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1.1 Zusammenfassung

Morphologische Untersuchungen zur Entwicklung von Ribbonsynapsen

in der dul3eren plexiformen Schicht der Rattenretina.

Nervenzellen bertragen Informationen an distinkten Kontaktstellen, den Synapsen.
An chemischen Synapsen erfolgt die interzelluldre Signalubertragung via Exozytose
von neurotransmitterhaltigen synaptischen Vesikeln. Die Ribbonsynapse ist eine
spezialisierte chemische Synapse, die fur eine besonders schnelle und ausdauernde
Freisetzung von Neurotransmitter optimiert ist. Ribbonsynapsen, die eine groRe
Bandbreite an Stimulusintensitdten Uber abgestufte Potentialdnderungen an die
nachgeschalteten sekundaren Neurone Ubertragen, finden sich z.B. in den
Sinneszellen der Netzhaut und des Innenohres. Ein charakteristisches Merkmal von
Ribbonsynapsen sind groRe prasynaptische, elektronenmikroskopisch sichtbare
Strukturen, die man als synaptische Ribbons bezeichnet (Sjostrand, 1958; Dowling,
1987; Sterling, 1998). Diese im Elektronenmikroskop stab- bzw. bandférmig
erscheinenden Strukturen, die mit einer groBen Anzahl synaptischer Vesikel
assoziiert sind, macht man fir die besonderen physiologischen Eigenschaften der
Ribbonsynapse verantwortlich. Hauptprotein der synaptischen Ribbons ist das
Protein Ribeye (Schmitz et al., 2000; Wan et al., 2005).

Die Ribbonsynapsen der Photorezeptorzellen entwickeln sich nach der Geburt
(postnatal). Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war es, die postnatale Bildung
der Ribbonsynapsen der Photorezeptoren von Spraque- Dawley Ratten zeitlich
engmaschig im Elektronenmikroskop zu untersuchen, um ultrastrukturelle Hinweise
uber die Bildung von synaptischen Ribbons wahrend der postnatalen Synaptogenese

zu erhalten.

Die Bildung der Photorezeptor- Ribbonsynapse zeigt sich im Elektronenmikroskop
mit der Ausbildung einer primitiven prasynaptischen Terminale, die Dbereits
synaptische Vesikel, aber noch keine synaptische Ribbons enthélt. An diese primitive
prasynaptische Terminale ,,docken“ zunachst zwei Horizontalzellfortsatze sowie
nachfolgend ein bzw. zwei Bipolarzellfortsdtze an. Die Bildung stabférmiger
Ribbons beginnt elektronenmikroskopisch sichtbar am 3. postnatalen Tag.

Zusammenfassung 1



Die Bildung der synaptischen Ribbons erreicht ihr quantitatives Maximum am 10.
bis 12. postnatalen Tag. Im weiteren Verlauf der Netzhautentwicklung kommt es zu
einer Verringerung der Ribbondichte (Ribbons pro 220 pm? OPL). Diese Reduktion
ist wahrscheinlich Resultat der VVolumenvergréfierung und Ausdifferenzierung der
Synapse, die moglicherweise einhergent mit der Verringerung einer

»Uberschussproduktion* von synaptischen Ribbons.

Die synaptischen Ribbons nehmen im Verlauf der postnatalen Entwicklung
kontinuierlich an L&nge (bis 1 pum) zu. Neben den stabférmigen Ribbons wurden
relativ grol3e globuldre elektronendichte Strukturen, die sog. synaptischen ,,Spheres*
beobachtet, die bereits in friiheren Untersuchungen als mogliche Vorstufen bzw.
Abbaustufen von Ribbons diskutiert wurden (Spiwoks- Becker et al., 2004).
Weiterhin wurden wesentlich kleinere granulére elektronendichte Strukturen in der
prasynaptischen Terminale von Ribbonsynapsen beobachtet, die sich manchmal zu

elektronenmikroskopisch- sichtbaren Aggregaten zusammenlagerten.

Aufgrund der auf elektronenmikroskopischem Wege gewonnenen Erkenntnisse
sowie weiteren von der Arbeitsgruppe erzielten biochemischen Daten vermuten wir,
dass synaptische Ribbons sich in einem Mehrstufenprozess ausbilden. Unsere
Arbeitshypothese lautet daher, dass in diesem mehrstufigen Prozess die Bildung der
synaptischen Ribbons von den beobachteten granularen Strukturen ausgeht und tber
die synaptischen Spheres zur Ausbildung von reifen stabférmigen synaptischen
Ribbons flihrt. Diese Hypothese gilt es in zukinftigen Versuchen durch
immunelektronenmikroskopische ~ Verfahren mit  Antikdrpern  gegen  das

Ribbonprotein Ribeye weiter zu untersuchen.
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1.1 Summary

Ultrastructural analyses of the development of ribbon synapses in the

outer plexiform layer of the rat retina.

Nerve cells communicate at distinct intercellular contact sites, the synapses. At
chemical synapses signal transduction occurs via exocytosis of neurotransmitter-
containing synaptic vesicles with the presynaptic plasma membrane. The ribbon
synapse is a specialized chemical synapse which is optimized for very rapid and
sustained neurotransmitter release. Ribbon synapses are found e.g. in the sensory
neurons of the retina and inner ear and typically transmit a broad bandwith of
sensory informations using graded potential differences. Characteristic feature of
ribbon synapses are large bar-/plate- shaped presynaptic structures, the so called
synaptic ribbons (Sj6strand, 1958; Dowling, 1987; Sterling, 1998). Synaptic ribbons
are associated with large numbers of synaptic vesicles and are believed to be
responsible for the unique physiological properties of ribbon synapses. The protein
Ribeye is the main component of synaptic ribbons (Schmitz et al., 2000; Wan et al.,
2005).

Ribbon synapses of photoreceptor cells develop after birth (postnatally). Goal of the
present thesis work was the detailed ultrastructural analysis of the postnatal
formation of ribbon synapses in the outer plexiform layer (OPL) of Sprague-
Dawley rats in order to get ultrastructural hints how synaptic ribbons are formed in

photoreceptor ribbon synapses during postnatal development.

The biogenesis of ribbon synapses started at the ultrastructural level with the
formation of primitive presynaptic terminals that contained synaptic vesicles but no
synaptic ribbons. These primitive photoreceptor presynaptic terminals were first
contacted by two horizontal cell processes and subsequently by one or two processes
of bipolar cells. Bar-shaped synaptic ribbons could be first observed at the
ultrastructural level on postnatal day 3. The formation of bar-shaped synaptic ribbons
reached its maximum between postnatal day 10-12. Subsequently, the density of
ribbons in the OPL decreased.

Zusammenfassung 3



This reduction of synaptic ribbon density (ribbons per 220 pm? OPL) is probably due
to an enlargement and further differentiation of the ribbon synapse or result of a
correction of an ,overshoot* of ribbon production during early postnatal
development. The length of synaptic ribbons continuously increased during postnatal

development (length up to 1um).

Beside bar-shaped ribbons we also observed relatively large spherical structures, the
synaptic spheres, which already have been previously speculated to represent
possible precursors or disassembly products of synaptic ribbons (Spiwoks- Becker et
al., 2004). Additionally, we observed relatively small granular, electron-dense
structures in presynaptic ribbon terminals that sometimes assembled into larger
aggregates. Based on the electron microscopic data and on other data we propose that
the assembly of ribbons is a multistep process. We suggest that the small granular,
electron- dense structures are part of early assembly steps of synaptic ribbons.
Formation of synaptic ribbons subsquently proceeds via the spherical synaptic
spheres to the bar-shaped ribbons. This working hypothesis can further analyzed by
future experiments using immunogold electron microscopy with antibodies directed

against the synaptic ribbon protein Ribeye.
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2. Einleitung

2.1 Die Retina

Lebewesen stehen in standigem Kontakt und Informationsaustausch mit ihrer
Umwelt. Um dieser Aufgabe gerecht zu werden, missen Sinneseindriicke
(Informationen) aufgenommen, weitergeleitet, und in héheren Zentren verarbeitet
werden, damit Organismen sich optimal ihrem Lebensraum anpassen und sich in ihm

etablieren kdnnen.

Der mit Abstand wichtigste Sinn bei Saugetieren ist der Sehsinn, da er mehr
Informationen an das Gehirn liefert als andere Sinnessysteme. Das Auge nimmt das
Licht verschiedener Wellenlangen wahr, die flr die diversen Spezies jeweils
unterschiedlich sind. Das ,,sichtbare Spektrum* des menschlichen Auges umfasst
Wellenlangen von etwa 380 nm (violett/ blau) bis etwa 760 nm (rot) (Luo, 2000).
Das einfallende Licht wird an der Hinterwand des Auges von der Netzhaut detektiert.
Die Netzhaut (Retina) kann man entwicklungsgeschichtlich als einen
vorgeschobenen Teil des Zwischenhirns betrachten, der mit Lichtsinneszellen

(Photorezeptoren) ausgestattet ist.

Beim Wirbeltierauge liegt die Schicht der Photorezeptoren auf der dem Glaskorper
abgewandten Seite. Die Photorezeptoren stehen in engem Kontakt zum
Pigmentepithel. Die auf der Bruch® schen Membran sitzenden Pigmentepithelzellen
und die Aderhaut (Choroidea) sind fiir die Erndhrung der Photorezeptoren und die
Erndhrung der aduBeren Netzhautschichten wichtig. Das Licht muss zunéchst die 9
vorgeschalteten Schichten der Retina durchlaufen, bevor es auf die Photorezeptoren
trifft. Die menschliche Retina besitzt etwa 120 Millionen dammerungsempfindliche
Stabchenrezeptoren und etwa sechs  Millionen  tageslichtempfindliche
Zapfenrezeptoren, von denen es drei Subtypen gibt, die ihr jeweiliges
Absorptionsmaximum im blauen (440 nm), grinen (535 nm) und roten (565 nm)

Spektralbereich haben.
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In den Photorezeptoren werden die Lichtreize durch bestimmte Proteine
(Sehpigmente) in elektrische Signale umgewandelt (Fu und Yan, 2007). Diesen
Vorgang bezeichnet man als Phototransduktion. Er lauft in den AuRengliedern der
Photorezeptoren ab. Auf dem aus verschiedenen Zelltypen bestehenden Abschnitt
zwischen Photorezeptoren und den Axonen der Ganglienzellen, die den Nervus
opticus bilden, finden wichtige neuronale Verarbeitungen/ Verschaltungen statt
(Ubersicht siehe Dowling, 1987).

Die Retina stellt ein Netzwerk unterschiedlicher Nervenzellen dar, die die
Informationen der Sinneszellen vorverarbeiten und Gber den Nervus opticus an die
hoheren visuellen Zentren im ZNS weiterleiten. Das retinale Netzwerk ist klar in
verschiedene Schichten strukturiert und besteht aus (stark vereinfacht) folgenden
funf Grundnervenzelltypen: Photorezeptorzellen, Horizontalzellen, Bipolarzellen,
Amakrinzellen und Ganglienzellen. Die Signalverarbeitung in der Netzhaut erfolgt
auf zwei unterschiedlichen Wegen: vertikal und horizontal. Der vertikale Signalweg
verlauft von den Rezeptorzellen tber die Bipolarzellen zu den Ganglienzellen, deren
gebiindelte Axone den N. opticus bilden, der die Informationen via Thalamus
(Corpus geniculatum laterale) dem visuellen Cortex zuleitet. Die horizontale
Verschaltung wird in der &uf3eren plexiformen Schicht (OPL; Outer Plexiform Layer)
von den Horizontalzellen und in der inneren plexiformen Schicht (IPL; Inner
Plexiform Layer) von den Amakrinzellen realisiert (Wéssle und Boycott, 1991;
Peichl, 1992). Jede der funf Hauptnervenzellen wird ihrer besonderen Anatomie und
Physiologie entsprechend weiter in Subtypen unterteilt. So Ubernehmen 10-15
verschiedene Ganglienzelltypen die Signale von den Bipolarzellen (Masland, 2001a).
Eine noch groRere Vielfalt mit tiber 30 verschiedenen Subtypen findet man bei den
Amakrinzellen. So gibt es keinen Neurotransmitter im ZNS, den man nicht in den
Amakrinzellen schon gefunden hat (Wéssle und Boycott, 1991; Masland, 200143, b).

Diese Diversitat an Nervenzellen mit ihren unterschiedlichen Morphologien und
Funktionen sowie die komplexen Verschaltungen unter- bzw. miteinander bildet die
Grundlage fur die vielfaltigen und hochkomplexen Leistungen der Netzhaut (Wéssle
und Boycott, 1991; Peichl, 1992; Brandstatter et al., 1998).
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h  Abbildung a: Radialschnitt durch die

[x]

W) W W ’-_“,:M’ K
‘#@ / é 'Ff"'; ¥ ','f il LGF“}F,MJ?J adulte Affenretina ca. 5 mm von der
SR A | : ', " os Fovea centralis entfernt. Aus: ,The

synaptic organization of the brain”,
Sterling, P. Fourth edition, 1998.
iIs CH : Pigmentepithel
OS, IS : AuBen-, Innensegmente der
Photorezeptoren
i ONL  :duBere Kornerzellschicht
OPL . aulRere plexiforme Schicht

{CT,RT mit CT,RT;

e CT,RT : Zapfen-, Stdbchenterminale
INL : innere Kornerzellschicht
- : Horizontalzelle
B : Bipolarzelle
: Amakrinzelle
M : Millerzelle
- IPL . innere plexiforme Schicht

GCL  : Ganglienzellschicht
mit ON- und Off Zellen
ME - Mullerendfuiichen

¥ |GCL

Nicht abgebildet sind die Nervenfaserschicht (Axone) des N. opticus und die innere Grenzmembran,
die den Netzhautabschluss zum Glaskorper darstellen. Die dulere Grenzmembran ist zwischen den

Innengliedern (1S) der Photorezeptoren und der dul3eren Kdrnerzellschicht (ONL) gelegen.

2.2 Synapsentypen

Um die von Nervenzellen ausgehenden elektrischen Impulse auf andere ubertragen
zu konnen, bedarf es spezifischer interzellularer Kontaktstellen, so genannter
Synapsen. Prinzipiell gibt es zwei unterschiedliche Arten von Synapsen. Bei den
elektrischen Synapsen (gap junctions) bestehen zwischen aneinander liegenden

Nervenzellen direkte zytoplasmatische Kontakte.

Bei der chemischen Synapse fehlt der direkte zytoplasmatische Kontakt, da pré- und

postsynaptische Zelle durch den synaptischen Spalt voneinander getrennt sind.
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Die Signallbertragung erfolgt durch die Exozytose von neurotransmitterhaltigen
synaptischen Vesikeln. Alle Synapsen bestehen aus einem prasynaptischen Anteil,
der die Informationen der Nervenzelle bereitstellt. Der postsynaptische Anteil nimmt
die Informationen mittels spezifischer Rezeptoren auf und leitet sie weiter. Bei den
elektrischen Synapsen sind die pré- und postsynaptischen Anteile je nach Signalfluss
variabel, sodass die Informationsiibertragung in beide Richtungen erfolgen kann. Die
chemischen Synapsen dagegen besitzen einen unidirektionalen Signalweg von pra-

nach postsynaptisch.

2.2.1 Elektrische Synapse

Bei diesem Synapsentypus sind die in zytoplasmatischem Kontakt stehenden pra-
und postsynaptischen Anteile Uber bestimmte Proteinstrukturen (sog. Connexone)
direkt miteinander verbunden (Kandel et al., 1996; Sohl et al., 2005; Meier und
Dermietzel, 2006). Die Connexone bilden tunnelartige, etwa 1,5 nm im Durchmesser
starke ,,Verbindungskanéle* (gap junctions), durch die lonen und niedermolekulare
Substanzen von einer Zelle in die andere gelangen. Die Erregungsubertragung erfolgt
durch elektrotonische Strome, die das Signal der prasynaptischen Zelle auf die

postsynaptische Zelle durch Potentialdnderung tbertragen.

Die Leitfahigkeit der Kanale ist von der Zusammensetzung der Connexone abhangig
und zusétzlich durch pH-Wert-Anderungen und Phosphorylierungen  von
Kanalproteinen (Connexine) modulierbar. Aufgrund der direkten kurzen Verbindung
(2-4 nm) ist die Signalubertragung mit weniger als 0,1 ms sehr schnell. Es kénnen
infolge des relativ groRen Kanaldurchmessers nicht nur lonen, sondern auch kleinere
Molekiile wie Glycin bzw. Botenmolekile wie IP; in die Nachbarzelle gelangen
(Kandel et al., 1996; Vaney et al., 1998).

Nachteilig ist jedoch, dass das présynaptische Erregungspotenzial stark genug sein
muss, um einen postsynaptisch gerichteten lonenstrom auslésen zu koénnen, da bei
dieser Synapsenart nur geringe Modulations- und Verstarkungsmechanismen
vorhanden sind. In der duReren und inneren plexiformen Schicht der Netzhaut sind

elektrische Synapsen zu finden.
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In der OPL sind die Zapfenphotorezeptoren untereinander Uber gap junctions
verbunden. In der IPL sind Stdbchenbipolarzellen mit Amakrinzellen Uber
elektrische Synapsen untereinander verschaltet (Wéssle und Boycott, 1991; Veruki
und Hartveit, 2002).

postsynaptisches
Cytoplasma

Kanal, gebildet normal breiter
von den Poren Extrazellularraum
in beiden Membranen

\
| geschlossen “‘ offen
6 Connexin-Untereinheiten= | s
1 Connexon !

extrazelluldre Seite

Abb. b: Elektrische Synapse nach Kandel et al., 1996.

Dreidimensionales Modell einer elektrischen Synapse mit zwei angeschnittenen gap junctions, die
sich aus zwei Hemikanédlen zusammensetzen. Diese wiederum sind aus den sog. Connexonen
aufgebaut. Durch den von ihnen gedffneten Kanal wird eine zytoplasmatische Verbindung

benachbarter Zellen hergestellt.

2.2.2 Chemische Synapsen

Hier sind pra- und postsynaptische Membranen durch einen etwa 10-100 nm breiten
Spalt voneinander getrennt und stehen nicht in direktem zytoplasmatischen Kontakt.
Die Erregungsubertragung erfolgt indirekt iber chemische Botenstoffe, so genannte
Transmitter. Der auf der prasynaptischen Seite in synaptischen Vesikeln gespeicherte
Transmitter wird bei Erregung Uber einen als Exozytose bezeichneten Vorgang in
den synaptischen Spalt abgegeben, diffundiert zu den Transmitterrezeptoren der
postsynaptischen Membran und 16st dort durch direkte oder indirekte Mechanismen

eine Potentialanderung aus.
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Wird die Présynapse von einem Spannungsimpuls erreicht und Uber einen
Schwellenwert depolarisiert, stromt Uber spannungsgesteuerte Kalziumkanale
Kalzium aus der Extrazellularfliissigkeit in das Zytosol ein. Der resultierende
intrazellulare Ca®*- Anstieg fiihrt zur Fusion der synaptischen Vesikel mit der
Plasmamembran und somit zur Freisetzung des Transmitters in den synaptischen
Spalt (Abb. c). Der Transmitter erreicht via diffusionem die postsynaptische
Membran. In dieser befinden sich spezielle Proteinstrukturen, die Rezeptoren, die
den Transmitter spezifisch erkennen. Bindet ein Transmittermolekil an den
Rezeptor, fiihrt dies beispielsweise zur Offnung bzw. SchlieBung von lonenkanélen
(ionotrope Rezeptoren) in der postsynaptischen Zelle. Die Aktivierung metabotroper
Rezeptoren fiihrt dagegen zu einer Aktivierung/ Hemmung intrazellulérer
Signaltransduktionsketten. Dadurch erfolgt die Depolarisation und somit die
Signallbertragung auf die postsynaptische Zelle. Ein entscheidendes Merkmal von
chemischen Synapsen ist, dass die Ubersetzung der prasynaptischen Erregung in die
Freisetzung eines Botenstoffes muindet, dessen Wirkung an der postsynaptischen
Zelle die Maglichkeit der Signalverstarkung und Signalmodulation bietet. So kann
die Menge an freigesetztem Transmitter durch die Anzahl der fusionierten
synaptischen Vesikel moduliert werden. Die Affinitdt der postsynaptischen
Rezeptoren zum Transmitter ist ebenso veranderlich. Die Latenzzeit der chemischen
Synapse ist aufgrund der komplexen Ubersetzung von elektrischen in chemische
Signale im Vergleich zur elektrischen Synapse wesentlich l&anger. Sie liegt zwischen

0,3 und mehreren Millisekunden.
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Nerven-
endigung

. i Y g
: . ey — - a postsynaptische
-0 4&5}0:@,: Zell

Na* Na* Na*

Ein Aktionspotential Der Ca®*-Einstrom fiihrt Die Kandle &ffnen sich,
lauft in die Nerven- zur Vesikelfusion und Na* strémt ein, und die
endigung ein Transmitterausschittung Vesikel werden recycelt

Abbildung c: Schema der Signaltransduktion an chemischen Synapsen, nach Kandel et al., 1996

Wenn ein Aktionspotential die prasynaptische Terminale erreicht, wird in der aktiven Zone die

Verschmelzung von fusionskompetenten Vesikeln durch den Ca?*- Einstrom (spannungsgesteuerte

Ca**- lonenkanale) induziert. Der ausgeschiittete Transmitter diffundiert zu den an der

postsynaptischen Membran gelegenen Rezeptoren und bindet an diese. Daraufhin 6ffnen sich z.B.

Na*- lonenkanile, die eine Depolarisation in der postsynaptischen Zelle ausldsen.

2.3 Chemische Synapsen der Retina

In der Retina findet man neben den beschriebenen konventionellen chemischen

Synapsen auch besonders spezialisierte chemische Synapsen. Diese nennt man

Ribbonsynapsen (Sterling, 1998; Dowling, 1987). Dieser spezielle Typus chemischer

Synapsen kommt noch in weiteren sensorischen Organen vor: in der Pinealdrise

(Hopsu und Arstila, 1964), den Haarzellen der Cochlea (Smith und Sjéstrand, 1961)

und dem Vestibularorgan (Flock, 1964).
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2.3.1 Konventionelle chemische Synapsen der Retina

Konventionelle chemische Synapsen, deren Kennzeichen neben den oben
beschriebenen allgemeinen Merkmalen chemischer Synapsen (prd- und
postsynaptische Terminale, synaptische Vesikel, synaptischer Spalt) prasynaptische
Verdichtungen (engl. ,,presynaptic densities*) darstellen, sind in der Retina
beispielsweise an den Fortsatzen der Amakrinzellen in der inneren plexiformen
Schicht (IPL) zu finden (Kidd, 1962; Dowling und Boycott, 1966). Ultrastrukturell
charakteristisch ist die Anhdufung synaptischer Vesikel an der aktiven Zone der
Prasynapse. In der Postsynapse erkennt man meist einen an der Plasmamembran
gelegenen elektronendichten Bereich. Dabei handelt es sich um einen Komplex
unterschiedlicher Proteine, die die postsynaptischen Transmitterrezeptoren sowie

verschiedene Verankerungs- und Signaltransduktionsproteine enthalten.

Abbildung d: Aus: ,,The Retina”, Dowling, 1987.

Man kann hier eine konventionelle Synapse erkennen, die von einer prasynaptischen Horizontalzelle
(H) und einer postsynaptischen Bipolarzelle (B) gebildet wird. Der Pfeil zeigt die um die aktive Zone
angereicherten Vesikel.
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2.3.2 Die Ribbonsynapse

Ribbonsynapsen findet man in der Retina in Photorezeptorzellen und Bipolarzellen,
an den Haarzellen der Cochlea im Innenohr sowie in Melatonin- sezernierenden
Zellen der Epiphyse (Sjostrand und Smith, 1961; Dowling, 1987; Sterling, 1998;
Lenzi et al., 1999). In der Vertebratennetzhaut sind sie in der &ulReren plexiformen
(Terminalen von Stabchen- und Zapfenrezeptorzellen) und der inneren plexiformen
Schicht (Terminalen von Bipolarzellen) zu finden. Bei diesen scharf begrenzten
Synapsenschichten (OPL, IPL siehe Abb. a) handelt es sich um
Ansammlungszentren synaptischer Verbindungen, die der Weiterleitung und
Verarbeitung von Informationen, die von den Rezeptorzellen stammen, dienen.
Dabei zeigt die Photorezeptorribbonsynapse der OPL folgenden grundsatzlichen
Aufbau. Eine grofle prasynaptische Rezeptorterminale (Abb. e) kontaktiert zwei
dendritische Fortsédtze von Horizontalzellen sowie einen bzw. zwei dendritische
Bipolarzellfortsatze, die die postsynaptischen Elemente darstellen (Boycott und
Kolb, 1973; Gray und Pease, 1971; Rao- Mirotznik et al., 1995). Die typische
Anordnung der postsynaptischen  Dendriten wird in der OPL Dei
Stabchenphotorezeptorsynapsen als Tetrade (vier postsynaptische Elemente)
bezeichnet, da die Stadbchenphotorezeptorpostsynapse von vier Dendriten gebildet
wird (Rao- Mirotznik et al., 1995). Die friher vermutete Triadenkonstellation ist
streng genommen nur fir die Postsynapse von Zapfenrezeptoren zutreffend, da hier
nur drei Dendriten (zwei von den Horizontalzellen und ein Bipolarzellfortsatz)
postsynaptisch vorliegen. Die postsynaptischen Dendriten liegen in der Invagination

(Einbuchtung) der présynaptischen Terminale.

Ein typisches Merkmal der Ribbonsynapsen sind die elektronenmikroskopisch
erkennbaren, meist an der prasynaptischen Membran gelegenen, elektronendichten
bandférmigen Strukturen, die synaptische Ribbons genannt werden (Sjostrand, 1958;
Dowling, 1987; Sterling, 1998).
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Rekonstruktionen von Ultradiinnschnitten zufolge sind synaptische Ribbons nicht
einfach stabférmige Profile, sondern plattenartige lamellenférmige Strukturen, die
sich der Kurvatur der prasynaptischen Membran anpassen und ihr u- bzw.
hufeisenformig anliegen (Sjostrand, 1958; McCartney und Dickson, 1985; Rao-
Mirotznik et al., 1995). Das Vorhandensein von runden, mit Vesikeln umgebenen
Ribbons (bis 0,3 um grof3en), so genannten synaptic Spheres oder synaptic Bodies,
ist Gber die Retina beschrieben worden (Vollrath et al., 1989). Jeder Ribbon ist von
mit Transmitter geflllten synaptischen Vesikeln umgeben (Wagner, 1997), die Uber
dinne Filamente mit dem Ribbon verbunden sind (Rao- Mirotznik et al., 1995).
Stabchenzellen besitzen gewdhnlich nur einen synaptischen Ribbon, wohingegen die
grolReren Zapfenterminalen mehrere synaptische Ribbons beinhalten konnen (Gray
und Pease, 1971, Sterling, 1983). Synaptische Ribbons in Bipolarzellen der IPL sind
viel Kleiner als in den Rezeptorzellen der OPL (Dowling, 1987). Ribbons sind im
Allgemeinen dynamische Strukturen, deren Anzahl, GroRe, Lage und Form in der
Terminale vom circadianen (Hell/ Dunkel) Rhythmus abhéngig sind, und sich bei
vielen Spezies unterscheiden - siehe Diskussion (McNulty, 1981; Schmitz et al.,
1989; Schmitz und Drenckhahn, 1993; Spiwoks- Becker et al., 2004).

Die Ribbons sind, ber bogenférmige Verdichtungen (engl. ,arciform Densities*
(aD)) vermittelt, an der aktiven Zone der prasynaptischen Membran verankert (Abb.
e). Die arciform Density ist eine rinnenformige Proteinstruktur, die das
Kopplungselement von synaptischem Ribbon zur prasynaptischen Membran
darstellt. Die arciform Density kann Bogenlangen bis zu 2 um aufweisen und folgt
ohne Unterbrechung Uber mindestens 70% dem membrannahen Verlauf des
synaptischen Ribbons (D. B. Gustavus, H. Jastrow, L. Vollrath; unveroff. Daten;

Quelle: Homepage Universitiat Mainz).

Wéhrend ein ,,Ende* des Ribbon an der Plasmamembran verankert ist, weist das
andere ,freie Ende* ins Zytoplasma der prasynaptischen Terminale. Ribbons sind in
Stabchenterminalen langer (mehr als 700 nm) als in Zapfenterminalen (Sparado et
al., 1978). Die aktive Zone einer Synapse markiert den Bereich, an dem synaptische
Vesikel mit der prasynaptischen Membran fusionieren, um ihren Neurotransmitter
per Exocytose in den synaptischen Spalt abzugeben. Der Transmitter der

Photorezeptorribbonsynapse ist Glutamat.
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Die aktiven Zonen von konventionellen- und Ribbonsynapsen sind durch die an der
prasynaptischen Membran angedockten Vesikel gekennzeichnet. Die aktiven Zonen
in Ribbonsynapsen, die sich am basalen Ende des membranverankerten Ribbon
befinden, sind groer und kapazitatsreicher als in konventionellen Synapsen. Die
Exocytose der Vesikel geschieht in Plasmamembranbereichen, die in engem Kontakt
zum membranverankerten Ribbon stehen (Raviola, 1976; Schaeffer und Raviola,
1978; Schaeffer et al., 1982; Burns und Augustine, 1995; Zenisek et al., 2000).
Deshalb erscheint der membranverankerte synaptische Ribbon essenziell fir die
Nachlieferung von im Zytoplasma flottierenden Vesikeln, hin zur aktiven Zone zu
sein (Burns und Augustine, 1995; Rao- Mirotznik, 1995). Die Terminalen von
Zapfenrezeptoren enthalten mehrere aktive Zonen mit jeweils einem zentralen
Ribbon (Ahnelt et al., 1990). Die Stadbchenterminale hat gewdhnlich nur eine aktive
Zone mit einem Ribbon (Rao- Mirotznik et al., 1995) und ist damit das einzige
bekannte Saugetierneuron, dessen Transmitterquanten an singulérer Stelle abgegeben
werden. Eine Zapfenterminale beim Menschen kann mehr als 20 aktive Zonen
beinhalten (Ahnelt et al., 1990; Missotten, 1965).

In Stabchenbipolarterminalen von Katzen fanden McGuire et al. (1984) ca. 30 aktive
Zonen. In der Zapfenbipolarterminale der Katzenretina konnten Cohen und Sterling
(1990) bis zu 105 aktive Zonen entdecken. Die aktive Zone von Stabchenterminalen
ist die Grofite im zentralen Nervensystem. Sie besitzt mit ungefahr 130
Andockplétzen fiir synaptische Vesikel mehr als doppelt so viele wie die Grofte in

konventionellen Synapsen (Rao- Mirotznik et al., 1995).

Die Fusion der angedockten Vesikel mit der Plasmamembran erfolgt allgemein in
chemischen Synapsen an den sog. ,,Hot Spots* (aktive Zonen) nach dem ,,Alles- oder
Nichts- Gesetz“. Der fusionskompetente Anteil synaptischer Vesikel an der
Gesamtvesikelmenge konnte durch Membrankapazitatsmessungen an  der
Goldfischbipolarzelle auf weniger als 1% beziffert werden (Lenzi und von Gersdorff,
2001). Die Zeit zur kompletten Exocytose aller fusionskompetenten Vesikel betrégt
ca. 200 ms, deren Endocytose wird in etwa 1 s durchgefthrt (Lenzi und von
Gersdorff, 2001; Paillard et al., 2003).
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Ribbonsynapsen retinaler Bipolaren zeigen eine kompensatorische Endocytose, die
an der kompletten Wiederherstellung der Membranoberflache nach der Exocytose
innerhalb von 1-2 s erkennbar ist (von Gersdorff et al., 1994a; Heidelberger, 2001).
Die endocytierten Vesikel werden in wenigen Minuten mit Transmitter wiederbeftllt
und der aktiven Zone erneut zur Freisetzung zugefiihrt (Betz und Bewick, 1992;
Ryan et al., 1993). Eine typische Vertebratenstabchenphotorezeptorsynapse enthélt
den basal verankerten Ribbon, an dessen Oberflache ca. 600 synaptische Vesikel
gebunden werden konnen, wovon etwa 130 der aktiven Zone anhaften (Rao-
Mirotznik et al.,, 1995). Die Menge der Transmitterfreisetzung (Glutamat) an
Ribbonsynapsen ist von der Starke der Depolarisation der Photorezeptoren bzw.
Bipolarzellen abhéngig (De Vries und Baylor, 1993). Die Exocytose der Vesikel
wird tiber die Ca®*- Freisetzung stimuliert. Pro Ribbon induziert ein moderater Ca?*-
Spiegel eine Freisetzung von ca. 50 Vesikel/ s, wohingegen bei maximaler Ca?-
Konzentration bis zu 500 Vesikel/ s freigesetzt werden kdnnen (Parson et al., 1994;
Rieke und Schwarz, 1996; von Gersdorff et al., 1996). Diese hohe Vesikelfreisetzung
pro Ribbon ist im Vergleich zur maximalen Exocytose von nur 20 Vesikel/ s in

hippocampalen Synapsen bemerkenswert (Stevens und Tsujimoto, 1995).

Das binére Signal (0- kein Photon; 1- Photon) ist dabei (iber einen ungewdhnlichen
Mechanismus verschlisselt. Null wird (ber tonische Exocytose, eins durch eine
Pause der Sekretion codiert (Dowling, 1991). Von einem Modell ausgehend,
kalkulierten Rao et al., (1994), dass mindestens 40 Vesikel/ s flr die tonische
Transmitterfreisetzung notwendig sind, um die bindre Signalcodierung
aufrechtzuerhalten. Dies erfordert eine ausreichend hohe Menge fusionsfahiger
Vesikel, die, ohne aus dem ,,Reserve Pool“ (ungebundene zytoplasmatische Vesikel)
aufgefullt werden zu missen, flr eine aktive Zone ca. 3 s reicht (130 Vesikel/ 40 pro
s). Da der Ribbon einer Stdbchensynapse ungefahr 600 Vesikel bindet, kann er bis zu
15 s lang Vesikelfreisetzungsvorgange aufrechterhalten, ohne auf den
zytoplasmatischen Reserve Pool synaptischer Vesikel zugreifen zu mdissen. So
vermutete Berg (1983), dass die Vesikelbindungsrate eines Ribbon proportional zu
seinem Radius ist und damit ein 30igfach effizienteres Bindungssystem als eine

einzelne Plasmamembranbindungsstelle darstellt.
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Da Ribbons neueren Untersuchungen zufolge nicht einfach stab-, sondern
plattenférmig sind, trifft diese radiusabhéngige Bindungstheorie nur noch bedingt zu.
Es kann aber weiterhin eine Abhéngigkeit zwischen Ribbonoberflache und der
Bindungsrate synaptischer Vesikel vermutet werden. Da das basale Ende eines
Ribbon an der aktiven Zone verankert ist, erfolgt die Wiederauffillung nach
Exocytose unbesetzt gewordener Vesikelbindungsstellen vermutlich  durch
Vesikeltranslokation entlang des synaptischen Ribbon um etwa 48 nm (Rao-
Mirotznik, 1995). Diese kurzen Strecken werden vermutlich via diffusionem
zuruckgelegt. Ribbonsynapsen sind physiologisch durch eine hohe tonische Glutamat
Neurotransmitterfreisetzung charakterisiert (Dowling, 1987; Sterling, 1998). Dies
wird wahrscheinlich durch den ,forderbandartigen Aufbau der Ribbons
gewadhrleistet, die dadurch in der Lage sind, viele synaptische Vesikel zu binden, um
sie der aktiven Zone bereitzustellen (Bunt, 1971; Gray und Pease, 1971). Die
Ribbons sind wahrscheinlich eine Art Transportvehikel (Foérderband) fir
transmitterbeladene Vesikel zwischen Zytoplasma und aktiver Zone der
prasynaptischen Membran. Sie ermdglichen dadurch hoch entwickelten
Sinnesorganen eine schnelle, effektive und kapazitatsreiche Erregungsiibertragung
(Vollrath et al., 1996; von Gersdorff et al., 1996). Die in Vertebraten vorkommende
Form von Ribbonsynapsen unterscheidet sich von der bei Invertebraten gefundenen.
So wurden z.B. bei Drosophila dem Ribbon ahnliche Strukturen, so genannte T- bars,
in présynaptischen Terminalen gefunden (Trujillo- Cenoz, 1972; Wan et al., 2000).
Sie unterscheiden sich sowohl in der Form (T-férmig) als auch in der direkten
Anheftung an der aktiven Zone der prasynaptischen Membran (Schmitz et al., 2000).
Die allgemeinen Proteinbestandteile von Ribbonsynapsen und konventionellen
Synapsen sind dhnlich (Brandstéatter et al., 1996; von Kriegstein et al., 1999), trotz
zahlreicher Unterschiede in Form und Funktion. Das bisher einzige entdeckte
spezifische Protein synaptischer Ribbons ist Ribeye, das nur in Ribbonsynapsen,
nicht aber in konventionellen Synapsen vorhanden ist (Schmitz et al., 2000). Ribeye
ist das Hauptprotein der Ribbons (Schmitz et al., 2000; Wan et al., 2005) und besteht
aus zwei Domanen (A, B). Es ist wahrscheinlich in der Lage, Uber
Oligomerisierungen (aufgrund seiner geringen Grolie- 120 kDa) das Grundgerust der

synaptischen Ribbons aufzubauen (unverdff. Befunde AG Schmitz).
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Abbildung e: Aus: ,,The synaptic organization of the brain“, Shepherd, G., 1998 (Herausgeber)

A: Zapfenterminale im Querschnitt (Fovea centralis eines Makaken)

Man erkennt zwei synaptische Triaden einer Zapfen- Ribbonsynapse, die von Ribbons (r),
Horizontalzellen (H) und invaginierenden Bipolaren (1) gebildet werden.

CP : Zapfenterminale G : Gap junction

CA : Axon eines Zapfenphotorezeptors F : flache Bipolare (flat)

B: Stédbchenterminale in schematischer Darstellung um 90 Grad rotiert

Die Abbildung zeigt eine Tetradenkonfiguration einer Stdbchen- Ribbonsynapse mit einem Ribbon,
der zwischen zwei Horizontalfortsatzen (hz) und zwei Bipolarzellfortsétzen (b) liegt. Beachte, dass
die postsynaptischen Bipolarzelldendriten einige 100 nm entfernt von den ribbongebundenen
Vesikeln liegen. aD: arciform Density;
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2.4 Zielstellung dieser Arbeit

Anliegen der vorliegenden Dissertationsarbeit war die Untersuchung der zeitlichen
Einordnung der morphologischen Entwicklung der Ribbonsynapse, speziell die der
synaptischen Ribbons in der dufReren plexiformen Schicht, in der sich vorwiegend
postnatal entwickelnden Rattenretina. Das erste Auftreten synaptischer
elektronendichter Strukturen in der Ribbonsynapse sollte elektronenmikroskopisch in
Verbindung zu ausgereiften funktionsfahigen Ribbons gestellt und deren weitere
Entwicklung im Zusammenhang mit der Reifung der &ufleren plexiformen Schicht
betrachtet werden. Am Ende sollten quantitative Ergebnisse tber die Ribbonreifung
in der Prasynapse erzielt werden. Die Untersuchungen erstreckten sich Uber die
postnatale Phase -vom Tag der Geburt bis zum 21. Tag nach der Geburt- und wurden
auf licht- und elektronenmikroskopischer Ebene durchgefiihrt. Insbesondere sollte
systematisch untersucht werden, wo und wann Ribbons oder deren mogliche
Vorstufen erstmalig in der postnatalen Entwicklung der Photorezeptorribbonsynapse
elektronenmikroskopisch nachzuweisen sind. So sollte u. a. geklart werden, ob die
Vorstufen bzw. erste synaptische Ribbons in den Somata/ Innengliedern (Olney,
1968) der Photorezeptorzellen oder in den sich entwickelnden prasynaptischen

Rezeptorterminalen entstehen.
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3. Material und Methoden

3.1 Untersuchungsmaterial — VVersuchstiere

Fur die Untersuchung der postnatalen Entwicklung der Ribbonsynapsen in der OPL

der Retina verwendeten wir Ratten des Auszuchtstammes Spraque- Dawley

(Albinoratten). Wir wahlten fur die zu untersuchenden Zeitpunkte jeweils 4 Tiere

(beiden Geschlechts). Folgende Alters- und Entwicklungsstadien wurden untersucht.
(Tabelle 1)

PO Tag der Geburt
P1 1. postnataler Tag
P2 2. postnataler Tag
P3 3. postnataler Tag
P4 4. postnataler Tag
P5 5. postnataler Tag
P6 6. postnataler Tag
P7 7. postnataler Tag
P9 9. postnataler Tag
P10 10. postnataler Tag
P12 12. postnataler Tag
P14 14. postnataler Tag
P16 16. postnataler Tag
P21 21. postnataler Tag

Die Tiere wurden aus dem Medizinisch- Experimentellen- Zentrum der Universitat
Leipzig bezogen und in das Anatomische Institut (Abteilung Elektronenmikroskopie)
der Universitat Leipzig gebracht. Die Tiere wurden immer in einem konstanten 12
Stunden hell/ 12 Stunden dunkel Zyklus gehalten und am Morgen (ca. 10.00 Uhr)

prapariert.
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3.2 Préaparation der Augen und der Netzh&ute

Die Tiere wurden mittels Athernarkose betdubt und bei Eintritt vollstandiger
Areflexie mit einem Scherenschnitt decapitiert. Sodann wurden ziigig und bei
grofter Vorsicht die Bulbi von frontal aus der Augenhohle in toto enukleiert. Es
folgte eine Stichinzision in die Cornea, um den gallertartigen Glaskorper vorsichtig
zu entfernen und damit eine effiziente Permeation der nachfolgenden Ldsungen zur
Netzhaut zu ermdglichen. Die Netzhaut wurde nicht vom Augenbecher abgeldst, um
eine mechanische Traumatisierung zu vermeiden. Die so gespaltenen Bulbi wurden
sofort in die Fixierlésung (2,5% Glutaraldehyd, 2% frisch depolymerisiertes
Paraformaldehyd in PBS) gegeben. Die genaue Aufarbeitung wird im nachfolgenden

Text beschrieben.

3.3 Préparationsmethodik fir die Elektronenmikroskopie

Die Methodik der konventionellen Praparation fur die Elektronenmikroskopie

gliedert sich in folgende, nacheinander ablaufende Schritte:

Proteinfixierung
Lipidfixierung
Entwasserung und Proteinkontrastierung

Entwasserung

moow>»

Einbettung in Epoxydharz (Epon)

Der gesamte Einbettungsprozess erfolgte in Szintillationsréhrchen. Jedes Réhrchen
beinhaltete einen Augenbecher und wurde entsprechend beschriftet, sodass pro
Altersstadium 8 Augenbecher (4 Tiere/ 8 Bulbi) prozessiert wurden. Ein wichtiges
Kriterium dieser Einbettungstechnik ist die genaue Einhaltung der vorgegebenen

Prozesszeiten und -temperaturen, um vergleichbar gute Schnittqualitaten zu erhalten.
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A : Proteinfixierung

> Zuerst erfolgte die Primérfixierung der Bulbi in 2 ml Aldehydfixans (2,5%
Glutaraldehyd; 2% Paraformaldehyd in PBS) flir mindestens 4 Stunden bei 4 °C.

> Danach wurden die Proben 3 mal 10 Minuten mit PBS gesplilt.

B : Lipidfixierung

> Die Lipidfixierung wurde in 1% OSO, in Aqua dest. fur eine Stunde bei 4-8 °C
durchgefiihrt.
> Anschlie3end erfolgte die Spilung mit Aqua dest. fiir 5 mal 10 Minuten.

C . Entwasserung und Proteinfixierung

> Die erste Teilentwasserung bei 4-8 °C wurde mit der aufsteigenden Alkoholreihe
(30%, 50%, 70% C,HsOH) fiir jeweils 20 Minuten durchgefiihrt.

> Die Proteinkontrastierung erfolgte mit 2% Uranylacetat in 70% Alkohol fir 3
Stunden bei 4-8 °C.

D : Entwasserung

> Weitere Entwésserung mit aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%, 90%, 2 mal
100%) flr jeweils 20 Minuten bei Raumtemperatur.
> Schlussentwésserung mit 100% Propylenoxid fur 15 Minuten unter dem Abzug

bei Raumtemperatur.
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E : Einbettung in Epoxydharz

> Auf die mit Propylenoxid infiltrierten hinteren Augenbecher wurde eine
Mischung Epoxydharz : Propylenoxid (Volumenverhdltnis 1:3; ca. 6-7 ml)
gegeben.

> Die so beschickten Augenbecher blieben unter dem Abzug bei Raumtemperatur
offen stehen (mindestens 12 Stunden), um das Propylenoxid verdampfen zu
lassen und die Probe vollstandig mit Epoxydharz zu infiltrieren.

> Danach wurde fur jeweils 2-3 Stunden 2 mal reines Einbettungsmedium pipettiert
und die Bulbi danach in die Einbettungsform gegeben.

> Diese wiederum blieb fir mindestens 36-48 Stunden im 60 °C Warmeschrank,

um das Epoxydharz vollstdndig ausharten zu lassen.

3.4 Herstellung der Semi- und Ultradiinnschnitte

Da die Augenbecher um 90° versetzt (Abgang des N. opticus) zur L&ngsrichtung der
Probenbldckchen eingebettet wurden, konnten reproduzierbare Schnittlagen an den
Augen angefertigt werden. Zuerst wurden die ausgehérteten Probenblockchen der
Augen eines Altersstadiums bis auf die Austrittsstelle des N. opticus abgetrimmt. Es
folgte die Herstellung der ca. 1 pm dicken Semidinnschnitte mit dem
Ultramikrotom, Ultracut E (Reichert-Jung). Diese wurden mit einem Pinsel auf die
Objekttrager transferiert und auf der 60 °C heiBen Warmeplatte getrocknet.
AnschlieRend wurde die Wéarmeplatte auf 85 °C geheizt und Toluidinblau- Lésung
auf die Objekttrager getropft (3-4 Tropfen). Nach ein bis zwei Minuten wurden die
Schnitte mehrfach mit Aqua dest. gespult, bei 60 °C getrocknet und abschlielfend mit

Entellan eingedeckt.

Nach Begutachtung der Qualitat der Retinaschichten der Augen eines Altersstadiums
unter dem Lichtmikroskop wurden die Stellen ausgewahlt, auf denen die OPL nahe
dem N. opticus gelegen und mdglichst frei von Traumatisierungen bzw. Artefakten

war.

Material und Methoden 23



Von diesen Stellen wurden pro Auge ca. 10 Ultradinnschnitte (50-60 nm) mit dem
Ultramikrotom angefertigt. Jeder Schnitt wurde auf ein Dinnstegkupfernetz (200

mesh) transferiert und getrocknet.

Nun folgte die ,,modifizierte Kontrastierung nach Reynolds“ nach dem in Tabelle 3
beschriebenen Ansatz. Dieser blieb dann ca. 3 h stehen bis eine milchig- gelbliche
Flussigkeit entstand. Dazu wurden dann 9 ml NaOH geben und die Losung kurz
aufgeschdttelt. Die Ultradiinnschnitte wurden fiir 20 Minuten in eine Petrischale mit
der ,,modifizierten Kontrastierlésung nach Reynolds“ gegeben. Es musste darauf
geachtet werden, dass die Ultradiinnschnitte vollstandig von der Kontrastierlésung
bedeckt waren. Danach wurde jeder Ultradiinnschnitt dreimal mit destilliertem
Wasser gespult, um die Uberschussige Kontrastierlosung restlos zu entfernen.
AbschlieRend erfolgten die Trocknung (auf Filterpapier) und die sorgfaltige
Aufbewahrung jedes einzelnen Ultradiinnschnittes in Spezialboxen mit exakter

Beschriftung.

3.5 Mikroskopische Analyse

Die lichtmikroskopische Analyse der Semidinnschnitte erfolgte mit einem Axioplan
2 Mikroskop. Ausgewahlte, reprasentative Stellen wurden digital aufgenommen. Die
elektronenmikroskopische ~ Auswertung der Ultradlnnschnitte erfolgte am
Elektronenmikroskop Zeiss EM 10, wobei jeweils die Stellen der OPL bzw. der
Ribbonsynapsen fotografiert wurden, die das représentative Charakteristikum der
eingebetteten Préparate in den jeweiligen Entwicklungsstadien widerspiegelten. Es
erfolgten  qualitative und  quantitative ~ Auswertungen des  jeweiligen

Entwicklungsstadiums der OPL bzw. der Photorezeptorribbonsynapse.

Die qualitative Analyse sollte den charakteristischen Entwicklungszustand der
verschiedenen Altersstadien und die Lokalisation von synaptischen Ribbons und
deren Vorstufen dokumentieren. Die quantitative Untersuchung sollte Aufschluss

Uber das erste Auftreten, die Anzahl und die GréRenentwicklung der Ribbons geben.
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Bei den frihen Entwicklungsstadien (bis P5) wurden die AuBenglieder und die
Innenglieder zusétzlich zu der sich ausdifferenzierenden OPL untersucht und
fotografiert, um umfassende Aufschlusse tiber den Ort der Bildung der synaptischen
Ribbons zu erhalten. Die umfassende Untersuchung von Innen-, AuRengliedern
wurde parallel zur Analyse der Synapsenregionen durchgefhrt, da Olney (1968) von

einer sporadischen Ribbonbildung in den Innengliedern bzw. Zellsomata berichtete.

Ab dem ersten postnatalen Tag erfolgte zudem die quantitative Sichtanalyse der in
50 Feldern bei 20000facher VergrolRerung gesichteten Synapsen in der OPL und den
darin befindlichen Ribbons. Jedes Feld entsprach dabei einer Flache von ca. 7,7 mal
7,7 cm auf dem Fluoreszenzschirm des Elektronenmikroskops. Dies ergibt eine zu
quantifizierende Flache der &uReren plexiformen Schicht von ca. 220 pm? Die
Aufnahmen wurden mit der im Elektronenmikroskop integrierten analogen
Fotokamera dokumentiert. Von den Negativen wurden Fotopapierabziige gewonnen,
die wiederum mit einem Flachbrettscanner digitalisiert wurden. Kontrast, Helligkeit
und Bildausschnitt sind mit Adobe Photoshop optimiert worden. Mit Windows

Powerpoint wurden die Bilder beschriftet und arrangiert.
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Chemikalien und Bezugsquellen (Tabelle 2)

Chemikalien

Bezugsquelle

Diethylether

Universitatsapotheke, Leipzig

Bleiacetat Serva Feinbiochemie
Bleicitrat Serva Feinbiochemie
Bleinitrat Serva Feinbiochemie
Borax Serva Feinbiochemie

Einbettungsmedium- Epoxydharzbasis

Fluka Chemie

Fotoentwickler

Tetenal Photowerk

Fotofixierer

Tetenal Photowerk

Entellan- Schnelleindeckmittel Merck
Glutaraldehyd Serva Feinbiochemie
Kaliumchlorid Carl Roth
Dinatriumhydrogenphosphat Carl Roth
Natiumcitrat Carl Roth
Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth
Natriumchlorid Carl Roth
Osmiumtetroxid Carl Pinnow
Paraformaldehyd Merck
Propylenoxyd Carl Roth
Toluidinblau Merck

Uranylacetat

Serva Feinbiochemie
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3.7 Verwendete Losungen (Tabelle 3)

Ldsung

Rezept

phosphatgepufferte Salzlosung
1 |5 xPBS (fiinffach konzentriert)

40 g Natriumchlorid (NaCl)

1 g Kaliumchlorid (KCI)

7,29 Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
1,29 Kaliumdihydrogenphophat (KH2POy,)
auf 1 Liter Aqua dest. auffullen
Arbeitslosung wurde 1:5 mit Aqua dest.
verdunnt und auf pH 7,4 eingestellt.

Aldehydfixanz: Im Verhéltnis 1:1 2g Paraformaldehyd, 2,5ml
2 . Glutaraldehyd (25% Stammldsung) mit PBS
Paraformaldehyd %A) auf 100 ml auffiillen (unter standigem Riihren
Glutaraldehyd 2,5% in PBS auf 65°C erwarmen und abfiltrieren).
pH 7,4
Boraxldsung (1%) 1 g Borax (Dinatriumtetraborat)
3 in 100 ml Aqua dest.
Toluidinblaulésung (0,1 %) 0,1 g Toluidinblau in 100 ml
4 Boraxlésung
Osmiumtetroxidlésung 1% 0,1 g Osmiumtetroxid in 10 ml Aqua dest.
5 vollstandig auflésen (ca. 12 h)
Uranylacetat 2% in 70% Ethanol |1 g Uranylacetat in 50 ml 70 % Ethanol
6

(vollstandig geldst)

modifizierte Kontrastierldsung
7 |nach Reynolds

0,20 g Bleicitrat

0,15 g Bleinitrat

0,15 g Bleiacetat

1 g Natriumcitrat

in 41 ml Aqua dest. 16sen (schiitteln)
nach ca. 3 h 9 ml 1n NaOH zugeben

8 | Einbettungsmedium-
Epoxydharzbasis

26 g Epoxy- Einbettungsmittel
15 g MNA - Hérter ( Methylnadicanhydrid)
11 g DDSA - Harter
(Dodecenylsuccinicanhydrid)
0,4 g DMP30 - Beschleuniger
(2,4,6,tri (dimethylaminomethyl) phenol)
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3.8 Geréte und sonstige Hilfsmittel (Tabelle 4)

Gerate/ Hilfsmittel Bezugsfirma
Adobe Photoshop 5.0 Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA
Digitalkamera Progress 3008 Kontron Elektronik, D

Diinnsteg- Kupfernetzchen (200 mesh) | W. Plannet GmbH, Wetzlar, D

Elektronenmikroskop Zeiss EM 900 Zeiss, Oberkochem, D

Flachbrettscanner Epson-9500 GT Epson, D

Fluka- Agenzien, siehe Tabelle 2 Fluka Chemie GmbH, Buchs, CH
Fotopapier, Harte 2, 13 cm mal 9 cm | Tetenal Photowerk, Norderstedt, D
Elektronenmikroskopiefilme Typ Kodak Company, New York, USA
4489, 9 mal 6,5 cm

Lichtmikroskop Axioplan 2 Zeiss, Oberkochem, D

Merck- Agenzien Merck KgaA, Darmstadt, D
Objekttréger (Glas) Menzel-Glaser, D

Osmiumtetroxid Carl Pinnow, Berlin-Schéneberg, D
Roth- Agenzien Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe, D
Serva- Agenzien Serva Feinbiochemie, Heidelberg, D
Szintillationsréhrchen Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe, D
Trimmer TM 60 C. Reichert, Austria

Ultramikrotom Ultracut E Reichert-Jung, Bensheim, D
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4. Ergebnisse

4.1 Lichtmikroskopische Untersuchung der sich entwickelnden

Retina

Die Untersuchung der morphologischen, lichtmikroskopisch erkennbaren
Verhaltnisse von Rattenretinae erstreckt sich ber die postnatale Phase vom Tag der
Geburt bis zum 21. Tag. Die Auswertung der mit Toluidinblau geféarbten
Semidunnschnitte der Neugeborenenretina zeigt das unreife, wenig ausdifferenzierte
Vorliegen von drei Zellschichten (Ganglienzellschicht, innere plexiforme Schicht,
aullere Neuroblastenschicht) am Tag der Geburt PO (siehe Abb. 1). Zunéchst
beobachtet man von vitread nach scleread die 1-3 Zelllagen dicke
Ganglienzellschicht, die nach vitread durch die sog. innere Grenzmembran vom
Glaskorper getrennt wird (Abb. 1). Ihr schlieft sich nach scleread die locker
gepackte, netzartig strukturierte innere plexiforme Schicht (IPL) an. Als dritte
deutlich zu differenzierende Schicht folgt die duBere Neuroblastenschicht (oNBL),
die mehr als 50% der gesamten Retinadicke einnimmt und aus einer grolRen Menge
undifferenzierter Zellen besteht. Die Zellkérper sind spindelférmig. Die
Neuroblastenschicht besteht aus den Vorlduferzellen der kinftigen Miuiller-,
Horizontal-, Bipolar-, Rezeptor- und Amakrinzellen. Ab dem zweiten postnatalen
Tag sind Ansdtze sich scleread entwickelnder  Innensegmente  der
Photorezeptorzellen (Abb. 1, 2) zu beobachten. Es findet eine lichtmikroskopisch
zunehmend klarere Strukturierung der Zellen statt. Die Innensegmente nehmen in der
Langenausdehnung Richtung Pigmentepithel durch Zytoplasmavermehrung zu. Der
Entwicklungsbeginn  der  AufRensegmente aus den Innensegmenten  der
Rezeptorzellen scheint lichtmikroskopisch um den 5., 6. Tag zu liegen (Abb. 1, 2).
Eine klare lichtmikroskopische Trennung zwischen Aufien- und Innensegmenten der

Photorezeptoren kann erst um den 8., 9. Tag beobachtet werden (Abb. 2, 3).

Am dritten postnatalen Tag beginnen sich zwischen dem &ul3eren Drittel und den
verbleibenden 2/3 der inneren Neuroblastenschicht inselformige Aufhellungen zu
bilden, die den Beginn der Entwicklung der OPL einleiten (Abb. 1). Diese
Aufhellungen beinhalten sich entwickelnde Horizontalzellen, VVorstufen synaptischer
Rezeptorterminalen und wenig gefarbte helle Areale.
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Ab P4 erscheint zwischen den gelegentlichen Aufhellungen ein schmales Band, das
sich im Entwicklungsverlauf verbreitert. Im weiteren Verlauf konfluieren die
inselférmigen Aufhellungen, und erst vom 5., 6. Tag an ist eine schmale
durchgangige OPL erkennbar (Abb. 1, 2). Bei der Betrachtung der OPL mehrerer
Semidinnschnitte der Entwicklungsstadien P3-P7 fallt die von zentral der Retina
(Fovea centralis) nach peripher gerichtete Entwicklung auf. So sind bei P3 erste
unregelmaBige, inselférmige  Aufhellungen im  &uBeren  Drittel  der
Nukleoblastenschicht zu sehen, wohingegen sie in Richtung Ora serrata noch
kompakt und dicht erscheint (Abb. 1). Ein ahnliches Bild zeigt sich auch bei den
vertikalen Durchmessern der zellreichen Schichten, die in der Né&he der
Austrittsstelle des N. opticus vom Beginn der postnatalen Entwicklung an deutlich
kraftiger ausgebildet sind. Je weiter peripher von der Fovea centralis entfernt die
OPL zu liegen kommt, desto spater beginnt und endet deren Entwicklung. Die
grofRen hellen Horizontalzellen begrenzen die OPL in Richtung Bipolarzellen (INL)
und geben der OPL dadurch bis zum 8. Tag ein perlschnurartiges Erscheinungsbild.
Die Neuroblastenschicht wird ab dem 6., 7. postnatalen Tag in eine &uRere und
innere unterteilt, sodass scleread der OPL die &uflere Nukleoblastenschicht als
Schicht der Rezeptorenzellen und vitread die innere Nukleoblastenschicht als Schicht

der Vorlauferzellen der Bipolar- und Amakrinzellen zu liegen kommt.

Unreife Amakrinzellen sind ab dem 1. postnatalen Tag im inneren Drittel der
Neuroblastenschicht an der Grenze zur inneren plexiformen Schicht sichtbar. Sie
haben ebenfalls groRe, sehr helle Zellkerne, die in der Zellmitte liegen und von
einem lichtmikroskopisch erkennbaren Zytoplasmasaum umgeben sind. Die
Bipolarzellen nehmen neben den Amakrinzellen den groRten Teil der inneren
Neuroblastenschicht ein. Die Zellen und Zellkerne der Bipolarzellen sind nur ca. halb

so groR wie die der vitread liegenden Amakrinzellen.

Die vollstandige Separation der Neuroblastenschicht durch die OPL in eine auf3ere
und innere Kdrnerzellschicht dauert ungefahr bis zum 6., 7. postnatalen Tag (Abb. 2,
3). Die Nervenfaserschicht des N. opticus wird durch die Axone der Ganglienzellen
gebildet und nimmt vom 10. bis 21. Tag besonders stark an VVolumen zu (Abb. 3). Ab
dem 6., 7. Tag sind alle Hauptzelltypen differenzierbar, und die Retina erscheint in
typischer Schichtung, die man von der adulten Netzhaut kennt.
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Es finden aber im weiteren Verlauf noch Wachstums-, Differenzierungs- und
Umstrukturierungsvorgange in allen Zellschichten statt, zu deren genaueren
Beurteilung andere Untersuchungsmethoden (molekularbiochemische; immun-
zytochemische; elektronenmikroskopische) hinzugezogen werden mussen. Wéahrend
die innere plexiforme Schicht post partum schon vorhanden ist und im
Entwicklungsverlauf noch an Volumen zunimmt, ist die OPL am Ende der ersten
Woche ausgebildet und differenziert sich bis P21. Die vertikale Ausdehnung der
adulten inneren plexiformen Schicht tbersteigt um mehr als das 5fache die der OPL.
In der OPL wird die synaptische Verschaltung von Rezeptorzelle (erstes Neuron) und
nachfolgendem zweitem Neuron (Horizontal-, Bipolarzelle) vollzogen, wahrend in
der inneren plexiformen Schicht hauptsachlich die Axone des 2. Neurons mit dem 3.
(Ganglien)  verschaltet werden. Es ist als sichtbares Zeichen der
»Spatentwicklungsphase* eine starke Dickenzunahme der Photorezeptorensegmente
zwischen dem 10. und 21. Tag festzustellen (Abb. 3). Ab dem 21. Tag (Abb. 3)
erscheint die Retina von Ratten in ihrer Schichtung und auf zelluldrer

Entwicklungsebene lichtmikroskopisch vollstandig ausgereift.
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Abbildung 1

Tag der Geburt P 0 postnataler Tag P 1

oNBL

Neuroblastenschicht; OPL: duRere plexiforme Schicht; OS/ IS: AuBRen- bzw. Innensegmente der Rezeptorzellen;



Abbildungslegende zu Abbildung 1

Tag der Geburt PO

PO : Man erkennt die breite, undifferenzierte &uRere Neuroblastenschicht (ONBL),
an die sich die weitgehend somafreie innere plexiforme Schicht (IPL) und
die Ganglienzellschicht (GCL) anschlieRen.

postnataler Tag P1

P1 : Die zunehmende Spindelform der Zellkerne der NBL mit heterochromatischem
Chromatin sowie die Amakrinzellen am Ubergang der IPL zur oNBL werden
differenzierbar. Es bilden sich helle somafreie Inseln in der zunéchst mit
Somata gepackten oNBL.

postnataler Tag P2

P2 : Frihe AuRRen- und Innenglieder der Rezeptorzellen werden sichtbar. Die
somafreien hellen Inseln in der sich formierenden OPL nehmen an Groéf3e und
Ausdehnung zu. Durch die Bildung ,,somafreier Inseln® (Pfeile) findet die

zunehmende Separation der NBL statt.

postnataler Tag P3

P3 : Die Pfeile zeigen die sich formierende OPL. Die Bipolarzellen liegen im
mittleren Drittel der NBL und haben hellere Zellkerne. Vitread schlieRen sich

die von einem schmalen Zytoplasmasaum umgebenen Amakrinzellen an.
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Abbildung 2
postnataler Tag P 4 postnataler Tag P 5

: \ 0S;1S RN

ONL

iNBL

IPL

Ch: Pigmentepithel; GCL: Ganglienzellschicht; ILM: innere Grenzmembran; IPL: innere plexiforme Schicht; iNBL: innere
Neuroblastenschicht; ONL: &ulere Kornerzellschicht; OPL: &uBere plexiforme Schicht; OS/ IS: Aulen/ Innensegmente der

Rezeptorzellen; N.opt.: Nervus opticus;



Abbildungslegende zu Abbildung 2

postnatale Tage P4/5

P4/5 : Die OPL beginnt zu einer homogenen Schicht zu konfluieren.

postnatale Tage P6/7

P6/ 7 : Eine zusammenhdngende OPL ist erkennbar. Die grof3en Zellkerne, die von
einem schmalen Zytoplasmasaum umgeben sind und direkt am Ubergang zur
INBL liegen, sind Horizontalzellkerne, die der OPL ein perlschnurartiges
Aussehen verleihen. Die Innen- und AulRensegmente der Rezeptorzellen sind
deutlich erkennbar.
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Abbildung 3
postnataler Tag P 8 postnataler Tag P 9

OPL

INL

IPL

GCL
N.opt.

. | ILM
postnataler Tag P 10
~ Y 4 - \'W _“.'.. %

~ IPL

A: Amakrinzelle; GCL: Ganglienzellschicht; H: Horizontalzelle; ILM: innere Grenzmembran; IPL: innere plexiforme
Schicht; INL: innere Kdérnerzellschicht; N.opt.: Nervus opticus; OLM: duRRere Grenzmembran; OPL: &uRRere plexiforme
Schicht; ONL: &uBere Kdrnerzellschicht; OS/ I1S: Aulen/ Innenglieder der Rezeptorzellen;



Abbildungslegende zu Abbildung 3

postnatale Tage P8/ P9

P8/ P9 : Die einzelnen Retinaschichten werden kompakter und homogener
strukturiert und damit sehr deutlich voneinander abgrenzbar. Die OPL

nimmt weiter im Querdurchmesser an Ausdehnung zu.

postnataler Tag P10

P10 : Die Bildung der retinalen Zellschichten ist abgeschlossen und die

zellul&ren Hauptvertreter sowie die OPL sind unterscheidbar.

postnataler Tag P21

P21 : Die OS und IS Rezeptorzellen nehmen nochmals an Lénge zu. Die
kernreichen Schichten der Retina mit ihren kleinen kompakten

Zellkernen werden durch die diffusen plexiformen Schichten getrennt.
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4.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

4.2.1 Elektronenmikroskopische Auswertung PO-P3

Bis zum Stadium P3 zeigt sich die Retina von Spraque- Dawley Ratten
elektronenmikroskopisch insgesamt unreif, da nur die drei sich entwickelnden
Zellkomplexe (Ganglienzell-, Nukleoblasten- und innere plexiforme Schicht)

eindeutig nachzuweisen sind.

Die in P1 (Abb. 5) noch relativ dicht aneinander liegenden Zellkorper der
Nukleoblastenschicht lockern zunehmend auf und bilden besonders im Bereich der
potentiellen OPL an manchen Stellen weite Maschen. Der extrazellulare Raum (Abb.
4d; Se; 6f; 7a, f) ist aufgelockert und vergroRert. Dieses Geflecht aus vielen weniger
kompakt geftllten, optisch leerer erscheinenden Stellen wird im Verlauf von P1-P7
mit Dendriten und fingerférmigen Membranfortsatzen ausgefullt, die aufgrund der
zahlreichen uniformen Vesikel als VVorlaufergebilde (Abb. 5a; 6b) sich entwickelnder
Photorezeptorterminalen angesehen werden konnen. In  manchen dieser
prasynaptischen  Vorlduferterminalen  konnten  elektronendichte  granulére
Verdichtungen (Abb. 7b) beobachtet werden. Am postnatalen Tag P3 konnten
vereinzelt erste kurze, frei in der Rezeptorterminale flottierende Ribbons beobachtet
werden. Sie waren ca. 60-70 nm lang, kompakt und bereits vollstdndig von
synaptischen Vesikeln umgeben. In den Innengliedern (Somata) der Rezeptorzellen

konnten keine synaptischen Ribbons bzw. deren Vorstufen beobachtet werden.

Die ersten unreifen présynaptischen Terminalen waren bereits mit Vesikeln gefullt,
die aber nur teilweise den fur synaptische Vesikel typischen Durchmesser von 30-50
nm aufwiesen. Die in den Vesikeln befindliche Flissigkeit hatte eine geringere
Transluzenz als das sie umgebende Zytosol. Um die friihen Terminalen konnten
einige Dendriten beobachtet werden. Elektronendichter erscheinende Plasma-
membranverdichtungen sind bereits gelegentlich erkennbar. Am scleread gelegenen
Teil der Photorezeptorzelle differenziert das Innensegment, das zugleich
Entwicklungsursprung  (Zilium)  fur die nachfolgende  Entstehung des

AuBensegmentes darstellt.
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Die vitread liegenden Enden der Photorezeptoren bilden Fortsatze, die sich im
Verlauf der Entwicklung zu den prasynaptischen Terminalen differenzieren. Schon
ab P1 (Abb. 5) sind im &uBeren Drittel der Nukleoblastenschicht interzellulére
Membranausstulpungen zu sehen, die reich an 30-40 nm groRRen, meist unregelméaRig
geformten vesikularen Gebilden sind. In den frihen Terminalen der sich
entwickelnden OPL werden vereinzelt granulére Strukturen beobachtet (Abb. 7b).
Ab dem Stadium PO finden sich in manchen Terminalen unregelmaRig geformte

elektronendichte Strukturen (wenige Nanometer im Durchmesser- siehe Abb. 4b, c).

Anhand der Schnittbilder kann man in der duReren Nukleoblastenschicht zahlreiche
Prozesse dendritischen Wachstums (Abb. 4a; 5a; 6b) im Bereich der aufleren Retina
feststellen. Die von den Zellkernen der duBeren Nukleoblastenschicht scleread bzw.
pigmentepithelwarts befindlichen unreifen Innensegmente besitzen Mitochondrien

(Abb. 4e; 6e; 7d), zahlreiche Ribosomen und werden von Mikrotubuli durchzogen.

Am scleread gelegenen Ende der Innensegmente der Rezeptorzellen sind dichte
flachige Zellkontakte im Sinne von Zonulae adhaerentes, - occludentes (Abb. 4e, f;
Abb. 5f) erkennbar, die die &uBere Grenzmembran (Abb. 4e) bilden. Die Zellen der
aulleren Nukleoblastenschicht sind fast vollstdndig durch die groRBen Nuclei
ausgefullt, die von einem schmalen Zytoplasmasaum umgeben sind. Die Zellkerne
sind reich an heterochromatischem Chromatin (Abb. 4d). Gelegentlich kann man
Golgifelder (Abb. 5c) mit Zisternen, Vakuolen und Vesiculae sowie glattes

endoplasmatisches Retikulum erkennen.

Es bestatigt sich die lichtmikroskopische Beobachtung des centro- peripheren
Entwicklungsverlaufes der OPL Reifung, da in den peripheren Regionen die
Nukleoblastenschicht (Abb. 8f) noch als dichter Iiickenloser Zellverband vorliegt.
Das erste postnatale Entwicklungsstadium der duRReren Retina ist hauptsachlich durch
zellulare Differenzierungsvorgange der Nukleoblastenschicht gekennzeichnet. Der
interzellulare Raum vergroRert sich stellenweise sehr stark, um moglicherweise

Raum fir die synaptische Entwicklung in der OPL zu schaffen.
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postnataler Tag

PO

b

Abbildung 4

sy




Abbildungslegende zu Abbildung 4

a) Ausschnitt aus der duReren Neuroblastenschicht (ONBL):
Zahlreiche Membranauslaufer (D), die teilweise Mitochondrien (M) enthalten,
konnen in der sich entwickelnden OPL beobachtet werden. Zwischen den

Ausldufern sind optisch leere Liicken zu finden. N: Nucleus;

b) Die Abbildung zeigt 10-20 nm grolRe Ribosomen bzw. Aggregationen granularer
Substanzen (Pfeil) im Zytoplasma der Dendriten. M: Mitochondrium;

c) Zahlreiche verschiedengrole, vesikelartige Strukturen (Stern) sind in den
somafreien Arealen der oNBL zu beobachten. Die Ellipse zeigt Anhdaufungen von
ca. 20-40 nm grofRen elektronendichten Strukturen neben dem glatten

endoplasmatischen Retikulum.

d) Ubersichtsaufnahme im Bereich der sich entwickelnden OPL mit Zellkernen (N),
die heterochromatisches Chromatin enthalten. Der Stern zeigt vergrolerte

(aufgelockerte) Interzellularraume. N: Nucleus;

e) Zeigt den Anschnitt im Bereich der Innensegmente an der &uf3eren
Grenzmembran. Der Pfeil markiert ein Centriol- die basale Verankerung des sich
entwickelnden Aufiensegments. Die Zonulae adhaerentes (Za) bauen in ihrer
Gesamtheit die &uf3ere Grenzmembran auf. M: Mitochondrien;

f) Die Innensegmentdetailansicht mit zahlreichen horizontal und vertikal
angeschnittenen Mitochondrien (M) und Zellkontakten- Zonulae adhaerentes

(Pfeil). Ribbons sind nicht zu erkennen.
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Abbildung 5 postnataler Tag P1

Abbildungslegende siehe néchste Seite



Abbildungslegende zu Abbildung 5

a) Ausschnitt aus der sich entwickelnden OPL. Es sind zahlreiche Fortsatze (D) zu
beobachten, die weitgehend uniforme Vesikel enthalten. Die GroRe dieser Vesikel
entspricht der synaptischer Vesikel. Es sind zusétzlich auch gréRere intrazellulare

Membranprofile zu beobachten.

b) Detailaufnahme von unreifen, sich entwickelnden synaptischen Terminalen.

N: Nucleus;

c) Ein Golgi Apparat (Stern) mit vielen Zisternen und Vakuolen neben uniformen

»Synaptischen* Vesikeln im Bereich der prospektiven OPL.

d) Ubersichtsaufnahme der Innensegmente (1S) mit lockermaschigen

Interzellularliicken.

e) VergroRerung des Interzellularraumes (1ZR) auch im Bereich der auf3eren

Grenzmembran (Pfeil).

f) Der Pfeil zeigt Interzellularkontakte (Zonulae adhaerentes). Viele Ribosomen und

Mitochondrien (M) sind zu beobachten.

elektronenmikroskopische Befunde 38



Abbildung 6 postnataler Tag P2

Abbildungslegende siehe nichste Seite



Abbildungslegende zu Abbildung 6

a) Erste direkte Interzellularkontakte und Membranverdichtungen sind im Bereich
der sich entwickelnden OPL erkennbar (Pfeile).

b) Prasynaptische Terminalen (pr) im Bereich der sich entwickelnden OPL mit

homogen verteilten, gleichférmig grof3en synaptischen Vesikeln (sV).

c) Detailaufnahme von unreifen prasynaptischen Terminalen (pr), die homogen

mit Zytoplasma gefullt sind.

d) Innensegmente (1S) im Bereich der dulReren Grenzmembran. N: Nucleus;

e) Man erkennt die Ausdifferenzierung und GréRenzunahme der Innensegmente (1S)

und eine hohe Anreicherung mit Mitochondrien. N: Nucleus;

f) Die Zunahme des Interzellularraumes (IZR) im Bereich der zukunftigen OPL.

IS: Innensegment
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Abblldung 7 postnataler Tag P3

Abbildungslegende siehe néchste Seite



Abbildungslegende zu Abbildung 7

a) Weite, optisch leere Interzellularrdume (IZR- mehrere um) sind in diesem

Stadium der sich entwickelnden OPL zu beobachten.

b) Elektronendichte, unregelmalig geformte, globuldre Strukturen kdnnen in der

primitiven prasynaptischen Terminale beobachtet werden (Pfeile).

¢) Aneinander liegende prasynaptische Terminalen (pr). In den Terminalen sind

synaptische Vesikel (sV) erkennbar.

d) Innensegmente (1S) differenzieren sich im Bereich der &uReren Grenzmembran
(Za).

e) Gelegentlich sichtbare Zellmembranveranderungen (Stern) im Bereich

der Innensegmente. Man erkennt zahlreiche Mitochondrien (M).

f) Weite Interzellularraume (1ZR) im Bereich der duBeren Grenzmembran, die von

Dendriten durchzogen werden.
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4.2.2 Elektronenmikroskopische Auswertung P4-P6

Ab dem vierten/ finften postnatalen Tag kann man im Bereich der zentralen Retina

(Fovea centralis) eine schmale und durchgéngige OPL beobachten (Abb. 2).

Im Stadium P4-P6 zeigen sich erste elektronendichte, mit der Plasmamembran
assoziierte elektronendichte Verdichtungen (Abb. 8a, b, c; siehe Diskussion). Man
findet vesikelgefullte présynaptische Terminalen, die teilweise Invaginationen
(Horizontalzelldendriten)  aufweisen.  Zusétzlich  beobachtet man  hdufig
elektronendichte globuldre Strukturen, die moglicherweise Vorstufen von sich
entwickelnden synaptischen Ribbons darstellen (Abb. 8a; 9a-e; siehe Diskussion).
Diese Vorstufen sind von korniger Konsistenz (ca. 5-10 nm Durchmesser) und
besitzen meist eine enge rdumliche Beziehung zu den teilweise vorhandenen
synaptischen Ribbons (Abb. 9c, d, e). Die Vorstufen (Diskussion) verdichten sich zu
groReren Komplexen (Abb. 9a, b, d, e, 10c, f) und bilden dadurch mdglicherweise
kleinere Ribbonsegmente (Abb. 9e, 10c), die im Entwicklungsverlauf zu Ribbons
polymerisieren. Teilweise sind sie durch filamentare Strukturen (,,Stiele“- Abb. 9a, b,
c¢,) miteinander verbunden und kdnnen gelegentlich in der Nahe von groferen
vesikularen Strukturen beobachtet werden. Am 5. postnatalen Tag werden erstmals
synaptic Spheres (Abb. 9e, 10c) neben elektronendichtem granuldrem Material in der
Rezeptorterminale beobachtet. Die synaptic Spheres liegen nah beieinander und sind
bereits vollstandig von synaptischen Vesikeln (Abb. 9e) umgeben. Die meisten
Ribbons flottieren noch frei im Zytoplasma, wohingegen manche schon (ber eine
elektronendichte bogenférmige Aufhellung, der sog. arciform Density (Abb. 10d),
annahernd senkrecht mit der présynaptischen Membran verbunden sind. Die
beobachteten Ribbons haben bereits konstante Querdurchmesser von ca. 30-50 nm
(wie in der adulten Netzhaut), sind in ihrer Lange und Lage aber dufRerst variabel.
Die im Zytoplasma schwimmenden synaptischen Ribbons wurden in einiger
Entfernung zur Plasmamembran gefunden. Ein enger Bezug zu bestimmten
Zellorganellen ist nicht erkennbar. Die am Né&chsten zum synaptischen Ribbon
liegenden groReren Zellbestandteile sind in den meisten Féllen das glatte
endoplasmatische Retikulum bzw. der Golgi Apparat. Die Anzahl der in den
dendritischen Endigungen (primitive présynaptische Terminale) der Rezeptorzellen
gefundenen Ribbons steigt kontinuierlich an und betragt am 6. Tag 9 Ribbons pro

220 um? OPL (Tabelle 5).
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In einigen dieser Endigungen wurden mehrere frei im Zytoplasma flottierende
synaptische Ribbons gefunden. Bei diesen Anhaufungen von Ribbons handelt es sich
um sog. Ribbonfelder (Abb. 10c), die auf eine sich entwickelnde Zapfenterminale
schlielen lassen. In der Uberwiegenden Mehrzahl der Félle wurde pro
prasynaptischer Terminale ein synaptischer Ribbon gefunden. Hier handelt es sich
vermutlich um sich entwickelnde Stébchenterminalen. Das gleichzeitige Auftreten
von Stabchen- und Zapfenterminalen in dieser frihen Entwicklungsphase

kennzeichnet ihren gemeinsamen Entwicklungsbeginn in der OPL.

Bei der Untersuchung der prasynaptischen Rezeptorendigungen fallt besonders das
Verteilungsmuster der mit in Form und Inhalt homogen erscheinenden Vesikel (Abb.
8b, e, 9e) auf. Die synaptischen Vesikel liegen dicht gedréangt an den Ribbons und
bilden regelrechte ,,Vesikelwolken* (Abb. 10c, f). Bei sehr hohen VergréRerungen
sind ultrastrukturell-filamentére Strukturen (Abb. 10e) erkennbar, die die Vesikel mit
den Ribbons verbinden. Der Abstand von synaptischem Ribbon zum Vesikel ist mit
ungeféhr 30- 40 nm bereits weitgehend konstant.

Ab dem 5.-6. Tag kann man von primitiven prasynaptischen Terminalen sprechen,
die eine variable Menge uniformer Vesikel, glattes endoplasmatisches Retikulum,
Ribosomen und manchmal auch noch Mitochondrien enthalten. Die Entwicklung der
synaptischen Ribbons aus granularen Vorstufen ist in diesem Stadium der
Entwicklung anhand der Abbildungen zu vermuten (P5, 6, 7). Ab dem 6. Tag sind
erste einfache Dyadenkonfigurationen (Abb. 10d, e) zu erkennen, die durch das
Aufeinandertreffen von zwei Horizontalzellfortsdtzen und der ribbonbesetzten
Plasmamembranausstiilpung der Rezeptorterminale gebildet werden. Die pra- und
postsynaptischen Elemente lagern sich aneinander an, sodass man von einer
appositionellen (Kontaktaufnahme) Phase (Abb. 8b, e) sprechen kann. An den
Kontaktstellen fallen Membranverédnderungen wie Verdichtungen (Abb. 8c) und

Verbreiterungen auf.

Bei der Betrachtung weiter peripher gelegener Bereiche fallen deutliche
Entwicklungsverzégerungen auf, die die centro- periphere Entwicklungsrichtung
(Abb. 8f) der OPL bekraftigen. Die Interzellularrdume in der sich differenzierenden

OPL sind teilweise noch (Abb. 8e) llickig und ohne zelluldre Bestandteile.
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Die, die OPL begrenzenden Zellkernschichten lassen sich nun durch die
unterschiedliche Féarbung, Form und Lage ihrer Zellkerne gut differenzieren. Die
Zellkerne der &uRReren Nukleoblastenschicht sind oval, elektronendicht und reich an
kompaktem  heterochromatischem  Chromatin. Das  Karyoplasma  der
Horizontalzellen, die die OPL in Richtung innere Nukleoblastenschicht begrenzen,
ist ebenfalls heterochrom, aber mit einem hoheren Anteil an Euchromatin

(elektronenmikroskopisch transluzenter).

Die nach scleread liegenden AuBBensegmente vergrolRern (Zytoplasmavolumen steigt)
sich weiter und zeigen ab dem 5., 6. Tag erste Formationen und spéter auch
Augmentationen von Membranscheiben, die sich in der unmittelbaren Néhe der

Zilien ausbilden.

Dieses Entwicklungsstadium der Synaptogenese zeigt die Ausbildung primitiver
Photorezeptorterminalen mit synaptischen Ribbons bzw. deren mdglichen Vorstufen
sowie das weitere Ausdifferenzieren der pra- und postsynaptischen Komponenten in
der OPL.
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Abbildungslegende siehe nachste Seite



Abbildungslegende zu Abbildung 8

a) Der Pfeil markiert drei membranassoziierte Verdichtungen (engl. ,,presynaptic
densities™), die Vorstufen aktiver Zonen von Synapsen darstellen konnten.

pr: prasynaptische Membran; sV: synaptische Vesikel;

b) Gut sichtbar sind hier die pra- und postsynaptischen Membranverdichtungen
(Pfeil) sowie der dazwischen liegende synaptische Spalt. Im Zytosol der

Prasynapsen (pr) sind einige synaptische Vesikel (sV).

c) DetailvergréRerung von e: Im unteren Bildteil ist die prasynaptische Verdichtung
(prV), gegeniiberliegend der schmale Zellfortsatz einer Horizontalzelle mit
der postsynaptischen Verdichtung (poV) zu erkennen. Im Zytoplasma sind

granuldre elektronendichte Strukturen zu beobachten (Pfeil).

d) Die Centriolen (Stern) dienen als ,,Ankerbasis“ der AulRensegmente.

Madglicherweise sind Zellmembranumbauvorgange (Pfeil) erkennbar.

e) Zahlreiche Dendriten, die mit synaptischen Vesikeln gut gefullt sind, zeigen
zunehmend Membranspezialisierungen (Pfeil) innerhalb der sich entwickelnden
OPL.

f) Die Abbildung zeigt einen prospektiven Ausschnitt der OPL der peripheren

Retina, die in ihrer Entwicklung den zentralen Anteilen zeitverzdgert folgt.
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Abbildungslegende zu Abbildung 9

a) Der synaptische Ribbon (sR) ist von synaptischen Vesikeln umgeben.
Der Pfeil kennzeichnet wahrscheinlich potentielle Vorstufen (Detailausschnitt)
synaptischer Ribbons. eR: endoplasmatisches Retikulum bzw. gréRere vesikulare

Strukturen;

b) Der Pfeil markiert elektronendichtes granuldres Material im Bereich von
vesikuldren Strukturen. Man beachte die filamentéren Strukturen zwischen den

Granula. sR: synaptischer Ribbon; M: Mitochondrium;

¢) Inunmittelbarer Nahe zu dem kiirzeren Ribbon (sR) befindet sich granuléres
Material (Pfeil- mdgliche Ribbonvorstufen).

d) Die Pfeile deuten auf unregelmaRige, sich aggregierende elektronendichte
Strukturen. sR: vesikelbesetzter synaptischer Ribbon ;

e) Die Ellipse markiert ein Ribbonfeld bzw. Synaptic Spheres (Rf/sS) in einer
vesikelgefillten synaptischen Terminale. Das granuldare Material (gM) kénnte
Ribbonvorstufen (wahrscheinlich aufgrund unregelméf3iger Struktur) bzw.

Ribosomen darstellen. N: Nucleus;

f) Die durchgehende &uRere Grenzmembran, durch Zonulae adhaerentes (Za)
gebildet, trennt die Innensegmente (1S) von den AuBensegmenten (AS) der

Photorezeptoren.
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Abbildung 10 postnataler Tag P6

AR

Abbildungslegende siehe nachste Seite



Abbildungslegende zu Abbildung 10

a) Weites maschenartiges Geflecht von Fortsatzen in der OPL.

b) Hier erkennt man zwei gegeniiberliegende synaptische Ribbons (SR), die bereits
vollstandig von Vesikeln umgeben sind. Beide Ribbons sind nicht an der

Plasmamembran verankert und flottieren im Zytoplasma.

c) Dieser Ausschnitt zeigt ein Ribbonfeld (Ellipse- Rf) in der présynaptischen
Terminale einer méglichen Zapfenrezeptorzelle. Er zeigt vier nebeneinander, in
ahnlich- raumlicher Ausrichtung liegende Ribbons, in deren Nahe sich zwei
diffuse elektronendichte Gebilde (Pfeil) befinden, die moglicherweise

Polymerisationszentren synaptischer Ribbons darstellen.

d) Dyadenkonfiguration aus prasynaptischer Terminale und postsynaptischen
Horizontalzellfortsatzen (H). Der Ribbon ankert tiber die arciform Density (aD)
an der Membran, der mit Zellbestandteilen gut gefiillten Présynapse. Im Bereich
der Invagination sind Zellmembranverdichtungen erkennbar. Die Ellipse
kennzeichnet unregelméfig geformtes granuldres Material in Ribbonndahe.
gM: granuldres elektronendichtes Material,

e) Detailfoto der Dyadenbildung: Der présynaptische Anteil der Synapse (sR-
Ribbon; sV- synaptische Vesikel) schiebt sich zwischen die postsynaptischen
Elemente (po). Der Pfeil zeigt die Verbindung zwischen Vesikel und Ribbon.

f) Primitive, stark vesikelgefillte Zapfenrezeptorterminale mit zwei getrennt
voneinander existierenden Ribbons (sR). Das granulére Material ist mit gM

gekennzeichnet.
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4.2.3 Elektronenmikroskopische Auswertung P7-P9

Bei UbersichtsvergroRerungen kann man die OPL nun als eine in sich homogene
Schicht erkennen (Abb. 2, 3; 1la; 12a). Detailbetrachtungen des
Ausdifferenzierungsgrades der synaptischen Terminalen (Triaden, Tetraden) der
OPL dieses Stadiums bestatigen noch Reifeunterschiede im Vergleich zu adulten
Rattenretinae  auf.  Stellen mit  diffusem Inhalt und ohne Klare
Plasmamembranabgrenzung sind mdglicherweise Artefakte, die durch mechanische
und chemische Gewebetraumatisierungen (Quetschungen, Zerreiflungen) wahrend
des Einbettungsprozesses entstanden sein konnten. Die Dendriten der
Horizontalzellen werden zunehmend von den Photorezeptorterminalen umgeben
(Abb. 11d), sodass die postsynaptischen Fortsatze zentral in die Terminale ragen. Es
sind nun nicht mehr nur einfache Appositionen der pra- und postsynaptischen
Kontaktstellen sichtbar, sondern die postsynaptischen Elemente (in dieser Phase
meist nur Horizontalzellaxone) invaginieren in die Terminale der Sinneszellen und
bilden zahlreiche Dyaden (Abb. 11b, c). Dadurch entsteht das typische invaginale
Erscheinungsbild der Photorezeptorribbonsynapse. So kann man horizontal
angeschnittene Terminalen sehen, in die jeweils zwei Horizontalzellen invaginieren
und an deren synaptischen Kontaktflachen zwei getrennte Dyaden (Abb. 12b; 15c)
sichtbar sind. Diese Anordnung von Ribbons bestatigt aufgrund der zueinander
identischen Achsenausrichtung die Feststellung, dass die beiden kurzen Ribbons in
der dreidimensionalen Rekonstruktion eigentlich Querschnitte eines sich
hufeisenférmig an der prasynaptischen Membran angehefteten grof3en synaptischen

Ribbons sind, der zwischen den beiden Horizontalzellen zu liegen kommit.

Ab dem 8., 9. Tag kommt ein neuer in Richtung OPL bzw. Dyaden wachsender
dendritischer ~ Zellfortsatz, von den Bipolaren stammend, als weiteres
postsynaptisches Element zu dem ,,synaptischen Komplex* hinzu. Die Ann&herung
erfolgt so, dass sich der kleine Bipolarzellfortsatz von ,,unten” zwischen die jeweils
lateral liegenden Horizontalzellfortsatze in Richtung Rezeptorterminale (Abb. 11d)
schiebt. Der entstehende Komplex zeigt erstmalig die Anfange der rdumlich- engen

Beziehung der Rezeptor- Horizontalzell- Bipolarzell- Synapse (afferent).
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Die prasynaptischen Terminalen nehmen Ausmalle von bis zu mehreren pm
Durchmesser an und weisen einen hohen Fullungsgrad mit synaptischen Vesikeln

auf.

Die Anzahl potentieller Zapfenterminalen ist im Vergleich zu den
Stabchenterminalen gering. Sie sind mdglicherweise in dieser Entwicklungsphase
schon an ihrer starkeren GroRenausdehnung und dem Auffinden mehrerer
synaptischer Ribbons pro Terminale (Ribbonfelder) gekennzeichnet. Die Dendriten
von Horizontal- und Bipolarzellen erscheinen ,,optisch leerer” (Abb. 12e, f) als im
adulten Zustand. Sie enthalten etwas Zytoplasma, einige Vesikel bzw. Komponenten
des glatten endoplasmatischen Retikulums und selten auch granuldre Strukturen, die
Ribosomen gleichen. In den Terminalen der Rezeptorzellen ist ein sprunghafter
Anstieg an synaptischen Ribbons im Verlauf von P7 (14 Ribbon/ 220 pm? OPL) iber
P8 (47/ 220 um? OPL) zum 9. postnatalen Tag (60/ 220 pm? OPL) erkennbar
(Tabelle 5). Dieser starke Anstieg an synaptischen Ribbons markiert wahrscheinlich
die Hauptbildungsphase wahrend der postnatalen Entwicklung. Es konnten jedoch
keine eindeutig sichtbaren Strukturveranderungen im Bereich der Terminale bzw. der
schon entstandenen Ribbons beobachtet werden, die eine suffiziente Beziehung zur
Ribbongenese zulassen. Nur die schon im Entwicklungsstadium P3-P6 erwéhnten
diffus verteilten granuldren und globuléren (synaptic Spheres) Strukturen in der
synaptischen Terminale lassen Vermutungen (Polymerisation- siehe Diskussion)

uber deren Entstehung aufkommen.

Die Langenausdehnung der Ribbons variiert noch stark (von weniger als 100 nm bis
zu mehreren 100 nm), vermehrt wurden jedoch langere Ribbons beobachtet (Abb.
11f). Die Lage der Ribbons in der Terminale verschiebt sich zunehmend von vormals
frei im Plasma schwimmenden hin zu plasmamembranassoziierten Ribbons (P4-
P16). Beim Anschnitt entsprechend vertikaler, direkt an der prasynaptischen
Membran gelegener synaptischer Ribbons ist der fir die Membrananheftung
verantwortliche bogenférmige Proteinkomplex (arciform Density- Abb. 14d) in

einigen Fallen (P7) sichtbar.

Erste unreife Triadenkonfigurationen konnten beobachtet werden und deuten darauf
hin, dass die zellularen Elemente einer adulten, typischen afferenten Rezeptor-

Horizontalzell- Bipolarzell- Synapse der OPL bereits vorhanden sind.
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Die Triade einer Zapfenterminale (Abb. 11d; 12c) erscheint, wenn ein Ribbonende
vertikal mit der prasynaptischen Plasmamembran verbunden ist und sich die
postsynaptischen Elemente (zwei Horizontalzellfortsatze und ein Bipolarzellfortsatz)
um die prasynaptische Terminale (mit synaptischem Ribbon) gruppieren. Es sind
ebenfalls sich entwickelnde Tetradenkonfigurationen (Abb. 12f) erkennbar, deren
Kennzeichen das zweifache Vorliegen der Bipolarzellfortsatze als postsynaptische
Elemente neben den beiden Horizontalzellen ist. Dabei liegen die
Bipolarzellfortsatze zwischen den jeweils lateral liegenden Horizontalzellfortséatzen.
Die préasynaptische Plasmamembran mit dem anhaftenden Ribbon schiebt sich
keilférmig zwischen die Horizontalzellfortsatze, die dadurch in direktem flachigem
Membrankontakt (Abstand ca. 10-20 nm) mit der Présynapse stehen. Wahrend sich
die Lagebeziehungen der Horizontalzellfortsatze zur synaptischen Terminale kaum
noch dndert, erscheint der kleinere Bipolarzellfortsatz in diesem Stadium
durchschnittlich noch weit von der Prasynapse entfernt (bis ca. 0,5 um). Diese
unreifen Triaden/ Tetraden sind wiederum nur in den zentralen Abschnitten der
Retina zu finden, wohingegen peripher nur Dyaden oder deren Entwicklungsformen
sichtbar werden. Die Anzahl und Dichte der Vesikel in der Terminale nimmt weiter
zu. Gelegentlich sind ,,randgefullte* Terminalen zu beobachten. Die OPL wird von
den Horizontalzelldendriten (Abb. 14a, b), die u. a. an den langsverlaufenden
Mikrotubuli erkennbar sind, durchzogen. Die Zellkorper von vertikal verlaufenden
Mdiller” schen Stutzzellen (Abb. 13b) separieren gelegentlich die OPL, da sie die
gesamte Retina in vertikaler Richtung durchziehen.

Dieses Entwicklungsstadium ist durch den quantitativ starken Anstieg synaptischer
Komponenten  (besonders Ribbons) und deren weitere Differenzierung
gekennzeichnet. Es finden sich zahlreiche Anzeichen fur das invaginierende
Wachstum der Fortsatze von Horizontal- und Bipolarzellen. Daraus entstehen die
typischen morphologischen Beziehungen einer adulten, afferenten Sinneszellsynapse
in der OPL. Die Anzahl und Lange der Synapsenb&nder nimmt stark zu und sog. Tri-
Tetradenkomplexe sind erkennbar. Gebilde wie synaptic Spheres sind sichtbar und
stellen mdglicherweise Entwicklungsformen der Ribbons bzw. eigenstandige

Zellorganellen dar (siehe Diskussion).
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Abbildungslegende zu Abbildung 11

a) Die OPL weist stellenweise noch interzelluldre Liicken (Sterne) auf.

I1ZR: Interzellularraum;

b) Dyadenbildung: Die ribbonbesetzte Terminale (sR) ,,umflie3t“ (Pfeil) die
postsynaptischen Horizontalzellen (H). Der Fortsatz der invaginierenden

Bipolarzelle ist noch nicht in der Rezeptorterminale sichtbar.

c) Die Préasynapse (sR- synaptischer Ribbon) enthélt bereits viele synaptische
Vesikel (sV), wahrend die postsynaptische Horizontalzelle (H) nur wenige
Vesikel enthalt.

d) Ein vesikelbeladener, membranverankerter Ribbon (sr) in der prasynaptischen
Terminale. Zellmembranverdichtungen sind erkennbar (Pfeil). Die Horizontal-
zelldendriten (H) sowie der Bipolarzelldendrit (B) werden von einem
Auslaufer (A) der prasynaptischen Terminale umhullt. Die typische

Triadenkonstellation einer Photorezeptorribbonsynapse deutet sich an.

e) Ein Ribbon (sR) liegt frei in der Terminale.

f) Ein groler vesikelbesetzter (sV) Ribbon (sR- ca. 1,8 um) in einer

Stabchenterminale.

elektronenmikroskopische Befunde

50



Su ‘.v-;._d

¢ ket

Abbildungslegende siehe néchste Seite



Abbildungslegende zu Abbildung 12

a) Ubersichtsaufnahme der schon geordnet und in sich kompakt wirkenden OPL.

sR+sV kennzeichnet einen vesikelbeladenen Ribbon. sR: synaptischer Ribbon;

b) Horizontalanschnitt im Bereich der prasynaptischen Membran zwischen den
Horizontalzellen (H). Die beiden kurzen Ribbonfragmente (sR) bilden in der
Dreidimensionalen Ebene einen Ribbon, der sich der prasynaptischen Membran

(sR 1) anpasst.

c) Der Bipolarzellfortsatz (B) schiebt sich zwischen die Horizontalzellen (H). Die
Abbildung zeigt vermutlich eine sich entwickelnde Stabchensynapse.
sR: synaptischer Ribbon;

d) Ein freier, vesikelbesetzter (SR) ungebundener Ribbon (sR) in der N&he der
prasynaptischen Membran. Es handelt sich um einen langen Ribbon in einer

Stabchenterminale (ca. 900 nm).

e) Stabchensynapse: Man erkennt die rechts und links der ribbonbesetzten Terminale
(sR) liegenden grof3en, optisch leeren Postsynapsen der Horizontalzellen (H).
Gegenuberliegend schiebt sich der Bipolarzellfortsatz (B) zwischen die

Dyadenkonstellation.

f) Entwicklung der Tetrade einer typischen Stdbchenrezeptorterminale. Gut
erkennbar sind hier die vier postsynaptischen Zellfortsatze. Dabei handelt es sich
jeweils um zwei von den Horizontalzellen (H) bzw. den Bipolaren (B)

stammende Fortsatze. sR: synaptischer Ribbon;
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4.2.4 Elektronenmikroskopische Auswertung P10-P16

Die OPL zeigt nun eine homogene Schichtstarke (Abb. 15a; 16a) im zentralen
Bereich und ist klar in ihrem Aufbau gegliedert. Die Terminalen liegen vitread von
den Somata der Rezeptorzellen und zeigen bei vertikalem Anschnitt eine

zylindrische (Abb. 15a) Grundform, die sich nach scleread konisch verjingt.

Die Entwicklung der Synapse in der OPL zeigt nun das hdufige Auftreten von
triadischen/ tetradischen Komplexen. Die invaginierenden Bipolarzellfortsatze
erreichen nun Absténde zu den préasynaptischen Terminalen von weniger als 100 nm.
Die Lage der Horizontalzellfortsédtze bleibt unverandert konstant. Die Vesikeldichte
in der Rezeptorterminale von Stabchenzellen scheint im Bereich der prasynaptischen
Membran um die Ribbons noch weiter zuzunehmen. In den groReren
Zapfenterminalen ist die Vesikeldichte geringer. Es ist jedoch mdglich, dass sich in

etwa die gleiche Anzahl synaptischer Vesikel auf ein viel groReres Volumen verteilt.

Die Ribbons sind groRtenteils an der présynaptischen Plasmamembran verankert. Die
frei im Zytoplasma schwimmenden Ribbons nehmen weiter ab. Die Gesamtzahl der
Ribbons in der Terminale pegelt sich bei ca. 30-40 Ribbons/ 220 um? OPL (16., 21.
Tag) ein. Damit scheint die Ribbongenese abgeschlossen. Ribbonfelder werden
weiterhin gelegentlich beobachtet (Abb. 13c, d).

Am 16. postnatalen Tag wurde als seltenes Ereignis ein kurzer synaptischer Ribbon
neben zwei synaptic Spheres (Abb. 16¢) beobachtet. Die Rezeptorterminalen nehmen
bis zum 16. Tag und dartber hinaus noch weiter an GrolRe zu. Direkte
Plasmamembrankontakte ~ von  synaptic ~ Spheres  konnten zu  keinem
Entwicklungszeitpunkt beobachtet werden. Die Durchmesser der synaptic Spheres
sind nicht so konstant (Abb.14f, 16¢c) wie die der synaptischen Ribbons. Selten
wurden wesentlich grolRere synaptic Spheres (Abb. 16c, ca. 100 nm) beobachtet.
Diese grolRen synaptic Spheres stellen allerdings Ausnahmen dar und sind
mdoglicherweise morphologisch- sichtbare Zeichen von gerade ablaufenden
Polymerisationsprozessen am synaptischen Ribbon. Die Entwicklung der Ribbons
aus den synaptic Spheres bzw. granuldarem Material kann elektronenmikroskopisch

nicht direkt beobachtet werden.
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Die beobachteten Zapfenterminalen besitzen stets mehrere Ribbons die wesentlich
klrzer (100-500 nm) sind und eine geringere Vesikeldichte besitzen. So ergeben sich
in Zapfenterminalen mehrere ,,Ankerstellen (Abb. 16e), wahrend Stébchen-

terminalen gewohnlich nur eine besitzen.

Ab dem 12., 14. Tag bilden sich um die membranverankerten Ribbons sog. aktive
Zonen (Abb. 16f). Wahrend Stabchenterminalen nur eine groRere aktive Zone
ausbilden, konnen in Zapfenterminalen entsprechend der hoéheren Anzahl von
Ribbons auch mehrere kleine aktive Zonen gefunden werden. So kann man in
einigen synaptischen Spalten im Bereich von Triaden/ Tetraden diffus- homogenes
Material (Abb. 14d, 16f) erkennen. Die postsynaptischen Membranen erscheinen hier
verdickt. Von ihnen wird in das Zytosol diffus- schlieriges Material abgegeben, das
sich an den Innenseiten der postsynaptischen Membranen (Abb. 16f) darstellt.

Das letzte Entwicklungsstadium der Sinneszellsynapse in der Retina st
hauptsachlich durch Wachstumsvorgénge der Rezeptorterminale und der Etablierung
der triadischen/ tetradischen Synapsenkonfiguration gekennzeichnet. Es findet eine
Verminderung der Anzahl von Ribbons pro 220 um? OPL (Tabelle 5) statt, die
vermutlich aus der VergroRerung der Rezeptorterminale und der Einstellung der
Ribbonanzahl  (Katabolismus) unter  physiologisch  aktiven  Konditionen

(Augenoffnung 12.-14. Tag) resultiert.
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Abbildungslegende zu Abbildung 13

a) Ubersichtsaufnahme der OPL mit zahlreichen pra- und postsynaptischen

Fortsatzen. sR: synaptischer Ribbon;

b) Man erkennt eine Miillerzelle (Mz) im Bereich der OPL. Einige Ribbons (sR)

sind prasynaptisch zu sehen.

c) Zwei parallel liegende, annahernd gleich lange (450 nm) synaptische Ribbons
(sR).

d) &hnlicher Bildausschnitt wie in c: Zwei Ribbons (sR) in einer gemeinsamen
Terminale. Der Ribbon (sR 1) erscheint membranverankert und ist von Vesikeln

umgeben.

e) Zwei Rezeptorterminalen mit jeweils einem Ribbon (sR), die eine gemeinsame
Postsynapse kontaktieren. Pr kennzeichnet den prasynaptischen und po den

postsynaptischen Anteil (Horizontalzelldendrit) der Synapsen.

f) An der Ribbonankerstelle ist sowohl die prasynaptische- als auch die
postsynaptische Membran verdickt. sSR: synaptischer Ribbon; pr: prasynaptisch;
po: postsynaptisch;
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Abbildungslegende zu Abbildung 14

a) OPL mit den vitread liegenden, horizontal verlaufenden Fortsatzen von

Horizontalzellen (D).

b) OPL- Ausschnitt mit mehreren synaptischen Terminalen, die synaptische Ribbons

(sR) enthalten. D: Horizontal- und Bipolarzelldendriten;

c) Mit einer Vielzahl von synaptischen Vesikeln gefiillte prasynaptische Terminale,

als Zeichen zunehmender synaptischer Adoleszenz. sR: synaptischer Ribbon;

d) Der senkrecht ausgerichtete Ribbon (sR) ist Giber die arciform Density
membranverankert. Im synaptischen Spalt ist elektronendichtes Material (Pfeil)

zu finden. pr: prasynaptisch; H: Horizontalzellfortsétze;

e) Vertikalschnitt einer Triade. Die postsynaptischen Elemente (H, B) sind
vollstéandig von der présynaptischen Terminale (pr) umschlossen.

sR: synaptischer Ribbon;

f) Man beachte den synaptic Sphere neben einem Ribbon (Pfeil). Der dicke Pfeil
zeigt auf die Invagination der Prasynapse (pr) ohne Ribbonbeteiligung und deren
Membranverdichtungen (Pfeil). po: postsynaptisch; sR: synaptischer Ribbon;

elektronenmikroskopische Befunde 55



Abbild
Aoy




Abbildungslegende zu Abbildung 15

a) GroRe prasynaptische Terminalen mit zahlreichen synaptischen Vesikeln.

b) Mehrere Ribbonsynapsen in der OPL in verschiedenen Anschnittlagen.
sR: synaptische Ribbons;

c) Die gegenuberliegenden Ribbonfragmente (sR) deuten auf einen einzigen
gebogenen Ribbon hin, der sich um die invaginierten Horizontalzellfortsatze (H)
der prasynaptischen Membran kriimmt und doppelt angeschnitten ist. In der

unteren linken Bildecke ist ein vesikelbeladener synaptic Sphere (Pfeil) sichtbar.

d) Trotz unterschiedlicher Achsenausrichtungen der beiden Ribbonfragmente
handelt es sich wahrscheinlich um einen gekrimmten, membranverankerten
Ribbon (sR).

e) Die postsynaptischen Elemente (po) enthalten einige Vesikel. pr: prasynaptisch;

sR: synaptische Ribbons;

f) Eine Zapfenterminale und die invaginierten postsynaptischen (po) Zellfortsétze.

pr: présynaptisch; sR: synaptische Ribbons;
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Abbildungslegende zu Abbildung 16

a) Kompakte OPL mit zahlreichen Synapsen und synaptischen Ribbons (SR).

b) Die prasynaptischen Terminalen (pr) der dargestellten Stabchenphotorezeptoren
weisen eine hohe Vesikeldichte auf. sR: synaptische Ribbons;

c) Zwei synaptic Spheres (Pfeil) mit unterschiedlichen Durchmessern in einer
prasynaptischen Terminale. M: Mitochondrium sR: synaptische Ribbons;

d) Viele, dicht nebeneinander angeordnete synaptische Terminalen von
Stabchenphotorezeptorzellen. sR: synaptische Ribbons;

e) GroRe, méRig vesikelgefullte Zapfenterminale (pr), deren kurze Ribbons (SR,
ca. 400 nm) in triadische Konstellationen eingebunden sind. M: Mitochondrium;

f) Die aktive Zone (Pfeil) einer Synapse wird durch den transmittergefullten
synaptischen Spalt sowie die elektronendichten zytoplasmatischen
Membranverdichtungen (postsynaptisch- po) gekennzeichnet. sR: synaptischer

Ribbon; sV: synaptische Vesikel,
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5. Diskussion

Die Terminalen von Photorezeptorzellen der Retina enthalten Organellen, die in
Ultradiinnschnitten als elektronendichte stibchen- plattenférmige Strukturen, sog.
synaptische ~ Ribbons, erscheinen (Sjostrand, 1958). Die licht- und
elektronenmikroskopischen Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit untersuchen die
zeitliche Einordnung der synaptischen Entwicklung von Ribbonsynapsen und
Ribbons in der OPL von Spraque- Dawley Ratten iiber die Zeitspanne der ersten 21
Lebenstage nach der Geburt.

Die Entwicklung der OPL beginnt im Bereich der Fossa centralis und dehnt sich mit
zunehmender Verzogerung auf die in Richtung Ora serrata liegenden
Retinaabschnitte aus. Schon bei der lichtmikroskopischen Untersuchung von
Semidiinnschnitten im Abgangsbereich des N. opticus zeigen sich erste
Differenzierungsvorgdnge der OPL am 3. Tag primdr im zentralen Bereich,
wohingegen peripher noch eine undifferenzierte kompakte Nukleoblastenschicht
vorliegt. Der Gradient der centroperipheren Reifungsverzogerung, bezogen auf die
Synaptogenese, betrigt in der Vertebratenretina bei Katzen ca. 6-8 Tage (Rapaport,
1982, 1989; Maslim und Stone, 1986). Das centro- periphere Reifungsmuster der
OPL erscheint aus physiologischer Sicht sinnvoll, da der zentrale Retinabereich -als
Ort des schérfsten Sehens- zum Zeitpunkt der Augendffnung von Ratten (ca. 14.

Tag) bereits erste visuelle Eindriicke erhilt und diese verarbeitet.

Die Netzhautzellen bilden die Synapsen in charakteristischer Reihenfolge. Zuerst
bilden die Amakrinzellen untereinander Synapsen in lateraler Ausrichtung. Dann
entwickeln sich die Synapsen der Dyadenkomplexe von Photorezeptorzellen und
Horizontalzellen in der OPL (Maslim und Stone, 1986). Zum Abschluss erreichen
die Dendriten der Bipolarzellen die Synapsen in beiden plexiformen Schichten und
es entstehen an den Rezeptorterminalen Triaden bzw. Tetraden (Maslim und Stone,
1986; Rao- Mirotznik et al., 1995). Dabei erscheinen die Zapfensynapsen vor den
Stdbchensynapsen (Smelser et al., 1974).
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Ahnlich erfolgt die zentrifugale Reifungsmorphologie der zellkernreichen Schichten
von innen nach auBlen, mit der Ganglienzellschicht beginnend (Walls, 1963). Damit
haben die plexiformen und kernreichen Schichten der Retina in vertikaler

Orientierung die gleiche Entwicklungsrichtung.

Die Differenzierung retinaler Zellen in der Netzhaut von Ratten folgt dem typischen
Reifungsmuster von Wirbeltieren. Dieses ist gekennzeichnet durch die vitreosclerale
Entwicklungsrichtung, also von innen nach auflen, bezogen auf den Bulbus oculi
(Griin, 1980). Die Entwicklung der synaptischen Verschaltung beginnt zunichst auf
horizontaler Ebene (Horizontalzellen), bevor durch die Bipolarzellfortsitze der

vertikale Signalflussweg vernetzt wird (Maslim und Stone, 1986).

Die spezielle Entwicklung der OPL beginnt mit der Auflockerung der
Interzellularrdume innerhalb der Nukleoblastenschicht um den 1., 2. postnatalen Tag.
Diese Aufweitungen finden sich am Ubergang des scleread gelegenen Drittels
innerhalb der Nukleoblastenschicht. Ursache der vergroBerten interzelluliren Rdume
konnte der bekannte apoptotische Zelltod von retinalen Zellen sein (Hahn et al.,
2003). Ubereinstimmend mit diesem Befund wies Cragg (1975) nach, dass der
interzelluldire Raum in der sich entwickelnden OPL 25% betrigt, wohingegen in
weiter ausgereiften OPL Bereichen der interzellulire Raum nur ungefdhr 8% des
OPL Gesamtvolumens einnimmt. Diese Umbauprozesse in der undifferenzierten
Nukleoblastenschicht finden statt, um eine rdumliche Grundlage fiir die
nachfolgende synaptische Entwicklung der OPL zu schaffen. In dieses weitmaschige
Netz der sich differenzierenden dulleren Synapsenschicht beginnen die Fortsdtze der

Rezeptorzellen, und spiter die der Horizontal- bzw. Bipolarzellen zu wachsen.

Die primitiven prasynaptischen Terminalen der Rezeptorzellen sind von Beginn ihres
Auftretens an mit einigen synaptischen Vesikeln, die durch Uniformitit
gekennzeichnet sind, gefiillt. Neben den synaptischen Vesikeln beobachtet man in
frithen Stadien auch vermehrt groBere, unregelméfig geformte Vesikeln in den
Terminalen (z.B. von Endosomen). Erste kurze kompakte Ribbons wurden am 3., 4.
Tag gefunden, die bereits vollstdndig von synaptischen Vesikeln umgeben waren und

noch frei im Zytoplasma flottierten.

Diskussion 60



Ab dem 4. Tag beginnen sich primitive Membrankontakte zwischen den
Rezeptorterminalen und den  Horizontalzellfortsdtzen  auszubilden. Die
priasynaptischen Terminalen und Horizontalzellfortsitze besalen bereits erste
plasmamembranassoziierte Verdichtungen. Ab dem 4., 5. Tag entsteht eine diinne,

aber homogene OPL.

Auch in Maduseretinae beobachteten Blanks et al. (1974) die OPL ab dem 4.
postnatalen Tag. In der Retina von Katzenembryos ist die OPL bereits 50 Tage nach
der Befruchtung im Bereich der Fovea centralis vorhanden (Greiner et al., 1980). Die
OPL separiert nun die vormals kompakte Nukleoblastenschicht in eine &dullere und
innere Schicht von Neuroblastenzellen. Am Ubergang der OPL zur inneren
Nukleoblastenschicht erscheinen ab dem 4. Tag die groBen, hell gefleckten
Perikaryen der Horizontalzellen, die im weiteren Entwicklungsverlauf noch an Grofe
zunehmen. Die Dendriten der Horizontalzellen verzweigen sich in horizontaler
Ausrichtung innerhalb der OPL und bilden schon bei P4, P5 erste einfache

Membrankontakte mit den Photorezeptorterminalen.

Die OPL im Stadium P6 zeigt neben horizontal verlaufenden Dendriten,
Rezeptorterminalen mit gelegentlich vorhandenen Ribbons sowie erste
Dyadenkonfigurationen der afferenten Sinneszellsynapse. Daneben finden sich auch
verstérkt optisch leer erscheinende weite Interzellularrdume innerhalb der OPL. Die
vertikale Ausdehnung der OPL zwischen den beiden kernreichen Schichten nimmt
weiter zu. So betrug die durchschnittliche Breite der OPL am 7. postnatalen Tag ca.
10 um und am 14. postnatalen Tag ca. 16 um. Caley et al. (1972) berichtete, dass die
duBere Synapsenschicht in der Miuseretina am 7. Tag 5 um, am 15. Tag 9 pm und
im adulten Stadium ungefdhr 11 pm im Durchmesser mafl. Die Verbreiterung der
OPL erfolgt hauptsdchlich durch die Volumenzunahme der prd- und

postsynaptischen Dendriten, die um den 21. postnatalen Tag abgeschlossen scheint.
Im Mittelpunkt jeder Synapsenkonfiguration steht der invaginierte Ribbon, um den

sich die verschiedenen postsynaptischen Elemente von Horizontal- und Bipolarzelle

in bekannter Formation in der OPL gruppieren.
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5.1 Entwicklung der Photorezeptor- Ribbonsynapsen

Nach der Erweiterung der Interzellularrdume in der sich entwickelnden OPL, die
wahrscheinlich durch Apoptose retinaler Neurone geschaffen wurde (Hahn et al.,
2003), beginnen die axonalen fingerformigen Fortsdtze der Rezeptorzellen in diese

Réume zu expandieren.

Der programmierte Zelltod (Apoptose) als regulierendes Element von
Umbauprozessen  stellt ein weit verbreitetes Entwicklungsphdnomen im
Nervensystem dar (Purves et al., 1985; Williams und Herrup, 1988). Derartige
Vorgénge sind in den beteiligten Neuronen intrazelluldr ab dem Stadium P2, P3
wahrscheinlich in Form von Zellmembranauftreibungen und Anhdufungen
unregelmdBig groBer Vesikel zu erkennen. Die einwachsenden primitiven
Terminalen enthalten bereits sporadisch verteilte, einheitlich grofle synaptische
Vesikel. Die Membranfortsidtze enthalten neben synaptischen Vesikeln noch andere
Vesikel (mit groferen und kleineren Durchmessern), hidufig Mitochondrien, glattes
endoplasmatisches Retikulum, Ribosomen, Teile des Golgi Apparates sowie

transluzentes Zytoplasma.

Wihrend sich die primitiven Rezeptorterminalen in der OPL positionieren, lagern
sich von Seiten der inneren Nukleoblastenschicht die Membranausldufer der
primitiven Horizontalzellen von lateral an und bilden Appositionskontakte. Damit ist
die frithe, rdumlich enge Nachbarschaft von prd- und postsynaptischen Elementen
vorhanden. Die meisten dieser Appositionen sind nicht mit dem gleichzeitigen

Vorliegen synaptischer Ribbons assoziiert.

Zunichst erfolgt die Apposition der Horizontalzellfortsitze an die primitiven
Rezeptorterminalen. Dann folgt die Invagination der postsynaptischen
Horizontalzellfortsétze. Durch diesen Vorgang erscheint beim Anschnitt der
Terminale im Bereich des Ribbon das Bild der Dyadenkonfiguration. Die ein bzw.
zweil hinzukommenden, von den Bipolaren stammenden Fortsdtze komplettieren
schlieBlich die Photorezeptorsynapse (Maslim und Stone, 1986). Die
Ribbonsynapsen der OPL erscheinen eher als die der inneren plexiformen Schicht

(Olney, 1968; Weidmann und Kuwabara, 1968; Cragg, 1975).
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Die spite Beteiligung der Bipolaren an der Synaptogenese in der inneren
plexiformen Schicht und der OPL scheint ein allgemeines Merkmal der Saugetier-
netzhautentwicklung zu sein und ist auch bei Méusen (Olney, 1968; Blanks und
Adolfino, 1974), Hasen (McArdle, 1977) und Katzen (Morrison, 1982)
nachgewiesen worden. Die Rezeptorterminalen von Stibchen und Zapfen reifen
chronologisch leicht versetzt in gleicher Weise heran. Dabei differenzieren primér
die Zapfenterminalen, die meist durch einige im Zytoplasma flottierende Ribbons
und ihre zunehmende GroBendifferenz zu den Stibchenterminalen unterschieden
werden konnen (Smelser et al., 1974). Unseren Beobachtungen zufolge beginnt die
Differenzierung von Stdbchen- und Zapfenterminalen zu anndhernd identischen

Zeitpunkten.

Freie, im Zytoplasma schwimmende Ribbons sind ein allgemeines
Entwicklungsmerkmal in Zellen von sensorischen Organen (Whitehead und Morest,
1985). Erste Zapfenterminalen mit Ribbonfeldern fanden wir am 5., 6. Tag im
Stadium der Apposition mit den Horizontalzelldendriten. Stibchenterminalen mit

einem synaptischen Ribbon wurden ebenfalls zeitgleich beobachtet.

Am synaptischen Terminal von Zapfenrezeptoren gibt es drei Arten synaptischer
Spezialisierung. Es sind zum einen ,,gap junctions® als elektrische Synapsen zu
benachbarten Stibchen- und Zapfenterminalen (Cohen, 1965; Baylor et al., 1971;
Raviola und Gilula, 1973). Zum anderen sog. Basalkontakte (flat) mit putative OFF-
Bipolarzellen, die an der Zapfenterminalbasis zu finden sind (Missotten, 1965;
Dowling und Boycott, 1966; Kolb, 1970). Und schlieBlich die invaginierenden
Kontakte, die iiblicherweise aus einer zentralen prasynaptischen Terminale und zwei
bis vier postsynaptischen Axonen, die sich in bestimmter Anordnung gruppieren,

bestehen (Missotten, 1965; Rao- Mirotznik, 1995).

Der Schaffung von einfachen, kleinflichigen Membrankontakten im Sinne von
Appositionen zwischen Rezeptorterminale und Horizontalzelle folgt nun deren
Invagination. Wahrscheinlich wird die synaptische Kontaktfliche durch fortgesetzte
VergroBerung der priasynaptischen Terminale ins Innere verlagert. Die
Rezeptorterminale umwichst die Horizontalzellaxone durch ,.seitlich gerichtetes
Wachstum®, d.h., die prasynaptischen Rezeptorzelldendriten umwachsen sukzessive

die postsynaptischen Elemente.
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Die Membrankontaktflache erhoht sich durch die Invagination um ein Vielfaches. Ab
dem 6., 7. Tag schiebt sich die prisynaptische Terminale mit dem
plasmamembranstindigen  synaptischen Ribbon keilformig zwischen die
invaginierenden Axone der Horizontalzellen und separiert diese. Der Ribbon wird
iber die arciform Density an der prisynaptischen Terminalmembran verankert. Die
arciform Density stellt eine Art proteindhnliches Kopplungselement dar, um

synaptische Ribbons membranstindig zu verankern (Ladman, 1958).

Ab dem 8., 9. Tag erscheinen die Fortsétze der Bipolarzellen und vervollkommnen
die Dyaden- zu Triaden/ Tetradenkonfigurationen. Die Synapsen bestehen somit bei
Stdbchenrezeptoren aus vier postsynaptischen Elementen. Dabei haben die
Horizontalzellfortsdtze Rezeptoren mit geringer, die Bipolarzellen hingegen
Rezeptoren mit hoher Glutamataffinitit (Rao- Mirotznik, 1995). Die
Bipolarzellfortsdtze kommen zwischen den Horizontalzellaxonen in einer variablen
Entfernung von 130-640 nm von der prasynaptischen Terminale zu liegen (Rao-
Mirotznik, 1995). Die Entfernung der Horizontalzellfortsitze von der
prasynaptischen Transmitterfreisetzungszone liegt bei ca. 16 nm. So muss der
Transmitter die 10-40fache Strecke per diffusionem zuriicklegen, um die hochaffinen
Glutamatrezeptoren der Bipolarzellen zu erreichen. Moglicherweise stellen sich die
Bipolarzellfortsitze als regulatives postsynaptisches Element, entsprechend der
Transmitterexocytose, auf ein bestimmtes Entfernungsniveau ein. Am 14. bzw. 16.
postnatalen Tag kann im synaptischen Spalt zwischen Prd- und Postsynapse
elektronendichtes Material (vermutlich Transmitter- Abb. 16f) erkannt werden, und
ist damit ein Zeichen der funktionellen Reife von Ribbonsynapsen. Das Vorliegen
von morphologisch- ausgereiften aktiven Zonen an den Ankerstellen von Ribbons
erscheint in dieser Entwicklungsphase und korreliert mit dem Zeitpunkt der ersten
Augendffnung junger Ratten. Vorstufen aktiver Zonen in Form von présynaptischen
Densities (Abb. 8a) an der pridsynaptischen Plasmamembran existieren bereits in

fritheren Stadien.

Unseren Untersuchungen zufolge kann das singuldre Vorkommen von Ribbons in
Stdbchen- und das Auftreten mehrer Ribbons in Zapfenterminalen bestétigt werden.
Die in Zapfenterminalen gefundenen Ribbons bleiben bis in das

Erwachsenenstadium kiirzer (bis 500 nm) als in Stdbchenterminalen.
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Neben den synaptischen Ribbons wurden hiufig granuldre Strukturen, vermutlich
Ribbonvorstufen, sowie synaptic Spheres in sich entwickelnden Rezeptorterminalen

gefunden (siehe Abschnitt 4.2).

Die relative Anzahl synaptischer Vesikel steigt mit zunehmender Groenentwicklung
der Rezeptorterminalen an. Die Terminalen von Zapfenrezeptoren sind jedoch
weniger dicht gefiillt (wahrscheinlich aufgrund des gréferen Volumens), es finden
sich intervesikuldre Abstinde von teilweise mehr als 100 nm. Die Freisetzungsmenge
synaptischer Vesikel wird durch die Konzentration der Ca*'- Tonen in der Prisynapse
abgestimmt und erlaubt sensorischen Organen eine schnelle und fein abgestufte
Transmission der Erregungsimpulse (Juusola et al., 1996). So kann vermutet werden,
dass die prisynaptischen Strukturen der Aufrechterhaltung der hohen
Transmitterfreisetzung dienen, wihrend die Anordnung der 3-4 postsynaptischen
Fortsdtze so angelegt ist, dass prasynaptisch emittierte Signal in Form der
Glutamatquanten maximal auszuschopfen und zu verarbeiten. Dabei kann der
Transmitter jedes présynaptisch exocytierten Vesikels theoretisch alle drei/ vier

postsynaptischen Elemente beeinflussen.

Die generelle morphologische Entwicklung der Rattenretina scheint identisch zu der
der Méuseretina (Blanks et al., 1974) zu sein, da die zeitliche Abfolge der einzelnen
Stadien @hnlich ist. Die Differenzierung der Ribbonsynapse beginnt vermutlich mit
der Apposition von primitiven Rezeptorzell- und Horizontalzellfortsitzen. Die
postsynaptischen Elemente werden nachfolgend in die pridsynaptische Terminale
invaginiert, wodurch erste Dyaden entstehen. Die scleread wachsenden
Bipolarzellfortsidtze treffen im Entwicklungsverlauf auf die Dyaden und
vervollstdndigen diese zu Tri/ Tetraden um den 10.-12. Tag. Ab diesem Zeitpunkt
sind alle morphologischen Elemente der afferenten Sinneszellsynapse in der OPL
elektronenmikroskopisch vorhanden. Zum Zeitpunkt der ersten Augendffnung sollte
ein anndhernd identisches Entwicklungsniveau von Rezeptorzellen und ihren
Synapsen erreicht sein, um den Informationsfluss in Richtung ZNS zu bahnen. So
konnte das gedffnete Rattenauge in der Lage sein, neben einer Hell-, Dunkel- auch

eine gewisse primitive Farbdifferenzierung zu ermdoglichen.
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5.2 Entwicklung der synaptischen Ribbons in den Photorezeptor-

Ribbonsynapsen

Die Bildung synaptischer Ribbons in der OPL ergibt sich aus unseren

Beobachtungen wie folgt:

Unseren Ergebnissen zufolge entwickeln sich die ersten stabformigen synaptischen
Ribbons um den 3. postnatalen Tag. Der erste im Zytoplasma flottierende (nicht
plasmamembranverankerte) Ribbon lag frei in der primitiven Terminale ohne
Kontakt zu anderen zelluldren Organellen. AuBer den frilhen, ungebundenen
synaptischen Ribbons konnten granuldre Substanzen in den prospektiven Terminalen
beobachtet werden. Wir vermuten, dass dieses granuldre elektronendichte Material
moglicherweise Vorstufen sich entwickelnder Ribbons darstellt. Diese Vermutung
beruht auf morphologischen Beobachtungen, bei denen sich die granuldren
Strukturen zu Komplexen zusammenlagern kdnnen (sieche Abb. 9a-e, 10c, f). Das
unregelmifige granuldre Material ist noch nicht mit Vesikeln assoziiert, hat aber
eine dhnliche Konsistenz wie die synaptischen Ribbons. Aufgrund der
unregelmédfigen Dimensionen und der filamentiren Verbindungen (Abb. 9) des
granuldren Materials untereinander, kann eine Verwechselung mit Ribosomen
ausgeschlossen werden. Der Beweis, dass dieses granulidre Material Ribbonvorstufen
darstellt, kann mit Immunogoldelektronenmikroskopie (z.B. mit Antikoérpern gegen
Ribeye) durchgefiihrt werden. Diese Granula, bei denen es sich um Proteinoligomere
handeln konnte, stellen moglicherweise Aggregationen des Proteins Ribeye dar.
Ribeye ist das Hauptprotein der Ribbons (Schmitz et al., 2000; Wan et al., 2005) und
wahrscheinlich in der Lage liber Oligomerisierungen das Grundgeriist der Ribbons
aufzubauen. Die Aminosduresequenzen, aus denen das 120 kDa Protein Ribeye
besteht, werden vermutlich an zytosolischen Ribosomen gebildet und in das
Zytoplasma der Terminale gegeben. Olney (1968) vermutete den Bildungsort der
Vorstufen synaptischer Ribbons in der paranucledren Region der Innenglieder von

Rezeptorzellen.

Die im Zytoplasma vorhandenen Ribeyekomplexe oligomerisieren moglicherweise
zu grofleren globuldren Strukturen (z.B. synaptic Spheres), die wir am 5. postnatalen

Tag in der Terminale beobachteten.
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Die ultrastrukturellen Aufnahmen legen nahe, dass die synaptic Spheres
wahrscheinlich groBBere Aggregationseinheiten kleinerer Untereinheiten (Oligomere)
sind. Aus diesen wiederum polymerisieren vermutlich die synaptischen Ribbons,

dhnlich wie Mikrotubuli, die aus a- und - Tubulindimeren bestehen.

Die Querdurchmesser der mdglichen globuldren Vorstufen -synaptic Spheres- waren
nicht so konstant wie die der synaptischen Ribbons in Zapfen- und
Stdbchenterminalen (30-40 nm). So konnte am 16. Tag neben einem Ribbon ein ca.
100 nm (Durchmesser) groBles Gebilde (synaptic Sphere) gefunden werden.
Aufgrund der atypischen GréB3e des synaptic Sphere konnte hier das Proteingefiige
aufgelockert sein. Hier laufen vermutlich Polymerisationsvorginge ab. Unseren
Untersuchungen zufolge konnte die Koexistenz von synaptic Spheres (aggregierende
granuldre Substanzen) und synaptischen Ribbons am 6. Tag beobachtet werden.
Aufgrund der Nihe zueinander und der Ubereinstimmung morphologischer Details
von synaptic Spheres und Ribbons kann eine morphologische Verwandtschaft
vermutet werden. Da die Ribbons zunichst nur 50-150 nm lang waren und im
weiteren Verlauf stark an Lénge zunahmen (500 nm-1 pum), miissen Auf- bzw.
Umbauvorgéinge stattfinden. Die oben angefiihrten Vermutungen bekriftigen die
Annahme der Hypothese, dass Ribbons durch die Polymerisation von

Ribeyeoligomeren entstehen.

Synaptic Spheres sowie die keulendhnliche Form synaptischer Ribbons konnen
vermutlich Abbau- als auch Autbaustrukturen von Ribbons sein. Die keulendhnliche
Form synaptischer Ribbons -als Abbaustufe von Ribbons diskutiert (s. u.)- wurde in
unseren Priparaten nicht beobachtet, da in den von uns untersuchten
Entwicklungsstadien vermutlich noch kein groferer Ribbonabbau (siche S. 66)

stattfindet.

Die Profile der Ribbons erscheinen elektronenmikroskopisch meist homogen
strukturiert. Gelegentlich wurden auch Ildngsgestreifte Ribbons (lamellenartige
Organisation) beobachtet, deren Ursache moglicherweise eine Auflockerung des
Proteingefiiges fiir ablaufende Polymerisationsvorginge ist. Sterling (1998) schloss

aufgrund dhnlicher Beobachtungen auf ein Zytoskelett von Ribbons.
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Sowohl Ribbons als auch synaptic Spheres waren von Beginn an vollstindig mit
anndhernd gleich groBlen synaptischen Vesikeln umgeben. Die in der Terminale
vorhandenen synaptischen Vesikel werden vermutlich sofort mittels Filamenten in
20-25 nm Entfernung angehingt, so dass zu keinem Zeitpunkt ,,nackte* Ribbons oder
deren groBere Aggregationsvorstufen existieren. Manche Autoren beobachteten frithe
synaptische Ribbons ohne Vesikelbesatz (Smelser et al., 1974; Weidman und
Kuwabara, 1968). Chen und Witkowsky (1978) vermuteten, dass die Vesikelbindung
direkt mit dem Wachstumsprozess des Ribbon einhergeht. Moglicherweise findet
eine Interaktion zwischen den Proteinen der Vesikel und den Oligomeren der
synaptic Spheres bzw. Ribbons statt, deren Folge die Vesikelbindung ist. So nehmen
Schmitz et al., (2000) an, dass die B- Domine von Ribeye an der Oberfliache der
Ribbons gebunden ist und mit den Proteinen synaptischer Vesikel interagiert

(Vesikelbindung).

Der Beginn der Bildung synaptischer Ribbons beginnt um den 3. postnatalen Tag
und setzt sich kontinuierlich bis zum 7. Tag fort. Vom 7.-8. Tag findet eine mehr als
Verdreifachung der Anzahl synaptischer Ribbons in der prasynaptischen Terminale
statt. Die stetige Zunahme der synaptischen Ribbons folgt bis zum 12. Tag, wo sie
mit 67 Ribbons pro 220 um” OPL den quantitativen Hohepunkt erreicht. Danach fillt
die Ribbonanzahl stetig ab und pegelt sich bei etwa 30 Ribbons pro 220 pm* OPL
am 21. postnatalen Tag ein. Das Absinken der Ribbonanzahl pro 220 um* OPL ist
vermutlich eine Folge der Volumenzunahme der OPL (Hewing, 1979) oder es ist
Resultat (Abbau von Ribbons) der Nivellierung unter physiologischen Konditionen

(Augendffnung ca. 13.- 14. Tag).

Neuere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Kalzium die Dynamik von Ribbons in
Zapfensynapsen reguliert. So zeigten isolierte Carassius carassius Retinae, dass eine
abfallende Ca®"- Konzentration eine steigende Anzahl synaptischer Ribbons zur
Folge hat und umgekehrt (Schmitz et al., 1989; Schmitz und Drenckhahn, 1993). Bei
niedrigem Ca®’- Spiegel entkoppeln sich die Ribbons von der prisynaptischen
Membran und legen sich parallel zu dieser (Schmitz und Drenckhahn, 1993). Eine
andere interessante Beobachtung wurde bei der Inkubation mit einer 10 mM
Lithiuml6sung fiir 15-45 Minuten gemacht: Die Ribbons verschwanden komplett und
waren nach 45-90 Minuten wieder prasent, wobei sie ihr Ausgangsniveau

wiedererreichten (Schmitz und Drenckhahn, 1993).
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Die keulenformige Art von Ribbons, deren distales Ende eine bulbusformige
Aufweitung zeigt, wird als Zeichen der Zerlegung synaptischer Ribbons gedeutet
(Schmitz und Drenckhahn, 1993). SchlieBlich fiihrt die Verabreichung des
Neurotoxins Quisqualate (Sattayasai und Ehrlich, 1987) zur Verkiirzung synaptischer
Ribbons sowie zum Erscheinen der keulenformigen Ribbons und der synaptic
Spheres. Diesen Erscheinungen folgt das Auftreten sog. paranucledrer Granula, die
von Lysosomen aufgenommen werden konnen (Sattayasai und Ehrlich, 1987).
Spiwoks-Becker et al (2004) zeigten bei 9 Wochen alten Albinoméusen, dass sich
unter zeitlich kontrolliertem Lichteinfluss von ca. 30-60 Minuten nach
vorangegangener Dunkelheit vermehrt synaptic Spheres und keulenférmige Ribbons
in der priasynaptischen Terminale bilden. Bei erneuter Dunkelheit von ca. 30 Minuten
verschwanden die synaptic Spheres in der Terminale wieder. Dies bestitigt die
Hypothese, dass die Strukturwechsel- Verdnderungen von synaptischen Ribbons

hauptsichlich licht- und nicht tageszeitabhéngig sind (Spiwoks- Becker et al., 2004).

Diese Ergebnisse anderer Autoren zeigen, dass es regulative Elemente bzw.
Substanzen gibt, die eine De- bzw. (Re-) Polymerisation der Ribbons zur Folge
haben, die eine Steuerung dieser Prozesse in der Prisynapse ermoglichen. Der

endgiiltige Beweis dieser Hypothesen steht noch bis heute aus.

Eine weitere Feststellung unserer Untersuchungen ist, dass die Anzahl der
unverankerten, frei im Zytoplasma flottierenden Ribbons sich mit zunehmendem
Entwicklungsverlauf zugunsten der Plasmamembrangebundenen verschiebt (Hermes
etal., 1992, 1993). Bei einigen Autoren wurden frei flottierende Ribbons sogar in der
unmittelbaren Nachbarschaft zum Nucleus gefunden (Olney, 1968; Mc Ardle et al.,
1977; Spira, 1975; Rapaport, 1989). Auch bei adulten Tieren wurden frei flottierende
(nicht plasmamembranverankert) Ribbons in Stdbchenterminalen der Retina
gefunden (Case und Plummer, 1993; Vollrath et al, 1989), wobei die
Anschnittrichtung des Ribbon in der Synapse eine wichtige Bedeutung fiir diese Art
der Beurteilung hat. So kann beispielsweise ein plattenformig membrangebundener
Ribbon, der in der Synapsenmitte horizontal angeschnitten wurde, einen frei

flottierenden Ribbon vortduschen.
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Das sich Ribbons von ihrem Membranankerplatz entfernen kdnnen wurde u. a. beim
Winterschlaf abhaltenden Eichhdérnchen entdeckt, wo sich Anhdufungen von kurzen
vesikelbedeckten Ribbons in einer durchschnittlichen Entfernung von ca. 5,5 um zur
priasynaptischen Membran bildeten. Nach Beendigung des Winterschlafs nahmen die
meisten Ribbons ihren urspriinglichen Funktionsort innerhalb von 3-5 Tagen wieder
ein (Remé und Young, 1977). Die Bewegung von Ribbons ist moglicherweise
verantwortlich fiir die von Vollrath et al. (1989) beobachtete Fluktuation dieser
Strukturen bei Spraque- Dawley Ratten an der présynaptischen Membran in
Stdbchensynapsen. Ein klare Erkenntnis liber den Ortswechsel von synaptischen
Ribbons wurde in der Goldfischzirbeldriise von McNulty (1981) geliefert. Hier sind
Ribbons am Tage wesentlich néher (0,068 um) an der prasynaptischen Membran als

in der Nacht (0,132 pm).

Um generell zu ithrem Funktionsort an der priasynaptischen Membran zu gelangen
wiren fiir Ribbons aktive/ passive Transportmechanismen notwendig (Crook und
Morrison, 1989; Hermes et al., 1992; Mc Ardle et al., 1977). So fand McArdle
(1977), dass sich Ribbons in Bipolarzellen nah an der prasynaptischen Membran
entwickeln, wihrend sie sich in Rezeptorzellen entfernt davon formieren. Diese
Vermutungen, bezogen auf die Ribbons in Rezeptorzellen, entsprechen unseren

Beobachtungen.

In den dreidimensionalen Darstellungen sind Ribbons flache, plattenformige Gebilde
(,,stabformig®) mit variablem Profil. So erstreckt sich das Formenspektrum iiber
gebogene bis hin zu keulenférmigen (Vollrath; 1989). Die Grundform wird
manchmal durch Verdrehungen um die Achse (McCartney und Dickson, 1985) sowie
durch Auslidufer des membranabgewandten distalen Teils (Sanyal et al., 1992)
verkompliziert. Rekonstruktionen von Ribbons in Zapfensynapsen lieBen den
Pleomorphismus dieser Zellorganelle erkennen (McCartney und Dickson, 1985).
Dariiber hinaus wurden auch rechteckige Formen beschrieben (Pierantoni und
McCann, 1984). Neben diesen stabformigen bzw. flichigen Ribbongrundformen
existieren auch elektronendichte, leicht ovale bis runde synaptische Ribbons in den
Terminalen, die synaptic Spheres oder synaptic Bodies genannt werden. Deren
Durchmesser ist ca. 0,3 pm (Holmberg und Ohman, 1976; Vollrath et al., 1989), und
nicht selten liegt eine Koexistenz zu synaptischen Ribbons vor. Sie werden als

Vorstufen bzw. Abbaustrukturen diskutiert.
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Das Verhiltnis von Ribbons zu synaptic Spheres reicht von 2-6:1 bei Lewis, Wistar
und Dark Agusti Ratten, wohingegen in Long Evans und Brown Norway Ratten

Verhiltnisse von 15-22:1 beobachtet wurden (Hermes et al., 1993).

Es konnte bis jetzt noch nicht definitiv gekldrt werden, ob synaptic Spheres
eigenstindige Organellen darstellen, obwohl sie zweifelsohne eine enge
morphologische Beziehung zu den Ribbons aufweisen. Dies wird durch die Tatsache
gestiitzt, dass in den Haarzellen des Vestibularorgans von Sdugetieren synaptische
Ribbons prisent sind, wohingegen an identischer Stelle bei niederen Vertebraten
synaptic Spheres anzutreffen sind (Wersédll und Bagger- Sjoback, 1974). Ebenso
konnte in der Retina von Lampetra fluviatilis gezeigt werden, dass in den Synapsen
der Photorezeptorzellen jeweils eine Synapse einen Ribbon enthélt, wihrend die
andere einen synaptic Sphere beinhaltet (Holmberg und Ohman, 1976). Diese
Beobachtungen sind mit unseren identisch. Aber auch das gemeinsame Vorkommen
von synaptic Spheres und Ribbons in einer Terminale, was bereits von Vollrath et al.,

(1989) nachgewiesen wurde, kann in unseren Aufnahmen gesehen werden.

Die Proteinausstattung der Ribbonprisynapsen ist generell die gleiche wie die
konventioneller Synapsen (Ullrich und Siidhof, 1994; Brandstitter et al., 1996a, b;
von Kriegsstein et al., 1999). Ein elementarer Baustein ist das sog. Ribeye, eines der
am hiufigsten und ausschlieBlich in Ribbonsynapsen vorkommenden Proteine. So
zeigten Schmitz et al. (2000), dass die Ribbons eine Komposition von stapelformigen
Proteinaggregationen sind, deren Hauptkomponente Ribeye ist. Ribeye besteht aus
zwei Dominen, wobei die A- Domine inhomogen zu allen bekannten Proteinen ist.
Die B- Domine ist identisch zum Transkriptionsfaktor CtBP2. Schmitz et al.
erklarten ein Modell, bei dem die A- Domine als Aggregationseinheit fungiert,
wéhrend die B- Doméne als Enzym- und NAD-Bindungsfaktor agiert. Die Vesikel
werden moglicherweise iiber die B- Doméine an den Ribbon gebunden und iiber

unbekannte Translokationsvorgdnge dem prasynaptischen Spalt zugefiihrt.

So ist eine Kinesin Untereinheit (KIF3A) in Photorezeptor- und Bipolarzellribbons
lokalisiert worden, die zum gesteuerten Vesikelfluss in Form eines ,,Vesikelmotors
beitrdgt (Muresan et al., 1999). Da Kinesin aktiv Bewegungen bis zu 1 pm/ s
ermOglicht, konnten die Vesikel eines 150 nm langen Bipolarzellribbons in ca. 150

ms von oben nach unten translokalisiert werden (Howard J., 1996).
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Aber auch Bewegungen entlang des Ribbon durch passive Diffusion wéren moglich.
Die genauen Abldufe der Vesikelbindung und Translokation am Ribbon in Richtung

priasynaptischer Membran sind noch nicht endgiiltig geklért.

Es existieren bis jetzt noch keine verldsslichen Daten iiber die durchschnittliche
,Lebensdauer* von Ribbons. Aufgrund der Menge an keulenférmigen Ribbons und
synaptic Spheres von ca. 2,5% in der Stdbchenterminale und der Annahme, dass
diese den Katabolismus entwickelter Ribbons darstellen, kommt man zu einer
Lebenserwartung von ungefahr 40 Tagen (Spiwoks- Becker und Vollrath, unveroff.
Ergebnisse; Homepage Universitit Mainz). Pro Tag werden demzufolge 2,5% der
Ribbons abgebaut. Nach 40 Tagen miissten demzufolge 100% der Ribbons ersetzt

worden sein.

Die anatomischen und physiologischen Voraussetzungen der Ribbons bekriftigen die
Vermutung, dass sie die Aufgabe der Bahnung synaptischer Vesikel vom Zellinneren

zur aktiven Zone am prisynaptischen Spalt tibernommen haben.

Es zeigte sich bei Spraque- Dawley Ratten, dass erste Ribbons am 3.- 4. postnatalen
Tag in der Synapse von Photorezeptoren zu finden waren und deren Genese um den
12.-14. Tag beendet erscheint. Die gesamten Prozesse der Genese sowie das
»Wachstum® von synaptischen Ribbons und deren Vorstufen (synaptic Spheres,
elektronendichtes granuldres Material) laufen unseren Ergebnissen zufolge im

Zytosol der priasynaptischen Terminale ab.

Viele Fragen zur genauen Funktionsweise dieser Strukturen bleiben noch
unbeantwortet. Es gibt noch keinen direkten Beweis fiir die Vesikelmobilitdt am
Ribbon und den dynamischen Wechsel von ungebundenen zytoplasmatischen, hin zu
ribbongebundenen synaptischen Vesikeln. Auch die grole Varianz in Form und
GroBe von Ribbons und deren Ursache miissen noch ndher betrachtet werden. Das
Verhalten von Ribbons iiber langere Zeitrdume hilft moglicherweise bei der
Aufklarung des Verschwindens und Wiederauftauchens in manchen Geweben und
hilft, die Formationsprozesse wihrend der Genese und der Funktionsperiode ndher zu
beleuchten. Weitere Fortschritte durch die Kombinationen verschiedener Ansitze
(z.B. Molekularbiologie mit neuen Imagetechniken etc.) werden helfen, diese

herausfordernden Fragen in Zukunft zu beantworten.
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