links

Spezies: Homo = Mensch; MS = Meerschweinchen; Ratte = SD-Ratte; Maus = BALB/c-Maus; Huhn = Hiihnchen
Die Animationen finden sich im Verzeichnis "Animationen" des beiliegenden Datentragers und alphabetisch

geordnet im Animationsverzeichnis; bei mehreren wird nur der Name der ersten angegeben.
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Nr. Kurzbeschreibung Ort | Spezies | Animation | Seite
BALB14 | Stabchen-SK eines um 22.00 getoteten Tieres APS | Maus 49
BALB15 | verschiedene Stabchen-SK eines um 22.00 getéteten Tieres | APS | Maus 49

Ekt1 Beispiele ektopischer SK in Originalfotos APS | Ratte 50

Ekt2 | Tubuli an eSK und sagittales eSK in Originalfotos APS | Ratte 51

Ekt3 | eSK an einem Stabchenterminal APS | Ratte Ekt3.avi 51

Ekt4 | 2 eSK an einem Stébchenterminal APS | Maus Ekt4.avi 52

Ekt5 | Originalfoto mit Profilen mehrerer eSK APS | Maus 52

Ekt6 | 3D-Rekonstruktion dieser eSK APS | Maus Ekt6.avi 53

Ekt7 | Klumpige eSK mit Hohlrdumen im Inneren APS | Maus Ekt7.avi 53

IPS1 | kleines plattenformiges SK eines Zapfenbipolarzellaxons IPS | Ratte IPS1.avi 54
IPS2 | Stébchenbipolarzellaxon mit plattenférmigen SK IPS | Ratte IPS2.avi 54
Homo1 | rekonstruiertes Zapfenterminal mit 4 Stdbchenendkolben APS | Homo Homo1.avi 55
Homo?2 | rekonstruierte Bipolarzellaxone mit SK IPS | Homo Homo2.avi 55
Homo3 | Originalschnitt mit Farbcodierung segmentierter Strukturen | APS | Homo 56
Homo4 | Komponenten der Ribbonsynapse eines Stabchenterminals | APS | Homo Homo4.avi 56
Homo5 | Serienschnitte eines kompletten Stabchenterminals APS | Homo Homo5.avi 57
Homo6 | Rekonstruktion eines Stabchenendkolbens mit 2SK APS | Homo Homo6.avi 58
Homo7 | idem mit 2SK, 3 Bipolarzelldendriten + 1 HZfortsatz APS | Homo Homo7.avi 58
Homo8 | idem mit 1SK, 1 Bipolarzelldendriten + 3 HZfortsatze APS | Homo Homo8.avi 59
Homo9 | idem mit 2SK, 3 Bipolarzelldendriten + 1 HZfortsatz APS | Homo Homo?9.avi 59
Homo10 | idem mit 3SK, 4 Bipolarzelldendriten + 3 HZfortsatze APS | Homo | Homo10.avi 59
Homo11 | standardisierte Darstellung von 11 Stbchen SK APS | Homo 60
Homo12 | Basalansichten zweier Zapfenpedikel mit SK APS | Homo 61
Homo13 | 3 typische Ribbonsynapsen von Zapfenterminalen APS | Homo | Homo13.avi 62
Homo14 | Fortsatze von Zapfenterminalen in Fotos + Rekonstruktion APS | Homo | Homo14.avi 62
Homo15 | Serienschnitte einer kompletten Zapfentriade APS | Homo | Homo15.avi 63
Homo16 | Rekonstruktion mehrerer Zapfenribbonsynapsen APS | Homo | Homo16.avi 64
Homo17 | in Reihe stehende SK an einem Zapfenbipolarzelldendriten | APS | Homo | Homo17.avi 65
Homo18 | parallel stehende SK an einem Zapfenbipolarzelldendriten APS | Homo 66
Homo19 | standardisierte Darstellungen der rekonstruierten Zapfen SK | APS | Homo 66-67
Homo20 | SK in Axonen verschiedener Bipolarzellen IPS | Homo | Homo20.avi 68
Homo21 | Originalfoto einer Bipolarzelle mit einem eSK-Profil IPS | Homo 69
Homo22 | bandférmige Stébchenbipolarzell-SK IPS | Homo | Homo22.avi 69
Homo23 | SK in Bipolarzellaxonen IPS | Homo | Homo23.avi 70
Homo24 | standardisierte Darstellung von 14 Bipolarzell-SK IPS | Homo 70
Rat1 Feld synaptischer Kérperchen eines Rattenpinealozyten P Ratte Rat1.avi 73
Rat2 | Transparente + 3D Rekonstruktion pinealer SK P Ratte Rat2.avi 74
Disk1 | Entstehung grofer atypischer SK durch Aneinanderlagerung | P MS 78
Disk2 | Membranverankerung normaler + atypischer SK P+R # Homo10.avi 80
Disk3a,b | unterschiedliche Morphologie zweier Stabchenterminale APS | Homo Disk3.avi 83
Disk3c | Stabchenribbonsynapsen mit dargestellter aktiver Zone APS | Homo Disk3c.avi 86
Disk4 | Ribbonsynapsen eines Zapfenterminals APS | Homo Disk4.avi 92
Diskd | verschiedene Bipolarzelldendriten eines Zapfenpedikels APS | Homo Disk5.avi 101
Disk6 | Schemazeichnung zur Berechnung von SK-Profillangen 109
Disk7 | Schemazeichnung zur fehlerfreien Disektorzahlung 112
Disk8 | Laminierung eines senkrecht angetroffenen SK Profils APS | Homo 122
Disk9 | tubuldres Netzwerk bei einem ektopischen SK APS | Ratte Disk9.avi 125
Disk10 | Foto: Endo- + Exozytosevorgange einer Stabchensynapse | APS | Ratte 128
Ende | sagittal getroffenes Stabchen-SK (1 Vakuole einkopiert) APS | Maus 162

Ort: IPS = innere plexiforme Schicht der Retina; APS = duBere plexiforme Schicht;
P = Pinealozyt; P+R = pinealocytes und Retina
Spezies: Homo = Mensch; MS = Meerschweinchen; Ratte = SD-Ratte; Maus = BALB/c Maus;
Huhn = Hihnchen; # = Mensch, Hihnchen und Meerschweinchen im Vergleich
Die Animationen finden sich im Verzeichnis "Animationen” des beiliegenden Datentragers und alphabetisch
geordnet im Animationsverzeichnis; bei mehreren wird nur der Name der ersten angegeben.
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Name Kurzbeschreibung Ort | Spezies
01.avi rekonstruiertes Zapfenterminal mit 4 Stabchenendkolben APS | Homo
02.avi Feld plattenférmiger SK P MS
03.avi Feld bizarrer SK, Dauerlichttier P MS
2.avi 3D rekonstruierte SK in einem Feld eines Pinealozyten P Ratte
3.avi rekonstruierte platten- und bandférmige SK in Originalgrauwerten P Ratte
4 avi bizarre SK unter Dauerlicht P MS
5.avi Stébchensynapse mit einem SK APS | Homo
6.avi rekonstruierte SK in einem Zapfenpedikel + eine rekonstruierte Triade APS | Homo
6a.avi groRe SK in einem Zapfenpedikel APS | Maus
8.avi unter Ca**-Entzug massiv veranderte SK APS | Maus
9.avi SK einer Zapfenbipolarzelle IPS Ratte
10.avi verschiedene SK einer Stébchenbipolarzelle IPS | Ratte
BALB2.avi | 3D-Rekonstruktion von Stabchen-SK, Organkultur unter Ca**-Entzug APS | Maus
BALB4.avi | Zapfenterminal mit SK eines um 5.45 getoteten Tieres APS | Maus
BALBS.avi | ektopische SK angelagert an einen Zapfenpedikel dieses Tieres APS | Maus
BALB7.avi | Stabchenribbonsynapsen eines um 8.10 getdteten Tieres APS | Maus
BALB7a.avi | idem ohne Darstellung der Stabchenterminale APS | Maus
BALB8.avi | SK einer Bipolarzelle einer um 8.45 get6teten BALB/c Maus IPS | Maus
BDG5.avi | keine Betadystroglykan Markierung im Bereich von SK APS | Huhn
BDG6.avi | Zapfenpedikelbasis mit SK und BDG-Markierung APS | Huhn
BDG7.avi | detailliertere Ansicht einer Zapfenbasis mit SK & BDG-Markierung APS | Huhn
Disk3.avi | 2 Ribbonsynapsen in einem Stabchenterminal APS | Homo
Disk3c.avi | 3 Ribbonsynapsen eines Stabchenterminals mit visualisierten aktiven Zonen | APS | Homo
Disk4.avi | Ribbonsynapsen eines Zapfenterminals APS | Homo
Disk5.avi | verschiedene Bipolarzelldendriten eines Zapfenpedikels APS | Homo
Disk9.avi | tubulares Netzwerk bei einem ektopischen SK APS | Ratte
Ekt3.avi | Ektopische SK an einem Stibchenterminal APS | Ratte
Ekt4.avi | 2in etwa parallele eSK an einem Stabchenterminal APS | Maus
Ekt6.avi | 3D-Rekonstruktion von eSK an einem Stibchen- und einem Zapfenterminal | APS | Maus
Ekt7.avi | klumpiges eSK einer Zapfenbipolarzelle mit offenen Hohlraum im Inneren APS | Maus
Ekt7a.avi | klumpige eSK von Stabchenbipolarzellen mit Hohlrdumen im Inneren APS | Maus
Homo1.avi | rekonstruiertes Zapfenterminal mit 4 Stabchenendkolben APS | Homo
Homo2.avi | rekonstruierte Bipolarzellaxone mit SK & Originalschnitt IPS | Homo

Ort: IPS = innere plexiforme Schicht der Retina; APS = &uRere plexiforme Schicht; P = Pinealozyt

Spezies: Homo = Mensch; MS = Meerschweinchen; Ratte = SD-Ratte; Maus = BALB/c-Maus; Huhn = Hithnchen

Die Animationen finden sich im Verzeichnis "Animationen" des beiliegenden Datentragers
3D-Stereoanimationen sind gelb unterlegt
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Name Kurzbeschreibung Ort | Spezies
Homod4.avi | Komponenten der Ribbonsynapse eines Stabchenterminals APS | Homo
Homo5.avi | Serienschnitte eines kompletten Stabchenterminals APS | Homo
Homo6.avi | Rekonstruktion eines Stabchenendkolbens mit 2SK APS | Homo
Homo7.avi | idem mit 2 SK + 3 Bipolarzelldendriten + 1 Horizontalzellfortsatz APS | Homo
Homo8.avi | idem mit 1 SK + 1 Bipolarzelldendriten + 3 Horizontalzellfortsatze APS | Homo
Homo9.avi | idem mit 2 SK + 3 Bipolarzelldendriten + 1 Horizontalzellfortsatz APS | Homo
Homo10.avi | idem mit 3 SK + 4 Bipolar- + 3 Horizontalzellfortsatzen und aktiver Zone APS | Homo

Homo10a.avi | SK dieser 3 Stabchenribbonsynapsen mit ad und aktiver Zone APS | Homo
Homo13.avi | typische Ribbonsynapse einer Zapfentriade, Schnitt im Hintergrund APS | Homo
Homo13a.avi | andere typische Ribbonsynapse eines Zapfenpedikels APS | Homo
Homo14.avi | laterale Fortsatze eines Zapfenterminals zu benachbarten Stabchen APS | Homo
Homo15.avi | Serienschnitte einer kompletten Zapfentriade APS | Homo
Homo16.avi | Rekonstruktion mehrerer Zapfenribbonsynapsen (Triaden) APS | Homo
Homo17.avi | in Reihe stehende SK an einem Zapfenbipolarzelldendriten APS | Homo
Homo20.avi | SKin Axonen verschiedener Bipolarzellen mit Schnitt im Hintergrund IPS | Homo
Homo22.avi | bandférmige Stabchenbipolarzell-SK, eines mit Membranverankerung IPS | Homo
Homo23.avi | SKin Bipolarzellaxonen der unteren IPS IPS | Homo
Huhn.avi band- bzw. plattenférmige SK in einem Feld P Huhn
Huhn1.avi | idem mit geglatteter, interpolierter Oberflache der SK P Huhn
IPS1.avi kleines plattenférmiges SK eines Zapfenbipolarzellaxons IPS | Ratte
IPS2.avi Stébchenbipolarzellaxon mit 2 plattenférmigen SK &hnlich Abb. IPS2 IPS | Ratte
MS1.avi grofes Feld paralleler plattenférmiger SK, Normaltier P MS
MS1a.avi | grofles Feld paralleler plattenférmiger SK, Normaltier, Schnitt im Hintergrund | P MS
MS3.avi Rekonstruktion eines doppelt gepaarten Feldes mit Schnitt im Hintergrund P MS
MS3a.avi | Rekonstruktion eines doppelt gepaarten Feldes, eine Platte mit Loch P MS
MS4.avi trogformiges SK, Dauerlichttier P MS
MS4a.avi | kelchférmiges SK, Dauerlichttier P MS
MS5.avi breite atypische SK eines mit innerem Hohlraum, Oberflachendarstellung P MS
MSba.avi | idem halb aufgeschnittene Darstellung P MS
MS5b.avi | idem transparente Darstellung mit heller erscheinendem Hohlraum P MS
Rat1.avi Feld synaptischer Kérperchen eines Rattenpinealozyten P Ratte
Rat2.avi 3D Rekonstruktion segmentierter pinealer SK P Ratte
Rat2a.avi | Transparente 3D Rekonstruktion pinealer SK P Ratte

Ort: IPS = innere plexiforme Schicht der Retina; APS = &uRere plexiforme Schicht; P = Pinealozyt
Spezies: Homo = Mensch; MS = Meerschweinchen; Ratte = SD-Ratte; Maus = BALB/c-Maus; Huhn = Hithnchen
Die Animationen finden sich im Verzeichnis "Animationen" des beiliegenden Datentragers;
3D-Stereoanimationen sind gelb unterlegt
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