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Die synaptische Architektur des
Zapfen-Endfufichens

Christian Puller und Silke Haverkamp

Zusammenfassung

In der Netzhaut des menschlichen Auges gibt es etwa 120 Millionen Stiibchen und 6
Millionen Zapfen. Sie absorbieren das Licht, wandeln es in elektrische Signale um und
leiten dann durch Ausschiittung des Neurotransmitters Glutamat die visuelle Informa-
tion iiber die Bipolarzellen an die Ganglienzellen weiter. Die Zapfen, verantwortlich
fiir das Sehen bei Tageslicht, die Sehschiirfe und fiir die Farbwahrnehmung, weisen
eine hochkomplexe synaptische Architektur auf. Bereits an dieser ersten Synapse des
Sehsystems, dem Zapfen-EndfiiSichen, wird das Lichtsignal moduliert und in verschie-
dene parallele Ubertragungswege aufgespaltet. Entscheidend ist dabei die Expression
unterschiedlicher Transmitterrezeptoren an den zahlreichen Kontakten zwischen den
Zapfen-Endfiiichen und den nachgeschalteten Bipolar- und Horizontalzellen. Zusiitzlich
sind die Zellen hiufig iiber elektrische Synapsen gekoppelt.

Mittels konfokaler Laser-Scanning-Lichtmikroskopie sowie elektronenmikroskopischer
Methoden sind wir in der Lage, die synaptischen Komponenten und deren Verteilung
im Detail zu untersuchen — und somit Einblick in die Funktionsweise dieser auflerge-
wohnlichen Synapse zu erhalten.

Abstract

The synaptic architecture of the cone pedicle

In the human retina exist approximately 120 million rods and 6 million cones. Subse-
quent to its absorption, the light is transduced by these cells into an electrical signal.
This signal is transmitted via glutamate release onto bipolar cells, which then in turn
innervate the retinal ganglion cells. The cones are responsible for daylight and colour
vision, as well as for visual acuity, and they exhibit a highly complex synaptic architec-
ture. At the cone pedicle — the earliest synapse in the visual system — the light signal is
already modulated and split into many parallel pathways. The expression of different
neurotransmitter receptors on numerous postsynaptic neurons plays a pivotal role in
these mechanisms, not less than the intercellular coupling via electrical synapses.

By the use of confocal laser scanning microscopy and electron microscopy we are able
to investigate the synaptic components and their distribution — to gain insight into the
function of this extraordinary synapse.

Keywords: primate retina; cone pedicle; glutamate receptors; gap junctions; parallel
processing

Einleitung
zu finden sind. Dennoch weist bereits die

Die Funktion der Netzhaut (Retina) schenkt
uns unseren wichtigsten Sinn zur Orientie-
rung in der Umwelt: das Sehen. Die wissen-
schaftliche Arbeit an der Retina dient dabei
nicht nur der Erforschung der neuronalen
Grundlagen des Sehvorganges. Als Teil des
zentralen Nervensystems wird die Retina im-
mer wieder gern als ein ,,einfaches* Modell-
system zur Untersuchung verschiedener As-
pekte neuronaler Funktionen herangezogen,
wie z.B. der synaptischen Kommunikation
zwischen Neuronen und der Aufgaben ein-
zelner Zelltypen in neuronalen Netzwerken,
wie sie auch in anderen Teilen des Gehirns
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erste synaptische Verschaltungsschicht eine
einzigartige Komplexitit auf, die im tibrigen
Teil des Nervensystems ihresgleichen sucht
(Haverkamp et al. 2000).

Die lichtempfindlichen Sinneszellen der
Retina (Zapfen und Stdbchen) wandeln den
Lichtreiz in ein elektrisches Signal um. Die
Stébchen sind durch ihre hohe Empfindlich-
keit fiir das Sehen bei Dunkelheit speziali-
siert. Fiir sie reichen einzelne Photonen aus,
um ihren Erregungszustand zu éndern. Die
weniger empfindlichen Zapfen ermdglichen
das Sehen bei Ddmmerung und Tageslicht.
Sie sorgen auBlerdem fiir das rdumliche

Auflésungsvermogen, die Sehschirfe und
die Farbwahrnehmung. Letzteres wird
ermdglicht, indem vom Gehirn die Signale
von Zapfen miteinander verglichen wer-
den, welche unterschiedlich stark auf Licht
verschiedener Wellenldnge reagieren. Bei
Primaten (also auch in unserer Retina) gibt
es deshalb drei Zapfen-Typen, die jeweils
am stirksten auf blaues, griines oder rotes
Licht ansprechen (trichromatisches Sehen).
Die meisten anderen Sdugetiere sind jedoch
Dichromaten, d.h. sie besitzen nur blau- und
griin-empfindliche Zapfen und kénnen des-
halb weniger gut Farben wahrnehmen und
unterscheiden.

Nach Umwandlung des Lichtreizes wird
dieses Signal in der dulleren plexiformen
Schicht (OPL) auf die nachgeschalteten
Horizontal- und Bipolarzellen iibertragen
(Abbildung 1). Die Bipolarzellen senden
ihre Axone in die innere plexiforme Schicht
(IPL) und innervieren dort die Amakrin- und
Ganglienzellen. Die Axone der Ganglienzel-
len sammeln sich in der Nervenfaserschicht,
miinden in den blinden Fleck und bilden
dann den optischen Nerv, durch den die
Lichtantworten der Ganglienzellen an das
Gehirn weitergeleitet werden.

Die beiden plexiformen (synaptischen)
Schichten der Retina sind keineswegs nur
einfache Relaisstationen zur Reizwei-
terleitung von einer Zelle zur nichsten.
Heute wissen wir, dass die Verarbeitung
der visuellen Information bereits inner-
halb der ersten Verschaltungsebene, der
OPL, beginnt. Die Synapse der Zapfen,
das Zapfen-Endfiichen, spielt dabei eine
zentrale Rolle. Seit den ersten elektronen-
mikroskopischen Untersuchungen von Luc
Missotten (1965) an der humanen Retina
ist die hochkomplexe Ultrastruktur des
Zapfen-EndfiiBchens bekannt. Durch die
stetige Weiterentwicklung licht- und elek-
tronenmikroskopischer Techniken wurden
im Laufe der letzten Jahrzehnte immer mehr
anatomische Details dieser Synapse erforscht
und mit physiologischen Erkenntnissen in
Einklang gebracht.

Eine komplexe, chemische Synapse

Zapfen setzen in Dunkelheit den erregend
wirkenden Botenstoff Glutamat frei. Als
Lichtantwort wird die Ausschiittung dieses
Neurotransmitters abhéngig von der Reiz-
starke stufenweise herabgesetzt. Je nach
Spezies und Lage in der Retina (zentral
oder peripher) besitzt ein einzelnes Zapfen-
EndfiiBchen bei einem Durchmesser von
ca. 5-10 pm etwa 10 bis 50 spezialisierte
Bereiche, an denen Glutamat ausgeschiittet
wird (Abbildung 2).
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Diese Bereiche werden aktive Zonen ge-
nannt und sind durch eine entsprechende
Anzahl priasynaptischer Proteinbander
gekennzeichnet, an welche die mit Glu-
tamat gefiillten Vesikel andocken und zur
Verschmelzung mit der prdsynaptischen
Membran bereit stehen (s. Exkurs 1).
Bislang existieren keine Hinweise darauf,
dass eine Glutamatfreisetzung auch tiber
die basale Membran hinweg geschehen
konnte.

Auf der postsynaptischen Seite trifft das
Glutamat auf die in das Zapfen-Endfiiichen
invaginierenden Fortsdtze (Dendriten) der
Horizontalzellen sowie auf ein bis zwei
dendritische Spitzen invaginierender Bipo-
larzellen. Diese postsynaptische Anordnung
wird Triade genannt. Die lateralen Elemente
einer solchen Triade werden stets von den
Horizontalzellen gebildet, die zentralen
Elemente bestehen aus Bipolarzelldendriten.
Eine andere Klasse von Bipolarzellen bildet

nur flache Kontakte aus, welche die gesamte
basale Membran des Zapfen-Endfiiichens
auskleiden. Die Anzahl der postsynaptischen
Kontakte an einem Zapfen-Endfiiichen ist
dementsprechend grof3. In der peripheren
Primatenretina wird z. B. ein einzelnes
Zapfen-EndfiiBchen von ~ 80 Horizontal-
zelldendriten kontaktiert sowie von einer
in etwa gleichen Anzahl invaginierender
Bipolarzelldendriten. Zusammen mit den
~ 200-300 flachen Bipolarzellkontakten
findet man auf postsynaptischer Seite des
Zapfen-EndfiiBchens in der Summe also bis
zu 500 Kontakte unterschiedlicher Zelltypen
(Missotten 1965; Chun et al. 1996).

Bipolarzell-Kontakte

Trotz dieser beeindruckenden Anzahl postsy-
naptischer Kontakte sind letztere in hochstem
Male organisiert. Die bereits angesprochene
Struktur der Triade beherbergt die invaginie-
renden Fortsétze der ON-Bipolarzellen. Die
basalen, flachen Kontakte am Zapfen-Endfiif3-
chen werden hingegen von OFF-Bipolarzellen
gebildet. Die Namensgebung beruht auf dem
Antwortverhalten dieser Neurone auf einen
Lichtreiz. ON-Bipolarzellen werden durch
einen Anstieg in der Intensitdt des Lichtreizes
erregt (,,Licht AN“), OFF-Bipolarzellen rea-
gieren auf eine Erniedrigung des Lichtreizes
(,,Licht AUS*). Hier geschieht eine erste Auf-
trennung des Lichtreizes in zwei von vielen,
parallelen Ubertragungswegen (Wissle 2004,
Review) ausgeldst durch ein und denselben
Transmitter (Glutamat). Die gegenldufige
Reaktion dieser Zellen auf die in Dunkelheit
vermehrte bzw. bei Licht verminderte Trans-

A

Abb. 2: Synaptische Architektur des Zapfen-EndfiiRchens. A) Schema eines Zapfen-EndfiiRchens und der Verschaltung postsynaptischer
Neurone in der OPL. Man erkennt die Proteinbander mit den daran gebundenen Vesikeln oberhalb der Triaden. Hellgrau: Horizontalzellfort-
satze. Dunkelgrau: ON-Bipolarzellfortsatze. Mittelgrau: basale Kontakte der OFF-Bipolarzellen. Rot: ionotrope GluRs. Griin: metabotrope
GluRs. Gelb: gap junctions zwischen Photorezeptorterminalien, zwischen OFF-Bipolarzelldendriten und zwischen Horizontalzelldendriten.
(Maodifiziert nach Puller et al. 2009) B) Elektronenmikroskopische Aufnahme vom synaptischen Bereich des Zapfen-EndfiiRchens (oberer
Bildrand). Die Pfeilspitzen weisen auf die prasynaptischen Proteinbander. Postsynaptisch dazu befinden sich die Horizontalzelldendriten
(H) und ON-Bipolarzelldendriten (Stern). Der Asterisk markiert einen basalen Kontakt einer OFF-Bipolarzelle. Auf3erdem sind zwei desmo-
some-like junctions erkennbar (Pfeile). Maf3stabsbalken in B: 0,5 pm. (Aus Haverkamp et al. 2000)
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Exkurs 1

Der prasynaptische Komplex

Bandsynapsen findet man dort, wo eine
anhaltende aber stufenweise regulierte
Transmitterfreisetzung erforderlich ist.
An so einem Proteinband kdnnen bis zu
150 Vesikel angedockt sein, welche fiir
die Verschmelzung mit der présynap-
tischen Membran laufend bereitgestellt
werden.

Neben den Photorezeptoren findet
man auch bei den retinalen Bipolarzel-
len sowie bei den Haarsinneszellen des
Hororgans solche Bandsynapsen. Die
Photorezeptor-Bandsynapse ldsst sich in
zwei Kompartimente unterteilen: dem
eigentlichen Proteinband (engl.: ribbon)
und einer bogenformigen Aggregation
aus weiteren Proteinen (engl.: arciform
density) zwischen dem Proteinband und
der Zellmembran. Die Interaktion der
Proteine RIBEYE und Bassoon sorgen

dabei hochstwahrscheinlich fiir die Ver-
kniipfung dieser beiden Kompartimente.

Neben den in Abbildung 3 gezeigten
Kalzium-Kanélen beherbergt die prasynap-
tische Membran weitere Proteine, wie z.B.
Ionentransporter sowie Cannabinoidrezep-
toren oder metabotrope Glutamatrezeptoren,
die zur Modulation der Transmitterfreiset-
zung beitragen.

RIBEYE/CtBP2
CtBP1

KIF3A

Piccolo

RIM1

Ribbon

RIM2
CAST1
Ca?* channel

1

Arciform
density

Abb. 3: Molekulare Organisation der
Photorezeptor-Bandsynapse. (Aus tom
Dieck et al. 2005)

mitterfreisetzung wird durch die Expression
unterschiedlicher Glutamatrezeptoren vermit-
telt. ON-Bipolarzellen tragen metabotrope
(G-Protein-gekoppelte) Glutamatrezeptoren
des Typs mGluR6 auf ihren invaginierenden,
dendritischen Spitzen. Im Gegensatz dazu
exprimieren OFF-Bipolarzellen ionotrope
(kanalbildende) Glutamatrezeptoren (GluR),
welche aus verschiedenen Untereinheiten
zusammengesetzt sein kdnnen. Ionotrope
Glutamatrezeptoren kdnnen entsprechend
ihrer Bindungsaffinititen als a-Amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionséure-
(AMPA) und Kainat-Rezeptoren unter-
schieden werden. Die vorherrschenden
Untereinheiten auf den OFF-Bipolarzellen am
Zapfen-Endfiiichen sind AMPA-Rezeptoren
des Typs GluR 1 sowie Kainat-Rezeptoren der
Typen GIuR5-7.

In der Sdugetierretina existieren ca. 10-12
Bipolarzelltypen. Etwa die Hélfte davon sind
ON-Zellen, die andere Hélfte OFF-Bipo-
larzellen (Abbildung 4B). Mit Ausnahme
der Stidbchen-Bipolarzelle kontaktieren alle
iibrigen das Zapfen-Endfiiichen. Wie bereits
erwiahnt, exprimieren alle ON-Bipolarzellen
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Abb. 4: Neurone der OPL. A) Schema der Horizontalzelltypen und ihrer Verschaltung mit
den Photorezeptoren in der Primatenretina. Die H1-Horizontalzelle ist mit allen griin- und
rot-empfindlichen Zapfen im dendritischen Feld verschaltet. Kontakte mit blau-empfind-
lichen Zapfen werden jedoch weitgehend vermieden. Das Axonterminal dieser Zelle wird
von den Stabchen innerviert. Die H2-Zelle hat hingegen eine starke Praferenz fiir Blau-
Zapfen und kontaktiert diese sowohl mit ihren Dendriten als auch mit dem Axonterminal.
B) Bipolarzelltypen der Primatenretina. OFF-Bipolarzellen senden ihre Axone in die aufiere
IPL, die Axone der ON-Bipolarzellen enden tiefer in der inneren IPL. Auf3erdem lassen sich
hier die diffus (unselektiv) verschalteten Bipolarzelltypen (DB) von den midget-Bipolarzel-
len unterscheiden (OFF flat midget: FMB, ON invaginating midget: IMB). Diese midget-
Zellen sind in der zentralen Retina jeweils nur mit einem einzigen Zapfen verschaltet (s.
Abb. 5C) und innervieren ihrerseits nur eine midget-Ganglienzelle. Sie tragen damit zum
Farbensehen bei. Letzteres gilt auch fiir die ,blaue Bipolarzelle“ (BB), die ausschliellich
mit blau-empfindlichen Zapfen verschaltet ist. RB: Stabchen-Bipolarzelle. (Aus Wassle

2004, Review)

mGIuR6. Im Falle der OFF-Bipolarzellen ist
jedoch bekannt, dass die Zusammensetzung
exprimierter GluR-Untereinheiten vom Zell-
typ abhéngt. Durch immunhistochemische
Studien an der Primatenretina konnten wir
zeigen, dass die Untereinheiten GluR1 und
GIluR5 sowie GluR6/7 und GIuRS an der
Basis des Zapfen-Endfiilchens nicht in
denselben synaptischen hot spots lokalisiert
waren (Abbildung 5A) (Haverkamp et al.
2001b; Puller et al. 2007).

Durch elektrophysiologische Arbeiten an
der Erdhdrnchenretina wurden diese Ergeb-
nisse unterstiitzt (DeVries 2000). Dort konnte
gezeigt werden, dass Bipolarzellen entweder
AMPA - oder Kainat-Rezeptoren exprimieren
bzw. dass das Antwortverhalten eines jewei-
ligen Bipolarzelltyps vorwiegend nur von
einer der beiden Rezeptorgruppen bestimmt
wird. Dabei spielt die Zusammensetzung
der ionotropen GluRs auf den Bipolarzell-
dendriten eine entscheidende Rolle fiir die
zeitlichen Eigenschaften der Lichtantworten
dieser Zellen. AMPA-Rezeptoren ,,erholen*
sich nach Aktivierung schneller als Kainat-
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Rezeptoren und stehen dadurch frither wieder
fiir die nichste Aktivierung bereit. Dadurch
ist eine Zelle, welche ausschlieBlich oder
vorwiegend AMPA-Rezeptoren exprimiert,
innerhalb kiirzerer Zeit wieder dazu in der
Lage, erneut auf einen Reiz zu reagieren.
Hier entstehen also zwei weitere, parallele
Ubertragungswege am Zapfen-Endfiichen:
die Anpassung von Bipolarzellen an kurze,
hochfrequente Reize durch die Expression
von AMPA-Rezeptoren sowie die Expres-
sion von Kainat-Rezeptoren durch andere
OFF-Bipolarzellen, die eine Weiterleitung
langsamer, anhaltender Lichtreize erlauben.

Andere Ergebnisse unserer Studien an
der Primatenretina fithren uns nun zu den
Besonderheiten der Architektur des Zapfen-
Endfiichens zuriick. Die AMPA-Rezep-
toruntereinheit GluR1 liegt zum gréften
Teil in einer Triaden-assoziierten (TA)
Position (Haverkamp et al. 2001a; Puller
et al. 2007) (Abbildung 5B und Abbildung
6). Triaden-assoziierte Kontakte stammen
zumeist von bestimmten OFF-Bipolarzell-
typen, die ihre dendritischen Spitzen vor-

wiegend direkt neben den Invaginierungen
platzieren — also an der basalen Membran
des Zapfen-Endfiilchens in ndchster Néhe
zu den Triaden. Bereits seit den Arbeiten
von Helga Kolb (1970) sowie von Hopkins
und Boycott (1997) ist bekannt, dass die so
genannte flat-midget-Bipolarzelle ihre Kon-
takte nahezu ausschlielich in TA-Position
am Zapfen-EndftiBchen bildet. Demnach
geschieht diese besondere Art des Kontakts
keineswegs zufillig und geht im Falle der
flat-midget-Bipolarzelle mit der Expression
von GluR1 einher (Abbildung 5D-F) (Puller
et al. 2007).

Weit mehr als die Hélfte der Kainat-

Rezeptoruntereinheiten GluR6/7 befinden
sich ebenfalls in TA-Position (Haverkamp
et al. 2001b). Die Expression dieser
Untereinheiten konnte noch keiner OFF-
Bipolarzelle gesichert zugeordnet werden.
Genexpressionsstudien von Hanna und
Calkins (2007) liefern jedoch Hinweise fiir
die OFF-Bipolarzelle des Typs DB3, welche
sehr wahrscheinlich GluR6 auf ihren den-
dritischen Spitzen trdgt. Von dieser Zelle
ist wiederum bekannt, dass sie vorwiegend
TA-Kontakte am Zapfen-Endfiilchen formt
(Hopkins und Boycott 1995). Ein direkter
Nachweis der Proteinexpression steht fiir
diesen Zelltyp zwar noch aus — trotzdem
kann auch hier auf Grund der bislang vor-
handenen Ergebnisse von einer zelltypspe-
zifischen GluR-Expression in TA-Position
ausgegangen werden.
Die Kainatrezeptor-Untereinheit GluRS
liegt hingegen in nicht Triaden-assoziierter
(NTA) Position. Sie wird dementsprechend
von OFF-Bipolarzellen exprimiert, die ihre
Dendriten in verhéltnisméafig grofer Distanz
zur Triade platzieren.

Es waren wiederum DeVries und seine
Mitarbeiter (2006), welche die funktionelle
Bedeutung des postsynaptischen Kontakts
von OFF-Bipolarzellen relativ zur Triade
aufdecken konnten. Der Diffusionsweg des
Glutamats bis hin zu den Rezeptoren in TA-
Position ist verhdltnismaBig kurz, wodurch
rasche Anderungen in der Transmitterkon-
zentration wahrgenommen werden kénnen.
Dies erlaubt der Bipolarzelle eine schnelle
Reaktion auf gednderte Erregungszustinde
des Photorezeptors. Zwischen der Freisetzung
des Glutamats und dem Erreichen von NTA-
Synapsen vergeht hingegen viel Zeit, und die
Extremwerte der Glutamatkonzentrationen
sind bis hierher durch die Diffusion gegléttet.
Fiir die Bipolarzellen mit ihren Dendriten in
NTA-Position bedeutet dies eine verzogerte
aber dafiir langer anhaltende Reaktion.

Es wird also deutlich, dass sich sowohl
die Art des Rezeptors (AMPA vs. Kainat)
als auch die genaue Lage desselben (TA
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vs. NTA) entscheidend auf die zeitliche
Signalverarbeitung der OFF-Bipolarzellen
auswirken. Obwohl dhnlich viele ON- wie
OFF-Bipolarzelltypen in der Retina existie-
ren, sind bei den ON-Bipolarzellen keine
dieser anatomischen Besonderheiten beziig-
lich der Kontaktart vorzufinden. Es gibt nur
wenige Ausnahmen in der zentralen Prima-
tenretina, bei welchen manche dendritischen
Spitzen auf Grund von ,,Platzmangel* ihren
Anspruch auf eine Invaginierung am Zapfen-
EndfiiBchen aufgeben miissen. Dazu kommt
es, weil dort die Fortsdtze der ON-midget-
Bipolarzellen die meisten Invaginierungen
besetzen. In diesen Ausnahmefillen wer-
den flache Kontakte von den verdréngten,
restlichen ON-Bipolarzellen gebildet. Die
Physiologie der ON-Bipolarzellen lehrt uns
jedoch, dass es auch hier parallele Ubertra-
gungswege gibt, die sich hinsichtlich ihrer
zeitlichen Eigenschaften unterscheiden und
deren Ursprung hochstwahrscheinlich in der
OPL liegt (Awatramani und Slaughter 2000).
Nach bisherigem Kenntnisstand wird nur
eine einzige Rezeptoruntereinheit (mGluR6)
von ON-Bipolarzellen exprimiert, und dieser
Rezeptor befindet sich bei allen Zelltypen
zumeist in der immer gleichen Position am
Zapfen-EndfiiBchen (im zentralen Bereich
der Triaden). Die Wahrscheinlichkeit ist
daher groB, dass das Antwortverhalten dieser
Zellen durch Unterschiede in der intrazellu-
laren Ausstattung an Proteinen beeinflusst
wird. Diese konnten sich verschiedentlich
auf Abldufe in der Signalkaskade nach
Aktivierung des metabotropen Rezeptors
auswirken. Erste Beweise fiir solch einen
Mechanismus wurden kiirzlich von Mo-
jumder und Kollegen (2009) publiziert.
Sie konnten zeigen, dass unterschiedliche
ON-Bipolarzelltypen verschiedene Protein-
Subtypen exprimieren, welche Einfluss auf
die G-Protein-Kaskade nehmen und somit
das Antwortverhalten der Zellen maf3geblich
mitbestimmen.

Eine weitere, fundamentale Komponente
der Signalkaskade in ON-Bipolarzellen
konnte ebenfalls erst in jiingster Zeit identi-
fiziert werden. Es existieren nun gute Hin-
weise auf einen lonenkanal aus der Gruppe
der transienten Rezeptorpotenzial-dhnlichen
(TRP) Kandle, der den zur Erregung dieser
Neurone notigen lonenstrom vermittelt
(Shen et al. 2009). Es bleibt jedoch noch
ungeklart, ob und inwiefern eine Expression
verschiedener Subtypen solcher TRP-Kanéle
zu einem unterschiedlichen Antwortverhal-
ten von ON-Bipolarzellen fithren kann. Die
Erforschung der mGluR6-Signalkaskade in
ON-Bipolarzellen und ihrer zugehdrigen
Komponenten steht noch an ihrem Anfang.
Im Laufe der kommenden Jahre darf also
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Abb. 5: GluRs der OFF-Bipolarzellen an einzelnen Zapfen-Endfiif3chen in der Primatenretina
(Horizontalansicht). A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer Doppelfarbung von
GluR1 (griin) und GIuR5 (rot). Die GluR-Untereinheiten sind nicht in denselben hot spots
kolokalisiert. B) Doppelfarbung der prasynaptischen Bander (griin) und GIluR1 (rot). Die
GluR1-Punkte befinden sich immer in nachster Nahe (Triaden-assoziiert) zum Proteinband.
C) Golgi-Farbung des Dendritenbaums einer einzelnen midget-Bipolarzelle. D-F) Doppelfar-
bung der dendritischen Spitzen einer flat-midget-Bipolarzelle (griin) und GluR1 (rot). Diese
Zellen tragen GluR1 auf ihren Dendriten. Maf3stabsbalken in A, B und F: 2 pm; in C: 5 pm.

(Aus Puller et al. 2007)

noch mit vielen Uberraschungen gerech-
net werden, welche diese Zellen fiir uns
bereithalten.

Horizontalzell-Kontakte

Horizontalzellen senden ihre Fortsdtze im
Gegensatz zu den Bipolarzellen nicht in die
IPL, sondern sind ausschlieBlich in der OPL
mit den Photorezeptoren verschaltet. Auler-
dem sorgen sie dabei nicht fiir eine erregende

Reizweiterleitung, sondern fiir eine Hemmung
der mit ihnen verschalteten Photorezeptoren.
Diese Funktion gewihrleistet eine verbesserte
Kontrastwahrnehmung und die Anpassung der
Lichtantworten einzelner Photorezeptoren an
die Umgebungslichtstérke.

Der Mechanismus der so genannten late-
ralen Inhibition ist jedoch noch nicht voll-
stindig gekldrt. In der Vergangenheit wurde
angenommen, dass die Horizontalzellen
den hemmend wirkenden Neurotransmitter

-.-:h-.'L

Abb. 6: OFF-Bipolarzellkontakte am ZapfenendfiiRchen. A) Schematische Darstellung
einer Triade des ZapfenendfiiRchens. H, Horizontalzelle; IB, invaginierende Bipolarzelle;
TA, Triaden-assoziierte OFF-Bipolarzelle; NTA, nicht Triaden-assoziierte OFF-Bipolarzelle. B)
Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Triade eines Zapfen-EndfiiBchens der Maka-
kenretina. Die Pfeilspitze weist auf das prasynaptische Proteinband. An einem OFF-Bipo-
larzellfortsatz in TA-Position ist eine GluR1-immunreaktive Markierung erkennbar (Pfeil).
Maf3stabsbalken: 0,2 pm. (Aus Puller et al. 2007)
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GluR4 | E

GIuRB/7

Abb. 7: Doppelfarbungen von ionotropen GluRs (rot) und prasynaptischen Proteinbandern (griin) an je zwei Zapfen-EndfiiRchen der Prima-
tenretina (Vertikalansicht). A, B) Die GluR1-Farbung zeigt sich als einzelnes Fluoreszenzband unterhalb der prasynaptischen Bander. C, D)
Die GluR4-Farbung erscheint als zwei Fluoreszenzbander pro Zapfen-Endfiichen. Im Vergleich zu GluR1 liegt das obere Band viel dichter
mit den Proteinbandern zusammen, weil es sich auf den Horizontalzellen innerhalb der Triaden befindet. Das starkere, untere GluR4-Band
gibt die Farbung der GluRs an den desmosome-like junctions wieder. E, F) GIuR6/7 ist ebenfalls als zwei Fluoreszenzbander pro EndfiR-
chen zu sehen. Das untere zeigt wiederum die GluRs an den desmosome-like junctions. Das obere ahnelt in seiner Lage jedoch GIuR1,
denn auch GIuR6/7 ist auf OFF-Bipolarzelldendriten zu finden. Die hufeisenformigen Farbungen in den oberen Bildhalften von D und F
zeigen die prasynaptischen Proteinbander der Stabchenterminalien. Alle Maf3stabsbalken: 5 pm. (Aus Haverkamp et al. 2001a und b).

Gamma-Aminobuttersdure (GABA) ausschiit-
ten. Es mehren sich jedoch die Hinweise auf
zwei weitere Mechanismen, welche ebenfalls
die laterale Inhibition der Photorezeptoren
durch Horizontalzellen ausldsen konnten.
Eine Hypothese basiert auf der Expression
von Connexin-Hemikanilen (s. Exkurs 2) auf
den dendritischen Spitzen der Zellen, durch
welche bei Erregung eine Potenzialdnderung
des synaptischen Spalts hervorgerufen wird
(Kamermans und Fahrenfort 2004, Review).
Andere Arbeiten beschreiben eine Ande-
rung des pH-Werts im synaptischen Spalt,
welche durch einen Protonentransport iiber
die Horizontalzellmembran hervorgerufen
werden konnte (Hirasawa und Kaneko 2003;
Davenport et al. 2008). Es bleibt also bis heute
noch ungeklart, welche Mechanismen die
laterale Inhibition der Photorezeptoren durch
Horizontalzellen auslosen.

Die Verschaltung der Horizontalzellen
entspricht nicht dem klassischen, neuronalen
System der Bildung von Eingangssynapsen
an Dendriten und Ausgangssynapsen an
Axonterminalien. Horizontalzellen erhalten
den Erregungseingang sowohl iiber ihre
Dendriten als auch iiber ihre Axonterminalien,
sofern ein Axon vorhanden ist (Triimpler et al.
2008). Bei den meisten Sdugetieren existieren
zwei Horizontalzelltypen (A und B bzw. H1
und H2 im Primaten). Die Dendriten der
axonlosen A-Typ-Horizontalzellen sind mit
den Zapfen-Endfiiichen verschaltet. B-Typ-
Horizontalzelldendriten kontaktieren ebenfalls
die Zapfen. Diese Zellen besitzen allerdings
auch ein Axon, welches aber ausschlief3lich
Eingang von Stébchen erhilt. Diese B-Typ-
Horizontalzelle findet ihre Entsprechung in der
H1-Horizontalzelle des Primaten (Abbildung
4A). Die Horizontalzellen des Primaten zeigen
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jedoch im Gegensatz zu denen der meisten
dichromatischen Sauger eine chromatische Se-
lektivitdt der Zapfenkontakte. Die Dendriten
der H1-Horizontalzellen meiden die Endfuif3-
chen blau-empfindlicher Zapfen, die jedoch
von den Dendriten der H2-Horizontalzelle
bevorzugt kontaktiert werden. H2-Zellen be-
sitzen ebenfalls einen axonahnlichen Fortsatz,
der jedoch ausschlieBlich Eingang von blau-
empfindlichen Zapfen erhilt.

Wie auch die OFF-Bipolarzellen, tragen
Horizontalzellen ionotrope GluRs auf ihren
dendritischen Fortsétzen. Im Falle der Hori-
zontalzellen bestehen die Rezeptoren haupt-
sachlich aus den Untereinheiten GluR2-4, die
auf den lateralen Elementen tief innerhalb
der Invaginierung in néchster Ndhe zum Ort
der Glutamatfreisetzung liegen (Abbildung
7C, D).

Interessanterweise findet man bei Hori-
zontalzellen noch weitere postsynaptische
Spezialisierungen im Bereich des Zapfen-
Endfiichens, die so genannten desmosome-
like junctions (Abbildung 2). Diese liegen ca.
1,5 um unterhalb der basalen Membran des
Zapfen-EndfiiBchens, und ihre Struktur wurde
bereits in den frithesten elektronenmikrosko-
pischen Studien beschrieben (Missotten 1965).
Erst Jahrzehnte spéter konnte durch Arbeiten
in unserem Labor gezeigt werden, dass die
Horizontalzellen dort ein weiteres Mal die
zuvor erwihnten AMPA-Rezeptoren expri-
mieren (Haverkamp et al. 2000, 2001a). Da-
riiber hinaus tragen H1-Horizontalzellen dort
ebenfalls die Kainat-Rezeptoruntereinheiten
GluR6/7 auf ihren Dendriten (Abbildung 7E,
F) — und dies obwohl diese Untereinheiten
nicht auf den invaginierenden Fortsdtzen
derselben Zellen zu finden sind (Haverkamp
et al. 2001b).

Eine desmosome-like junction ist demnach
eine Kontaktstelle von zwei Horizontalzell-
dendriten, an der sich letztere dicht gegenii-
berliegen und je eine Postsynapse ausbilden.
Die Priasynapse, welche diesen Bereich mit
dem Neurotransmitter versorgt, ist trotz
der vergleichsweise riesigen Distanz dabei
immer noch die zuvor beschriebene aktive
Zone des Zapfen-EndfiiBchens. Weder
war eine derartige Form des synaptischen
Zusammenspiels von Neuronen bis dato
bekannt, noch entspricht sie in irgendeiner
Art und Weise dem klassischen Bild einer
Synapse mit prd- und postsynaptischer
Seite und dem engen synaptischen Spalt.
Die genaue Funktion der desmosome-like
junctions ist jedoch noch nicht geklért — ein
modulatorischer Einfluss dieser postsynap-
tischen Bereiche auf die unterschiedlichen
Eigenschaften von Horizontalzellen liegt
jedoch nahe.

Elektrische Synapsen in der OPL

Erst jiingste Ergebnisse unserer Forschung
geben neue Hinweise zur Rolle der desmo-
some-like junctions und er6ffnen ein neues
Feld des indirekten Einflusses von Glutamat
auf neuronale Netzwerke in der Retina
(Puller et al. 2009). Hier konnten wir an
Retinae von Primaten neben denen anderer
Sdugetiere zeigen, dass die desmosome-
like junctions in engster Nachbarschaft mit
gap junctions (s. Exkurs 2) zwischen den
Horizontalzelldendriten auftreten (Abbil-
dung 9).

Von vielen Typen retinaler Neurone ist
bekannt, dass sie teils miteinander, teils
mit anderen Zelltypen iiber gap junctions
kommunizieren (S6hl et al. 2005, Review).
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Neuronale gap junctions wirken als elek-
trische Synapsen zwischen den Zellen. Sie
vermitteln eine direkte zytoplasmatische
Verbindung der Neurone, wodurch die
Ausschiittung eines Neurotransmitters zur
Reizweiterleitung iiberfliissig wird.

Die elektrische Kopplung von retinalen
Neuronen durch gap junctions kann durch
neuroaktive Substanzen moduliert wer-
den. So kénnen Horizontalzellen je nach
Adaptationszustand der Retina in extrem
hohem Malle miteinander gekoppelt sein.
Besonders grof} ist die Kopplungsstirke bei
mittlerem Umgebungslicht, wodurch sich
ihr rezeptives Feld vergroBert und sich teils
iiber Millimeter hinweg erstrecken kann.
Nicht nur bei den Horizontalzellen unterlie-
gt das MaB der elektrischen Kopplung einer
starken, vom Umgebungslicht abhéngigen
Dynamik. Helles Umgebungslicht bewirkt
eine parakrine Dopaminfreisetzung durch
bestimmte Amakrinzellen. Dopamin senkt
die Leitfahigkeit der gap junctions dieser
Zellen. Ebenso wirken sich auch andere
Botenstoffe, wie z.B. Stickoxid, Retinsdure
und Kalzium oder eine Anderung des pH-
Werts auf die Leitfdhigkeit aus (Bloomfield
und Volgyi 2009, Review).

Kalzium dringt u.a. durch kanalbildende
Glutamatrezeptoren in die Zellen ein, sobald
sich die Rezeptoren durch Glutamatbindung
offnen. Es ist also anzunehmen, dass die
rdumliche Néhe der desmosome-like junc-
tions zu den gap junctions den folgenden
Mechanismus ermdglicht: Bei lang anhal-
tender Dunkelheit wird vermehrt Glutamat
von den Zapfen-Endfiilchen ausgeschiittet.
Diese Menge erlaubt eine Diffusion des
Transmitters bis an die desmosome-like
junctions und bewirkt eine Offnung der
dort exprimierten GluRs auf den Horizon-
talzellen. Dies fiihrt zu einer Erh6hung des
Kalziumeinstroms, welcher sich negativ
auf die Leitfdhigkeit der benachbarten
gap junctions auswirkt und somit eine
elektrische Entkopplung der Horizontal-
zellen verursacht. Obwohl die Entkopplung
dieser Zellen bei anhaltender Dunkelheit
seit Langem bekannt ist, konnte ihr Ur-
sprung — im Gegensatz zur Entkopplung
durch Dopaminfreisetzung bei Helligkeit
— bislang nicht gekldrt werden. Der zuvor
beschriebene Mechanismus der Modulation
von gap junctions durch GluR-vermittelten
Kalziumeinstrom konnte diesen Vorgang
erstmals erkliren. Ahnliche Vorginge der
gegenseitigen Modulation von elektrischen
und chemischen Synapsen wurden bereits
in anderen Systemen gezeigt (Pereda et al.
2004, Review).

Wie bereits erwahnt, sind Horizontalzel-
len nicht die einzigen retinalen Neurone,
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Exkurs 2

Gap junctions

Im zentralen Nervensystem sowie auch in
anderen zelluldren Netzwerken des Kor-
pers bilden verschiedenste Neurone durch
die so genannten gap junctions elektrische
Synapsen miteinander aus. Gap junctions
sorgen in Membranen eukaryotischer Zel-
len fiir eine Kopplung zur interzelluldren
Kommunikation und ermdglichen eine
passive Diffusion von Ionen und Molekiilen
bis zu einer Grofe von etwa 1 Kilodalton.
Sie bestehen aus membraniiberspannenden,
porenbildenden Proteinkomplexen, den
Connexonen, und erlauben in Neuronen die
Weiterleitung elektrischer Potenziale, ohne
dass dafiir ein Transmitter benotigt wird. Ein
Connexon (oder auch Hemikanal) besteht
aus sechs Untereinheiten, den Connexinen,
und formt durch Bindung an das Connexon
der benachbarten Zelle den interzelluldren
zytoplasmatischen Kontakt. In einer einzel-
nen elektrischen Synapse konnen mehrere
tausend solcher Hemikandle enthalten sein.

Die Nomenklatur der Connexin-Isoformen
erfolgt entsprechend ihres Molekularge-
wichts in Kilodalton. Das Connexin (Cx)
mit einem Gewicht von 36 kDa (Cx36) ist
im zentralen Nervensystem weit verbreitet.
In der OPL von Retinae aller bislang analy-
sierten Sauger ist Cx36 Bestandteil der gap
junctions zwischen den Photorezeptoren.
AuBerdem sorgt es fiir eine elektrische
Kopplung der Dendriten von OFF-Bipolar-
zellen (Abb. 2A).

Die gap junctions von Horizontalzell-
dendriten und -axonterminalien der Maus-
retina setzen sich aus Cx57 zusammen. In
der Kaninchenretina sind noch nicht alle
Connexine der Horizontalzellen bekannt,
jedoch spielt hier neben Cx57 auch noch
Cx50 eine wichtige Rolle. In der OPL der
Primatenretina konnte neben der Expression
von Cx36 bislang noch kein weiteres Con-
nexin definiert werden. Allerdings haben wir
jetzt durch das mit gap junctions assoziierte
Protein Zonula Occludens-1 (ZO-1, Abb. 9)
erstmals die Moglichkeit, die gap junctions
der Horizontalzellen im Primaten zu mar-
kieren (Puller et al. 2009).

Abb. 8: Schematischer Aufbau einer gap junction. Die Untereinheiten der Hemikanale
und die gegeniiberliegenden Hemikanale selbst konnen in unterschiedlichen Anordnungen
auftreten: homomer-homotypisch (1), bi-heteromer (2) oder homomer-heterotypisch (3).

(Aus Sohl et al. 2005, Review)

die elektrisch gekoppelt sind. In der OPL
steht das Zapfen-Endfiilchen selbst mit
den benachbarten Zapfen-Endfiiichen
iiber gap junctions in Kontakt sowie auch
die Stdbchenterminalien untereinander
durch elektrische Synapsen verbunden
sind. Diese elektrische Kopplung sorgt
fiir eine Verringerung des Signal-Rausch-
Verhiltnisses. Die Phototransduktion mit
ihrer Fiille an unterschiedlichen Signalmo-
lekiilen sowie die eher zuféllige Absorp-
tion von Photonen erzeugen kurzzeitige
Anderungen im Erregungszustand einzel-
ner Photorezeptoren. Die auf diesem Wege
entstandenen Signale werden durch die

Mittelung der ,,fehlerhaften” Erregungs-
zustidnde benachbarter, elektrisch gekop-
pelter Photorezeptoren in ihrer Stérke
gemindert. Gerade hinsichtlich der Zapfen
bringt diese Signalbereinigung natiirlich
auch eine Minderung des Auflosungsver-
mogens mit sich, welche aber vergleichs-
weise klein ist und fiir die Verbesserung
des Signal-Rausch-Verhiltnisses in Kauf
genommen wird. Interessanterweise sind
griin- und rot-empfindliche Zapfen iiber
gap junctions miteinander verbunden, ohne
dass dabei ein offensichtlicher Nachteil fiir
die Farbwahrnehmung entsteht. Hingegen
stehen die Zapfen-Endfiichen blau-

121



DIE SYNAPTISCHE ARCHITEKTUR DES ZAPFEN-ENDFUSSCHENS

Abb. 9: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von desmosome-like junctions in der
Primatenretina. A) Markierung von GluR4 mittels post embedding Immunhistochemie.
Die desmosome-like junctions (Pfeilspitzen) sind dicht mit Goldpartikeln besetzt, wel-
che die Position der Rezeptoren anzeigen. B) In diesem pre embedding-Praparat wird
die Lokalisation von Zonula Occludens-1 (Z0-1) durch einen schwarzen Niederschlag
im Gewebe sichtbar. Das Protein Z0-1 ist dicht mit gap junctions assoziiert und wurde
hier als Markierung fiir letztere verwendet. Es zeigt sich eine enge Nachbarschaft ei-
ner gap junction (Pfeile) mit einer desmosome-like junction (Pfeilspitzen). Maf3stabs-
balken: 0,2 pm. (Aus Puller et al. 2009)

A

empfindlicher Zapfen nicht mit weiteren
Zapfen-Endfiilchen in Kontakt.

Dariiber hinaus bestehen solche elek-
trischen Verbindungen ebenfalls zwischen
den Zapfen-Endfiilchen und den néchstge-
legenen Stébchenterminalien. So entsteht
neben dem klassischen Stabchensignalweg
iber entsprechende Bipolarzellen ein
zweiter Ubertragungsweg, welcher die
Lichtantworten der Stdbchen in den Zap-
fensignalweg einschleust.

AuBerdem befinden sich gap junctions
direkt unterhalb der basalen Membran der
Zapfen-EndftiBchen und bilden wahrschein-
lich elektrische Synapsen zwischen den
dendritischen Spitzen von OFF-Bipolarzel-
len. Eine Analyse der Funktion elektrischer
Kopplung von OFF-Bipolarzelldendriten
steht aber bis heute noch aus.

Schlusswort

Die synaptische Komplexitdt des Zapfen-
Endfiiichens ist einzigartig im zentralen
Nervensystem. Das vielschichtige Zusam-
menspiel von chemischer und elektrischer
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Signaliibertragung zwischen mehr als
einem Dutzend verschiedener Zelltypen
und Hunderten einzelner Zellfortsdtzen an
einem einzigen Zapfen-Endfiiichen bewirkt
einerseits einen aufergewdhnlichen hohen
Grad der Signalverarbeitung. Zum anderen
erlaubt die Architektur dieser Synapse die
Auftrennung einer einzelnen Lichtantwort
in unterschiedlichste, parallele Ubertra-
gungswege, z.B. fiir Lichtintensitét, Farbe,
Bewegung oder Kontrast. Somit wird am
Zapfen-Endfiichen der Grundstein fiir die
parallele Verarbeitung der visuellen Infor-
mation gelegt, bevor der Lichtreiz in der IPL
sowie in den folgenden visuellen Zentren
weiterverarbeitet wird.
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