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1. Einleitung

1.1 Der Zebrafisch

Die Entwicklungsbiologie hat in den letzten Jahrzehnten groRRe Fortschritte
erzielen koénnen, indem sie sich auf einige wenige Modellorganismen
beschrankt hat. Dabei sollten sich die Tiere vor allem gut fur genetische
Analysen und biochemische Experimente eignen. Dem Zebrafisch (lat. Danio
rerio) gelang die Einreihung in diese wissenschaftliche Auswahl schon in den
frihen siebziger Jahren durch das Interesse des Genetikers George Streisinger
von der Universitat Oregon, U.S.A.. Er begann mit Experimenten im Feld der
Vorwartsgenetik und etablierte damit den Zebrafisch als ein Modellorganismus
der Vertebraten. Heute sind Uber 1900 Zebrafisch Mutanten und ihre

phanotypischen Veranderungen beschrieben (Kahn, 1994).

Die Zebrafisch-Larven entwickeln sich bei hoher Nachkommenszahl aul3erhalb
des Mutterleibs und sind fast vollkommen durchsichtig, was sie besonders
wertvoll fur die Untersuchung von neuronalen Trakten macht. Neben der
geringen KorpergroRe und gunstigen Haltungsbedingungen unterliegen sie
leichter genetischer Manipulationsfahigkeit und praktischen in-vitro Umgangs-

bedingungen.

In der vergleichenden Betrachtung des ZNS mit anderen Vertebraten sind viele
der Kernzentren und Nervenverbindungen in anderer Weise ausgebildet oder
proportioniert, um auf die spezifischen Anforderungen der Umgebung des
Fisches reagieren zu kénnen. Die Zebrafische bieten durch ihr den hdheren
Vertebraten sehr ahnlich entwickeltes visuelles System eine reprasentative
Ausgangsbasis fur anatomische und physiologische Beobachtungen. Dabei soll
in dieser Arbeit besonderes Interesse auf die Netzhaut und den Hauptteil ihrer

axonalen Verbindungen gelegt werden.
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1.2 Das Zebrafisch-Auge

Die Augen aller Wirbeltiere (Saugetiere, Fische, Amphibien, Reptilien und
Vogel) sind nach dem gleichen Prinzip aufgebaut: Das durch die Pupille
einfallende Licht bildet sich auf einer inversen Netzhaut ab (Rodieck, 1998).

Flr das Zebrafisch-Auge sind ferner einige Anpassungen an den Lebensraum
notwendig: Da das Wasser, die Kornea und der intraokulare Glaskorper
annahernd die gleiche Brechkraft haben, wird die Fokussierung auf ein Objekt
einzig durch die spharische Linse erreicht. Diese ist nicht linsenférmig, sondern
vollstandig kugelig (Roberts 1985). Der geringe Akkomodationsgrad wird durch
den Nervus retractor lentis erreicht. Die Iris ist fixiert und praktisch unbeweglich,

da sie keine sphinkterische oder dilatatorische Muskulatur besitzt (Munz 1971).

\ % Cornea

Glaskorper-

Processus
falciformis

Sclera

Conjunktiva

Abbildung 1. Schematische Darstellung eines Knochenfisch-Auges im Querschnitt (nach
Walls, 1942). Es findet sich die typische Einteilung in die stabilisierenden, gefal-
versorgenden und perzeptiven Schichten des Auges.
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1.3 Die Retina

Zebrafische haben ein hoch entwickeltes optisches System, dessen zellulare
Architektur derer hoherer Vertebraten entspricht. Sie zeigen schon nach drei
Tagen ein visuell beeinflusstes Verhalten (Brockerhoff, 1995) und besitzen im
Vergleich zu Tiefseefischen vier verschiedene Zapfen-Rezeptorzellen bzw. sind

tetrachromatisch (Munz, 1971).

Ihre Retina ist dunn, gelatinds und transparent. Sie ist in definierten Schichten
angeordnet (Fernald, 1984), d.h. sie besteht aus drei zellularen Schichten mit
sieben sich darin differenzierenden Zelltypen: sechs Neuronenarten und den
Mullerschen Gliazellen — siehe Abbildung 2. Dabei ist die Zebrafischnetzhaut
aus mehreren Grunden geeignet an ihr neuronale Strukturen und Muster des
ZNS der Vertebraten zu untersuchen:

Die retinalen Zellen lassen sich sehr gut beobachten ohne histologische
Schnitte anfertigen zu mussen, weil die Netzhaut sich auf einem Objekttrager
ausbreiten lasst. Fur die Unterscheidung der neuronalen Subtypen gibt es
molekulare Marker, mit denen man ihre Position leicht detektieren kann
(Sandell et al., 1994; Connaughton et al., 1999). Weiterhin sind die Augen der

Zebrafisch-Larven verhaltnismafig grofd und sehr gut zuganglich.

Die ersten sich darin differenzierenden Zellen sind die Ganglienzellen der
ventralen Retina, nasal des Nervus opticus, schon ~36 Sunden nach der
Befruchtung (Schmitt & Dowling, 1996). Nach ~32-34 Stunden verlassen die
ersten Axone die Retina. Und schlie3lich sind schon nach ~74 Stunden alle
Zellarten und synaptischen Verbindungen an Ort und Stelle, so dass die Retina
nach ungefahr drei Tagen als funktionell arbeitsfahig betrachtet werden kann
(Schmitt & Dowling, 1999).
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Abbildung 2. Schematische Zeichnung der Goldfischnetzhaut nach Toyoda et al. (1999).
Man beachte die Lage der synaptischen Kontakte der Ganglienzellen mit den Amakrin-
und Bipolarzellen innerhalb der inneren plexiformen Schicht entlang des longitudinalen
Reizverarbeitungsweges.
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Wie bei den meisten Knochenfischen wachst das Zebrafisch-Auge dann Uber
das gesamte Leben hinweg weiter. Dabei wird der genaue Visus einerseits von
einer Population Neuroblasten am Rande der Retina durch einen standigen
neuronalen Anbau und andererseits von Stabchen-Vorlauferzellen in der
zentralen Retina gewahrleistet (Johns, 1977; Raymond & Rivlin, 1987;
Raymond et al., 1988).

Die Kenntnis dieses Wachstums ist fur die Beurteilung und Unterscheidung der
Ganglienzellen sehr wichtig, da diese sich wahrend ihrer Entwicklung in ihrer
Gestalt je nach Spezies nicht unerheblich verandern. Bei den Ganglienzellen
des Goldfisches konnte gezeigt werden, dass dies durch ein interstitielles
Wachstum erfolgt, d.h. es werden keine neuen Dendriten angebaut, sondern
die bestehenden in der Lange und im Durchmesser vergrof3ert; bildlich
vorstellbar ahnlich der Schrift auf einem Ballon, der aufgeblasen wird. Dies
geschieht von der neuroblastisch-aktiven Peripherie zum Netzhautzentrum hin
zunehmend, wobei sich die dendritische FeldgroRe bei Konsistenz der
Architektur leicht verdoppeln kann (Bloomfield & Hitchcock, 1991, Goldfisch).
Bei Saugetieren gibt es hingegen keine randstandige Keimzone, die
pluripotente neue Zellen anbaut. Vielmehr kommt es hier primar zu einer
starken Zellproliferation und -verteilung und dann sekundar zu einer Ausreifung,
dem so genannten ,remodelling®“, um letztlich den charakteristischen Aufbau der

einzelnen Zelltypen zu erlangen.
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1.4 Die retinale Ganglienzelle (RGZ)

Die Identifikation von Zellen des ZNS und konsekutive Schlisse auf ihre
Entwicklung und Funktion ist seit jeher in grol3em Interesse der Hirnforschung.
In den Ganglienzellen der Netzhaut stellt diese Suche haufig ein Problem dar,
da die verschiedenen Zellarten sich in viele Haupt- und Unterklassen
unterteilen. Hinzu kommt die Tatsache, dass die Einteilungskriterien der
einzelnen Ganglienzellen je nach Spezies und Ansicht des Untersuchers bzw.
sogar je nach Wahl der Methodik und Definition einer Studie variieren kdnnen.

Die retinalen Ganglienzellen bieten dennoch einige Vorteile: So folgen lhre
Axone z.B. genau definierten und gut beobachtbaren Wegen (Tractus opticus...)
und ihre Zellkérper zeichnen sich durch eine relativ leichte Zuganglichkeit fur

mikroinjektive Fluoreszenz-Anfarbungen aus.

Die Morphologie der RGZ und ihre Verteilung innerhalb der Netzhaut wurde
inzwischen an vielen Vertebraten untersucht, z.B. am Goldfisch: Hitchcock &
Easter, 1986, am Gecko: Cook & Noden, 1998; am Frosch: Kock et al., 1989;
und am Mensch: Peterson & Dacey, 2000. So konnten den einzelnen
Ganglienzelltypen nach und nach verschiedene physiologische Eigenschaften
zugeschrieben werden. In diese fallt auch die Zuordnung in ON- und OFF-
Zentrum Ganglienzellen, je nachdem mit welcher elektrophysiologischen
Antwort die Zellen auf einen Lichtreiz reagieren (z.B. Saito, 1983; Vallegra &
Djamgoz 1991).

Von sehr groRer Wichtigkeit ist dabei die Einteilung der inneren plexiformen
Schicht (IPL), die der Erregungskette entsprechend Synapsen zwischen den
Axonen des zweiten Neurons (amakrine und bipolare Nervenzellen) und den
Dendriten des dritten Neurons (RGZ) enthalt (siehe Abbildung 3). Folgende
Definition der spezifischen IPL-Schichtung konnte Uber viele Jahre von

mehreren Autoren bestatigt werden:
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Abbildung 3: Auf der einen Seite die Unterteilung der inneren plexiformen Schicht in 5
gleiche Unterschichten S1-S5 nach Ramon y Cajal, 1892. Auf der anderen Seite die
erneute Bestidtigung Cajals mit zusatzlicher Erweiterung um die Einteilung in die a-Zone
(S1-S3) mit dendritischen Verzweigungen von retinalen OFF- Zentrum Ganglienzellen
(=Hyperpolarisation bei Lichtreiz). Und in die in einer b-Zone stratifizierenden On-
Zentrum Neurone (nach Famiglietti & Kolb beim Karpfen und der Katze, 1976/77,
Connaughton & Nelson, 2000, beim Zebrafisch). Abkirzungen: SNF= Stratum
neurofibrarum; GCL= Ganglienzell-Schicht (,layer”); IPL= innere plexiforme Schicht;
INL= innere nukledre Schicht. Oben und unten sind die jeweils terminologisch
gebrauchlichen Richtungen angegeben.

Da die RGZ zu den Zellen gehoren, die auf der Retina ein regelmafiges
Verteilungsmuster bilden, kénnen sie auch anhand dieser fir die einzelnen
Ganglienzelltypen voneinander unabhangigen Verteilungsmosaike unter-
schieden werden. Man geht davon aus, dass die Zellen eines Mosaiks als
Typen mit jeweils unterschiedlicher physiologischer Funktion angesehen
werden kénnen, ohne dass sie dabei vollig identisch sein missen (Cook et al.,
1992; Cook & Sharma, 1995). Fur die Untersuchungen von Ganglienzell-
mosaiken und der Veranderung von Ganglienzellen wahrend ihres Wachstums
qualifizierten sich vor allem die sehr grol3en mono-stratifizierten GZ wie sie z.B.
bei Hitchcock & Easter, 1986, als 1.2. oder bei Dunn-Meynell & Sharma, 1986,
als G1 Ganglienzellen beschrieben sind. Sie haben zwei bis drei
Primardendriten mit einem sehr grolRen dendritischen Feld, welches in dem

aulersten Teil der IPL (S1-2) stratifiziert, d.h. sich verzweigt, und ein typisches,
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sehr groles Soma, dessen Hauptteil weit aus der Ganglienzellschicht (GCL) in
die IPL hineinreicht. lhr Vorteil ist es also, dass sie sehr einfach und eindeutig
wieder erkannt werden konnen (beim Goldfisch z.B. Cook at al., 1992). Diese
Pramisse ist nicht immer einfach zu erreichen, doch ist fur die
Wiedererkennbarkeit und praktische Anwendbarkeit eine detaillierte und
konzentrierte Beschreibung der einzelnen Ganglienzellen von unverzichtbarer
Wichtigkeit.

Nachdem fur mehrere Fischarten inzwischen RGZ beschrieben sind, hat sich
das Interesse an der Morphologie der RGZ in der nativen Zebrafischnetzhaut
nun daraus ergeben, dass mehr und mehr genetische Mutationen gefunden
wurden bzw. werden, die spezifische Defekte im ZNS oder in ihrem visuellen
System haben.

Ende letzten Jahres (2002) gab es von Mangrum et al., die erste
Veroffentlichung Uber RGZ beim Zebrafisch. Sie stellten einen moglichst
vollstandigen Katalog aller RGZ auf, indem sie mit direkt auf den N. opticus
aufgebrachten Dil-Kristallen die RGZ unspezifisch retrograd anfarbten. Sie
klassifizierten auf morphologischer Basis elf verschiedene GZ und beschrieben
die Dichte der Zellen in einzelnen Netzhautarealen. Die Nomenklatur orientiert
sich bei Mangrum et al. hauptsachlich an den Eigenarten der dendritischen
Verzweigungen in der IPL (stratifiziert oder diffus), an der Lage dieser

Verzweigung (S1-S5) und an der GroRRe der Zellen.
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1.5 Fragestellung und Versuchsansatz

Das Ziel dieser Arbeit ist es nun schon bekannte und eventuell auch neue RGZ-
Typen einer bestimmten Region im ZNS des Zebrafisches, dem Tectum
opticum, zuzuordnen und sie morphologisch zu beschreiben.

Die retinotektale Projektion stellt beim Zebrafisch die grofite axonale

Verbindung der Retina mit einem anderen Kerngebiet dar. Die ersten Axone
erreichen noch innerhalb des zweiten Tages nach Befruchtung das Tectum
opticum, und durch das appositionelle Wachstum der Retina halt die
Erweiterung dieser topographisch organisierten Projektion in das kontralaterale
Tectum opticum zeitlebens an. Sie wurde bereits mehrfach entwicklungs-
biologisch und an vielen Mutanten des Zebrafisches erforscht (z.B. Trowe,
2000; Gnugge, 2001).

Durch die Technik der iontophoretischen Injektion (nach Whitehead et al., 1991,
und Wylie et al.,, 1998) des Fluoreszenzfarbstoffes Tetramethylrhodamin-
Dextran-Amin (TMRD) in die axonalen Verzweigungsschichten retinaler
Ganglienzellen unter der tektalen Oberflache sollen die RGZ retrograd
angefarbt werden. Das daflir verwendete TMRD bietet im Vergleich zu friher
verwendeten ,Tracern“ eine sehr gute und schnelle Diffusionsfahigkeit bei einer
kraftigen und detaillierten Darstellung der Zielzellen (Fritzsch, 1993).

Im weiteren sollen einzelne TMRD-gefarbte GZ mittels in das Zellsoma
appliziertem lucifer yellow (anderer Fluoreszenzfarbstoff) selektiv doppel-
gefarbt werden, und so eine zusatzliche Verbesserung der Darstellung dieser

RGZ versucht werden.

Die Erfassung und Auswertung soll mit Hilfe eines Laser-Scan-Mikroskops
(LSM) und der dazu angepassten Bildverarbeitungssoftware durchgefiihrt
werden, womit eine hoch auflésende, mehrdimensionale Darstellung der

Ganglienzellen moglich wird.



Einleitung

1.6 Das Tectum opticum

Das Dach des Mittelhirns wird bei Fischen als Tectum bezeichnet. Es ist durch
eine longitudinale Furchung in zwei kugelformige Hemispharen, die Corpora
bigemina, unterteilt. Das Tectum opticum des Zebrafisches zahlt dabei zu den
hdheren visuellen Zentren und ist als solches durch seinen mehrschichtigen
Aufbau eine auffallige Hirnstruktur. Bei den Saugetieren entspricht diese Region
dem Colliculus superior und ist im Verhaltnis zu anderen Hirnstrukturen deutlich

kleiner als dies bei den Knochenfischen zu finden ist (siehe Abbildung 4).

Die im Tectum opticum bestehende neuronale Schichtung kann in ahnlicher
Auspragung bei Goldfischen und anderen Vertretern dieser Familie gefunden
werden (Sajovic & Levinthal, 1982). Durch geeignete Darstellung lasst sich
zeigen, wie efferente Neurone, die im Tectum opticum liegen und in andere
Regionen des ZNS projizieren, ihre Dendriten selektiv in einzelnen Schichten
dieser Hirnrinde ausgebreitet haben. Die Schichtung des Tectums
korrespondiert mit einer funktionell bedingten Laminierung der axonalen
Projektion der retinalen Ganglienzellen (Wiggers, 1999).

Diese afferenten Axone der RGZ lassen sich also einzelnen Unterschichten der
insgesamt vier Hauptschichten zuordnen, wobei sie bevorzugt in der
superfiziellen Zone laminieren und deshalb sehr gut fur gezielte Injektionen von
Farbstoffen zuganglich sind und aufRerdem in histologischen Schnitten gut
kontrolliert werden koénnen (Wullimann et al., 1996). Dabei werden die
Netzhautregionen topographisch auf die Tectum-Oberflache abgebildet
(retinotope Projektion, Butler & Hodos, 1996).
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Wichtige Chemikalien, Losungen, Puffer

Amphotericin B

Fluor-Save

Hepes

Paraformaldehyd (PFA)

PBS (NaCl, KCI, KH2PO4, Na2HPO4)
Penicillin

Tissue Tek (Polyvinyl Alc.<11%,

Carbonsax<5%, Nonreact. Ingred.)

2.1.2 Farbstoffe

Tetramethylrhodamin-Dextran-Amin
Lucifer yellow

Systox green

2.1.3 Medien

Praparation:

Dulbecco’s MEM/ Nut Mix F12 HAM
With L-Glutamine,Hepes, Pyridoxine
Inkubation:

D.MEM, Penicillin und Amphotericin

2.1.4 Gerate

HP 72 LaminAir®, Sterilbank
LSM 410 invert
MHR-Mikotom

Serva
Calbiochem-Novobiochem
Roth

Merck

Merck

Serva

Sakura

MoBiTec
Sigma

Molecular Probes

Life Technologies

Life Technologies und Sigma

Hetaeus Instruments
Zeiss

Zeiss

11
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MVCS 02 npi npi electronic
Pul-1 World Precision Instruments
Vibrax-VXR IKA

2.2 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Der Zebrabarbling (Brachydanio rerio, Cyprinidae) zahlt als karpfenartiger zur
Klasse der Knochenfische (Osteichthyes, wie z.B. auch der Goldfisch oder der
Karpfen) und dabei zum Unterstamm der Vertebraten. Der Fisch stammt
urspruinglich aus tropischen SiuRwassergebieten mit Verbreitung in Std- und

Ostasien, vor allem Indien, Pakistan, Nepal und Burma (Barman 1991).

Die bei uns verwendeten Zebrafische stammen aus einer Zoohandlung und
werden in Aquarien mit 250 | zu 30-50 Tieren bei 25°C gehalten (Brand et
al.,1995), wobei sie einem 12h/12h Hell-Dunkel-Zyklus unterlagen. Die
insgesamt 60 untersuchten Zebrabarblinge waren samtlich ausgewachsene

Tiere (Standardlange: ca. 2-3 cm).

2.3 Praparation, Fisch

Die Fische wurden mittels eines schnellen Scherenschnittes decapitiert und der
Kopf anschlieRend zur Praparation in eine 60 mm @ Petrischale mit auf 5-10 °C
vorgekuhltem Kultur-Medium MEM-Dulbecco F 12 (HAM) (Life Technologies,
Paisley, UK) gebracht. Dabei musste moglichst genau auf eine Vermeidung von
zusatzlichen Kontaminationen (die Fische sind nicht-steril aufgezogen) und auf
(semi-)steriles Arbeiten geachtet werden. Die verwendeten Instrumente und
Schalen wurden dazu vor Beginn in 70%-igen Alkohol gelegt, es wurden sterile
Medien verwendet und an einer Sterilbank (HP72 LaminAir®, Hetaeus
Instruments) mit installierter Gegenluft-Anlage zur Erzeugung von laminarer

Stromung in einer klimatisierten Atmosphare gearbeitet.
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Unter mikroskopischer Aufsicht wurden dann die zusammenhangenden Anteile
Gehirn < Nervus/Tractus opticus < Bulbi occuli herausprapariert. Fur die
anschlieBende Uberfiihrung zur iontophoretischen Injektion wurde das Praparat
in frisches Medium verbracht, wobei stets grol3tmdgliche Vorsicht geboten ist,

um maogliche Traumatisierungen des Gewebes zu verhindern.

2.4 Injektion

2.4.1 Herstellung der Kapillaren

Die verwendeten Kapillarnadeln mussten verschiedene Kriterien erflllen: Die
Spitze sollte moéglichst diinn sein, um die Gewebsschadigung und die kapillare
Sogkraft beim Eintauchen in das umgebende Medium gering zu halten. Sie darf
aber einen Mindest-Innendurchmesser (ca. 5 pm) nicht unterschreiten, da
ansonsten die Farbstofflosung wahrend der lontophorese nicht aus der
Kapillare flie3t bzw. diese irreversibel verstopft.

Um eine der Methode angemessene Injektionsspitze zu erhalten, wurden
Glaskapillaren (Glass 1BBL W/FIL 1,2mm 6IN, World Precision Instruments) mit
einem Puller (PUL-1, World Precision Instruments) gezogen. Die erhaltene
Spitze hatte einen Innendurchmesser von meist 1-2 ym und wurde deshalb
unter lichtmikroskopischer Kontrolle und zu Hilfenahme eines auf ym skalierten
Objekttragers (Zeiss) mit einer Pinzette auf 5 - 10 ym Innendurchmesser

abgebrochen.

2.4.2 Farbstofflosung

Zur Herstellung der Farbstofflésung wurden Kristalle des TMRD in wenigen l
PBS suspensiert (PBS erhoht zusatzlich die Leitfahigkeit der Losung) und zur
weiteren Verwendung in eine Spritze mit aufgesetzter langer und flexibler
Kanule aufgezogen (Nonmetalic syringe needle for filling micropipettes,
MicroFil™ WPI).

13
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2.4.3 Fullung der Kapillaren

Die Kapillaren wurden mit der flexiblen Spritzenkantle von der unbehandelten
Offnung her durch langsames injizieren gefiillt, da die Spitze der Kapillare zu
dinn war, um sich mittels Kapillarkraft bei einfachem Eintauchen in
Farbstofflosung fullen zu kénnen. Nach 15-30 min senkrechter Aufbewahrung
der gefullten Kapillare in einem Becher mit dazu passender
Schaumstoffhalterung und hoher Luftfeuchtigkeit hatte sich die Losung bis in
die dunne Spitze ohne residuale Lufteinschlisse abgesetzt. Nach der Fullung

wurden sie nochmals unter dem Mikroskop auf Unversehrtheit Uberpruft.

2.4.4 lontophorese

Die Technik der iontophoretischen Injektion wurde mit einigen Modifikationen
an die Ausfuhrungen von Whitehead et al. (1991) und Wylie et al. (1998)
angelehnt. Unter standiger Kihlung der Petrischale auf einem handelslblichen
Kuhlblock wurde das Praparat direkt in die lontophorese-Apparatur gebracht.
Diese wurde vorbereitet, indem die geflillte Kapillare in einem stereotaktisch-
manipulierbaren Arm fixiert wurde und je ein chlorierter Silberdraht in die
Farbstofflosung bzw. in die Inkubationslésung der Petrischale eintauchte. Die
Drahte standen in gepolter Verbindung mit dem Applikationsgerat MVCS 02
npi. Das Gerat ermdglichte eine stufenlos einstellbare elektrische Stromstarke
im PA/ nA - Bereich, die bei Bedarf schnell an- und abgeschaltet werden
konnte.

Zur exakten Positionierung der Injektionsspitze tUber der Oberflache der beiden
Corpora bigemina und zur bestmoglichen lichtmikroskopischen Sicht auf das
initiale Durchstechen der Meninx primitiva war es notwendig, das Medium aus
der Petrischale abzulassen, dann gezielt wenige um tecto-cortical einzustechen
und anschlieBend das Medium sofort wieder aufzuflllen. Unter standiger
Sichtkontrolle wurde nun mit 3-4 pA in positiver Polung der Kapillare Strom
appliziert, wodurch das anionische TMRD/PBS-Gemisch die Kapillarspitze

verlie®. Um den Farbstoff moglichst gewebeschonend injizieren zu kénnen

14



Material und Methoden

wurde wahrend der insgesamt 2-4 min (Dauer je nach Durchmesser der Spitze)
dauernden Injektion der Stromfluss zyklisch alternierend in jeweils 15 sec
langen Intervallen an- und abgeschaltet.

Das TMRD wird von den leicht verletzten terminalen Axonanteilen entlang des
Stichkanals transmembranar aufgenommen und retrograd-axonal zum Soma
der GZ in der Retina transportiert (sogenanntes ,tracing®).

Nach erfolgreichem Procedere wurde die Kapillarspitze aus dem Tectum
gezogen und insgesamt je drei Injektionen ipsi- und kontralateral gesetzt, um
eine moglichst vollstandige Abbildung der ganglionar-tectalen Projektion
(Trowe, 2000) zu erzielen. Dabei wurde von Tectum zu Tectum der Abstand der

Injektionsstellen zur intertectalen Kommissur variiert.

Tectum opticum
(Corpora bigemina)

¥

{
i

<

,/.
Telencephalon
Bulbus olfactorius /_J(

Abbildung 4. Schematisierte Darstellung des Zebrafischgehirns mit den tektalen
Injektionsstellen von TMRD. Mit den Pfeilen sind die Anderungen der Injektionspunkte
zur moglichst vollstindigen retrograden Erfassung aller retinaler Gebiete
gekennzeichnet. In dieser Abbildung ist das GroRenverhaltnis des Tectum opticum zu
anderen Hirnschnitten sehr gut zu erkennen. (modifiziert nach Wullimann et al., 1996)
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2.5 Inkubation

Zur Optimierung der Inkubation in Bezug auf die Erhaltung von Tonizitat und
Trophik des neuro-ektodermalen Gewebes wurden in anfanglichen Versuchs-
reihen die Parameter Medium, Dauer, Temperatur und O?- Insufflation variiert.
Das Gewebe zeigte sich dabei aulerst empfindlich.

Als Uberlegenes Inkubationsmedium stellte sich ein Mix aus MEM Dulbecco
F12 mit addiertem Penicillin und Amphotericin B heraus, um bakterielles und
mykotisches Wachstum zu verhindern. Entgegen der Inkubationen anderer
Fisch- bzw. Reptiliengehirne war es fur das Gewebe gunstiger, das Medium
nicht zu wechseln, da ein Wechsel keinen sichtbaren Vorteil erbrachte und
aulBerdem zusatzliche Traumata bedeutete. Falls es trotzdem gewechselt
werden musste, so musste darauf geachtet werden, das neue Medium vorher

auf die bisherige Inkubationstemperatur zu bringen.

Der retrograd-axonale Transport von TMRD und die vollstandige Anfarbung der
Ganglienzelle in der Retina bendtigte ca. 48 Std.. Daflr galt es eine Strecke von
ca. 4-8 mm intraaxonal aktiv zurlickzulegen. Fir die Inkubation befanden sich
die Gehirn-Augen-Praparate in Petrischalen innerhalb einer Kunststoffbox, die
mit einem Carbogengasgemisch (95% Sauerstoff/ 5% Kohlendioxid) atmo-
spharisch geflllt wurde. Die Insufflation musste wahrend den 48 Std. zweimalig
wiederholt werden. Um eine gute Sauerstoff-Versorgung der Medien zu sichern
war es sinnvoll, kleine Petrischalen (35x10 mm) zu verwenden und diese so
gering wie gerade nétig aufzufillen. Die Box wurde auf einem Schuttler (IKA-
Vibrax-VXR) in einen Kuhlschrank bei 9 °C eingestellt. Die Inkubation bei
diesen Temperaturen brachte entscheidende Vorteile fur den Gewebeerhalt und
verzdgerte den Farbstoff-Transport Uberraschenderweise nicht oder nur sehr
wenig. AuRerdem galt es zu bedenken, dass die Ldslichkeit von Kérpergasen

bei zunehmender Temperatur abnimmt.
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2.6 Praparation und Fixierung, Bulbus occuli

Die durch retrogrades Tracing ,gefarbten Netzhaute“ wurden nun von der
Sklera freiprapariert. Da das Gewebe trotz allem an Elastizitat und Trophik
abgenommen hatte, musste sehr vorsichtig prapariert werden. Zuerst wurden
die beiden Nervi optici direkt am Ansatz der Bulbi durchtrennt, damit diese frei
beweglich waren. Die Augen wurden sorgfaltig mit einer kleinen Stahlkanile im
Ubergangsbereich Cornea-Conjunciva eréffnet, um dann mittels einer
kreuzférmigen Inzision von Cornea, Conjunctiva und anteriorem Skleraanteil
den Glaskorper entfernen zu kénnen. Dann wurde mit einem circularen Schnitt
entlang der Ora serrata der Augenkelch gedffnet bzw. auch die Adharenz der
Retina an die Augenhaute initial gelockert.

Die Kelche wurden dann zur leichten Fixierung bei Raumtemperatur mit einer
Pinzette vorsichtig fur 25 min in ein mit 2%-iger PFA-L6sung in PBS (0,1M)
geflullten Eppendorf-Cup eingebracht. Fir das erfolgreiche Gelingen der
weiteren Praparation war es besonders wichtig, den Glaskdrper vor der
Fixierung zu entfernen, da er sonst nicht mehr von der Retina abgelost werden
konnte.

SchlieRlich wurde die Sklera abprapariert und die Retina an vier sich
gegenuberliegenden Polen (90°—~180°«...) eingeschnitten, so dass sie spater
problemlos aus dem Medium mit einem Objekttrager aufgenommen werden und
auf diesem zu einer planaren Lage gebracht werden konnte. Die
Fllssigkeitsresiduen an der Netzhaut wurden mit abgerundetem Filterpapier

vorsichtig aufgesogen.

Zu Konservierungszwecken wurde mit
FluorSave (Calbiochem-Novobioch., W
San Diego, Calif., USA) eingedeckelt,

das sowohl die Fluoreszenz lange ——

erhalt als auch ein Eintrocknen der Abbildung 5.
Objekttrager mit konservierter Retina und

Netzhaut verhindert, indem es nach noch anhaftendem Pigmentepithel. Durch

] . die Inzisionen lasst sich die Wolbung der
kurzer Zeit aushartet. Netzhaut abflachen.
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2.7 Microinjektion von lucifer yellow

Bei 30 der insgesamt 120 praparierten und gefarbten Netzhaute wurde der
Versuch unternommen, die vorgefarbten Ganglienzellen mit einem zweiten
Fluoreszenzfarbstoff, Ilucifer yellow, durch direkte Microinjektion doppelt
anzufarben. Dies sollte als zusatzlicher Anhaltspunkt und Stitze bei der Frage
dienen, ob die dendritische Arborisierung schon zuvor vollstandig mit TMRD
dargestellt wurde und, falls dies nicht der Fall gewesen ware, dieses dann mit
der im Institut schon mehrfach etablierten Methode der direkten, intrazellularen
lucifer yellow-Injektion zu erzielen.

Aufgrund der besonderen Vulnerabilitat des Zebrabarbling-Gewebes und der
einzelnen Ganglienzellen zeigte sich jedoch, dass die Microinjektion technisch
nicht zufriedenstellend und schwerer durchzufuhren war als bei den zuvor mit
dieser Methode angefarbten Ganglienzellen (u.a. bei Tiefseefisch, Maus und
Chameleon). Auch wenn diese Farbungen keine neuen Informationen in Bezug
auf die Zellmorphologie erbrachten, werden im Ergebnisteil gut gefarbte retinale
Ganglienzellen dieser Methode der Vollstandigkeit halber dargestellt und in der

Diskussion auf die einschrankenden Kriterien eingegangen.

2.8 Schnittbildkontrolle des Gehirns

Zur Bestatigung der korrekten, cortico-tectalen Lage der iontophoretischen
Injektion und um auszuschlielen, dass kein anderer Kern mitgefarbt wurde,
wurden mittels eines Kryostat-Microtoms (MHR, Zeiss) von einer
randomisierten Auswahl der Gehirne Schnitte angefertigt und diese dann unter

mikroskopischer Aufsicht kontrolliert.
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2.8.1 Fixierung

Die Gehirne wurden direkt nach der Inkubation in Eppendorf Cups mit einer 4%-
igen PFA-L6osung in PBS (0,1M) mit 3% Sucrose eine Stunde lang bei

Raumtemperatur fixiert.

2.8.2 Schnittanfertigung

Das in Tissue-Tek® (O.C.T™ Compound, Sakura) zur Erhartung und
Blockbildung eingebettete Gehirn wurde mit dem Kryotom bei -20 °C in 50 pym
Coronalschnitte zerteilt und nach und nach je 6-10 Schnitte nebeneinander auf
einen mit Gelatine Uberzogenen Objekttrager gezogen.

Mittels eines Laser-Scan-Mikroskops konnten diese Schnitte dann zu

Dokumentationszwecken digitalisiert werden.

2.9 Digitalisierung der Ganglienzellen

Zur Gewinnung von digitalen dreidimensionalen Aufnahmen der RGZ, die in
das Tectum opticum projizieren wurde ein konfokales Laser-Scan-Mikroskop
(LSM 410 invert, Zeiss Micro Systems, Jena, Germany) verwendet. Insgesamt
wurden von 182 RGZ Aufnahmen fur potentielle, weitere Auswertungen
gemacht. Diese Anzahl wurde nach genauer Durchsicht auf 86 RGZ reduziert,
da nur diese vollstandig allen Kriterien der Auswertung entsprachen.

Der Farbstoff Tetramethylrhodamin-Dextran-Amin hat ein Absorptions-
Maximum bei 555 nm und ein Emissions-Maximum bei 580 nm. Zur Anregung
wurde deshalb ein Helium-Neon-Laser 543 nm (grin) und ein Lowpass-Filter
von 570 nm, der Licht unter 570 nm nicht durchlasst, verwendet. So wurde nur
das von den Zellen emittierte Licht aufgenommen und das kurzwelligere
Anregungslicht ausgeblendet.

Fir die Analysen der mit lucifer yellow doppelt markierten Zellen (Absorptions-

Max.: 428 nm, Emissions-Max.: 532 nm, Sigma) kam ein Argon-Laser 488 nm
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(blau) zum Einsatz. Um eine auswertbare, verlustfreie Anzahl an Querschnitten
(sogennanten ,sections“) zu erhalten wurde eine Schrittweite des
Scanvorgangs in z-Richtung von 1 pm ausgewahlt. Der Scanbereich
(Schichtenfolge/-tiefe) begann im aufieren Teil der INL und reichte bis zu dem
gefall- und axondurchzogenen Stratum neurofibrarum (siehe Abbildung 3). Zur
Sichtung der RGZ-Verteilung und -Lage auf der jeweiligen Retina wurde mit
10x- und 20x-Objektiven gearbeitet. Nachdem die einzelnen GZ in den
sichtbaren Bereich eingestellt waren, konnte man Uber die LSM-Software die
Lage der Schichten festlegen und sie als Stapel einscannen.

Samtliche Bilder wurden je nach dendritischer Feldgréf3e mit 40x/ 1,2- oder 60x/
1,2-Wasserimmersionsobjektiven angefertigt. Um das Optimum aus Scandauer
(,Belichtungszeit” = Ausbleichung) und Detailsichtbarkeit zu erzielen, lag die
Auflosung bei 512x512 Pixel. Pro Zelle entsprach dies Stapeln von 30-70

Schnittbildern, die im tif-Format archiviert wurden.

2.10 Manuelle Weiterverarbeitung, Zeichnung

Trotz der relativ hoch aufgelosten Darstellung der Zellen in den LSM-Bildern
war es von zweckmaligem Interesse Ubersichtlichere und quantitativ exakter
erfassbarere Abbildungen zu schaffen.

FUr jeden presumierten Ganglienzelltyp wurden deshalb mehrere Exemplare
manuell mit verschieden breiten Permanent-Stiften auf Klarsichtfolien, Ebene
fur Ebene, Ubertragen, indem die Folien auf einen umgeklappten Notebook-
Bildschirm mit eingepasster Glasplatte und geeigneter Viewer-Software fur
maximale Schichtenvergoerung (Irfan View 3.75, Freeware) gelegt wurden.
Das erhaltene zweidimensionale Bild der RGZ in Aufsicht wurde anschlief3end
nochmals mit dem errechneten zweidimensionalen Aufsichtbild des Stapels auf
Deckungskonkordanz uberpruft und der MalRstab entsprechend Ubertragen.

Der Abbildungswandel einer RGZ ist an einem Beispiel in Abbildung 6 illustriert.
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v

Abbildung 6. Manuelle Ubertragung einer RGZ aus einer LSM- Originalaufnahme. Da die
umliegenden mitgefarbten Ganglienzell-Somata in einer anderen Tiefenebene als die
dendritischen Verzweigungen der vollstindig gefarbten RGZ liegen, kann diese durch die
unter starken VergroBerungen schichtweise durchgefiihrte Abzeichnung in eine klarere
Darstellung uberfiihrt werden.

2.11 Quantitative Auswertung

Um die Identifikation der gefarbten RGZ im Bezug auf eine Typisierung und den
moglichen Vergleich mit schon beschriebenen Morphologien zu erreichen,
sollten alle sinnvollen und anerkannten Zellparameter dokumentiert werden.

Zur Anwendung kam hierflr die LSM-Software (LSM-Zeiss 3.95), welche es
ermoglichte, die gesammelten Stapel einzelner Schichtbilder als drei-
dimensionale Objekte darzustellen bzw. zweidimensionale Flachen und
Strecken zu messen und eventuell bendtigte nachtragliche Helligkeits- und
Kontrastveranderungen durchzufihren, um den Beginn der INL erkennen zu
konnen.

Far Einzelpunkt-Zahlungen wurde die IT 3-Software benutzt (ImageTool 3.0,

The University of Texas Health Science Center, San Antonio).

2.11.1 Vermessung, Soma

Das Zellsoma wurde durch manuelles Umfahren auf die Gesamtflache (um?) hin
vermessen. Fur die verschiedenen Zellgruppen wurde ausschnittsweise auch

die Breite und Lange (um) der Zellkbrper gemessen, um die fur die
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Wiedererkennbarkeit sehr wichtigen Aussagen Uber ihre Form in Auf- und

Seitenansicht objektivieren zu kénnen.

2.11.2 Vermessung, dendritische Arborisierung

Far diffus in der IPL stratifizierende Zellen wurden Messwerte fur die
Gesamtausdehnung des dendritischen Feldes (um?), die Anzahl der primaren
Dendriten am Soma, die Dicke der IPL (um), die Anzahl der Verzweigungs-
punkte der Dendriten und die Anzahl der dendritischen Endauslaufer registriert.

Aulerdem wurde die Dichte des Verzweigungsmusters beschrieben.

Die Gesamtdicke der IPL musste dabei flr jede Netzhaut eigens bestimmt
werden, da sie einer nicht unbedeutenden Variabilitat unterlag (bei TMRD-
gefarbten Zellen: 5-18um). Dies geschah durch einen langsamen
Schichtendurchlauf bei verstarkter Bild-Helligkeit und -Kontrast, wodurch jeweils
Ende (GCL bzw. Beginn der dendritischen Verzweigung in die IPL) und Anfang
(am weitesten vitreal gelegener Anteil der INL) der IPL festgelegt werden
konnten (&hnlich Cook und Sharma, 1995).

Bei RGZ mit einer Mono- oder Bi-Stratifizierung in der IPL wurde zusatzlich jede
Laminierung quantitativ. ausgewertet und der IPL-Abschnitt dieser
Stratifizierungen notiert, um sie nach ON- bzw. OFF-Reaktionen ihrer Neurone
auf einen Lichtreiz nach Famiglietti et al., 1977, einordnen zu kdnnen. Die
Einteilung der IPL-Schichten in ON- und OFF-Neurone konnte wie eingangs
beschrieben von Connaughton und Nelson, 2000, beim Zebrafisch am Beispiel
der Bipolarzellen erfolgreich bestatigt werden. In der traditionellen Einteilung
der IPL in funf gleiche Schichten nach Ramon y Cajal (1892) entsprechen so
die aulderen drei Schichten der IPL (S1-S3) den OFF-Neuronen und die
Schichten S1-S2 am inneren Teil der IPL den ON- Neuronen (siehe
Abbildung 3).

Um die dendritische FeldgrélRe einheitlich und vergleichbar bestimmen zu

konnen, wurden die Endpunkte der Dendriten unter Vergrolierung linear
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miteinander verbunden, so dass eine Art Polygon entstand. Die Zahlung der
Verzweigungs- und Endpunkte konnte aus Griinden der Genauigkeit nur fur die

insgesamt 35 gezeichneten RGZ durchgefuhrt werden.

2.12 Klassifikation und Nomenklatur der Ganglienzellen

Die Einzelwerte wurden im Ergebnisteil, fur Vergleiche untereinander und aus
Griinden der besseren Ubersichtlichkeit, neben den einzelnen Besprechungen
im  Ergebnisteil zusatzlich tabellarisch und in Ubersichtsabbildungen
aufgetragen (Tabelle 1 bzw. Abb. 21 und 22).

Fir die Typisierung der RGZ waren folgende vier Kriterien ausschlaggebend
(nach Bellintani-Guardia und Ott, 2002) :

(1) die Ausdehnung des dendritischen Feldes — small/ intermediate/
medium / large (siehe Abbildung 7)

(2) die Art der Stratifizierungen — diffus/ mono/ bi-stratified (d/m/bi)

(3) bei planar stratifizierten GZ die Einordnung in S1-S5 Schichten nach
Ramon y Cajal (1892) und in a- (outer/OFF) bzw. b-Zone (inner/ON)
nach Famiglietti und Kolb (1976)

(4) die Abmessungen der Somata

Die Anzahl der Verzweigungs- und Endpunkte des dendritischen Feldes ist als
Kontrolle der Konsistenz einer Zellgruppe und als weiteres Differenzierungs-
merkmal ebenfalls mit einzubeziehen. Sie werden gesondert von der
tabellarischen Ansicht der anderen Parameter in Abbildung 21 dargestellt.

Die Angabe der dendritischen Feldgréf3en und Verzweigungsarten erfolgte im
Hinblick auf eine Publikation und angelehnt an die international etablierte

Nomenklatur in englischer Sprache bzw. deren Abkurzungen.
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< 0,01 » < 0,03 » < 0,05 »

Small Intermediate Medium Large

Abbildung 7. GroRentabelle der dendritischen Felder. Dargestellt sind einzelne Vertreter
der jeweiligen GroBenbereiche. Die Einteilung in verschiedene GroRen ist in relativer
Abhangigkeit voneinander zu sehen. Die Einheiten der dendritischen FeldgroRen sind
mm?, der MaBstab der Abbildung ist im Bild rechts aussen angegeben. Dabei sind die
Einteilungen wie folgt: small — alle RGZ kleiner 0,01; intermediate — zwischen 0,01 und
0,03; medium — zwischen 0,03 und 0,05; large — alle RGZ groRer 0,05.

2.13 Verwendete statistische Methoden

Fir die Auswertung der Ganglienzellmorphologie wurde aus Granden der
praktischen Vergleichbarkeit zu anderen Arbeiten (z.B. Mangrum et al., 2002)
die Verwendung von arithmetischen Mittelwerten und der dazugehorigen
Spannweite (124+10,4 um?) einer Angabe von Median-Werten und ihren
Percentillen bevorzugt. Obwohl dies meist ,Ausreier‘-bedingt zu einer
geringen Verzerrung der Ergebnisse flhrte, kann hier trotzdem festgestellt
werden, dass die angegebenen Mittelwerte sehr nah an den jeweiligen
Medianen lagen und durch diese Methode keine Unterschiede in der
Zellklassifikation entstanden sind. Sonstige angegebene Werte sind

dimensionslose, diskrete Zahlen.
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3. Ergebnisse

3.1 Anfarbung tectopetaler RGZ mit TMRD

Die Kontrolle des Injektionsgebietes in den Gehirnschnitten zeigte, dass der
Farbstoff sich auf das Tectum beschrankte (siehe Abbildung 9). Die zellulare
Aufnahme des Tracers beschrankte sich nur auf die GZ-Axone, die von der
Kapillarspitze beim Eindringen verletzt wurden und in der Umgebung lagen. Der
Farbstoff TMRD durchwanderte die RGZ-Axone retrograd und farbte die
kontralateral gelegenen GZ je nach Inkubationszeit und Position der Axone im
Tectum bzw. der Somata in der Retina auf unterschiedliche Weise an. Die flr
die Auswertung verwendeten Zellen waren vollstandig mit Somata und

dendritischer Verzweigung angefarbt.

Nach der Theorie der topographischen Organisation neuronaler Projektionen
(z.B. Udin und Fawcett, 1988) korrespondiert das Terminationsgebiet der
retinalen Axone auf dem Tectum mit der Position ihrer Zellkérper in der Retina.
Durch die moglichst punktuell klein gehaltenen Injektionsstellen an jeweils drei
verschiedenen Punkten einer Tectum-Halfte farbten sich daher auch bevorzugt
einzelne Felder von Ganglienzellen in der Retina an.

Bezuglich der retinalen Position (temporal/nasal/ventral/dorsal) konnte keine
ortsspezifische Verteilung der einzelnen GZ-Typen gefunden werden, einzig
war die Quantitat der angefarbten Zellen abhangig von der Exzentrizitadt zum
Sehnerv, obwohl verschiedene Tectum-Areale injiziert wurden. Hierbei zeigte
sich wie auch schon zuvor beim Zebrafisch (Mangrum et al., 2002), dass der
am dichtesten und haufigsten gefarbte Bereich in einer etwa zwei-drittel des
jeweiligen Netzhautradius messenden, zirkular verlaufenden Entfernung von
der Papilla nervi optici zur Netzhaut-Peripherie lag. Die Menge der angefarbten
Zellen um das Zentrum und in der Peripherie war hingegen eher gering. Die
meisten Darstellungen von RGZ in diesem Ergebnisteil stammen aus diesem
Bereich, da diese GZ am wenigsten von Axonen anderer GZ Uberlagert waren.

Da die Zellen eines Typus wie eingangs beschrieben von der
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Netzhautperipherie zum -zentrum hin an dendritischer Feldgrélie zunehmen, ist
dadurch auch die relativ grolRe Spannweite der in Tabelle 1 aufgelisteten

Parameter zu erklaren.

Ferner lasst sich Uber die Haufigkeit des Wiederfindens einzelner RGZ pro
Netzhaut sagen, dass die jeweils angefarbten Zellen einer Retina sehr haufig
isomorph waren. Diese Feststellung deckte sich sehr gut mit dem zu
erwartenden Ergebnis, da hier davon ausgegangen werden muss, dass durch
die gezielte iontophoretische Injektion nur bestimmte diskrete Schichten des
Tectum opticum getroffen wurden. Da nun die Axone der verschiedenen RGZ
jeweils ihre spezifische Laminierung mit tectalen Neuronen in diesen Schichten
bilden, konnte teilweise sogar ausschnittartig das Verteilungsmosaik einer

Ganglienzellart in der Retina dargestellt werden.

Bei der Charakterisierung einer Zellart werden im folgenden immer mindestens

zwei RGZ als Vertreter einer Gruppe abgebildet, eine davon auch in

Seitenansicht.

Abbildung 8.

GZ-Axone gefarbt ist.
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Ubersichtsaufnahme des Austrittes der
GZ-Axone aus der Retina in den Nervus
opticus nach multiplen Test-Injekionen
in das kontralaterale Tectum. Die
Aufnahme entstand bei 20-facher
VergroBerung unter Fluoreszenz-Licht
im Laser-Scan-Mikroskop. Retrograd
angefarbte Somata stellen sich hier als
helle weiRe Punkte dar, die Papilla
nervi optici mittig als ,,leere“ Flache, da

nur ein kleiner Anteil aller austretenden
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Abbildung 9. Zwei radidre Hirnschnitte durch das Tectum opticum des Zebrafisches.
Links wurde unter Fluoreszenzanregung die TMRD-Farbung an zwei Einstichstellen
sichtbar gemacht; rechts wird bei gleich gewahltem Ausschnitt durch eine Kern-
Gegenfarbung mit Systox-Green die tectale Schichtung sichtbar.

3.2 Anfarbung vorgefarbter RGZ mit Lucifer yellow

Die Doppelanfarbung durch Microinjektion in die mit TMRD gefarbten Somata
zur Bestatigung der vollstandigen Darstellung der dendritischen Baume durch
den ersten Farbstoff erwies sich als schwierig, glickte aber vereinzelt doch sehr
gut. Diese Technik setzte eine schnelle digitale Erfassung innerhalb von zwei
bis sechs Stunden voraus, da sich zeigte, dass die RGZ den zweiten Farbstoff
(lucifer yellow) rapide wieder verloren; dies geschah haufig auch schon

wahrend der Injektion und sorgte dann fur eine zu starke Hintergrundfarbung.
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3.3 Die einzelnen tectopetalen retinalen Ganglienzellen

Es wurden ausschlieBBlich Zellen verwandt, bei denen eine eindeutige
Bestimmung der IPL-Ausdehnung moglich war. Trotz der Bemuihung eine
vollstandige Liste aller tectopetalen RGZ zu erstellen ist es naturlich moglich,
dass manche Zelltypen nicht gefunden wurden, wenn keiner ihrer Vertreter in
einer darstellbaren Form isoliert und erfasst werden konnte. Zellen die am
aulderen Rande der Retina nahe der Wachstumszone lagen, wurden aul3er acht

gelassen.

3.3.1 Diffus-stratifizierende Ganglienzellen

Alle RGZ, die sich bezuglich ihrer Stratifizierung innerhalb der IPL nicht in
einzelne Schichten (S1-S5) einordnen liellen wurden als diffus-stratifizierende
GZ insgesamt funf verschiedenen Untergruppen zugeordnet. Sie waren von der
Ausdehnung ihrer dendritischen Felder kleiner als die monostratifizierenden GZ
und werden deshalb als ,intermediate“ oder ,small“ bezeichnet. Sie bilden mit

60 Zellen (~70%) die groldte Gruppe unserer Zusammenstellung.

3.3.1.1 Intermediate d-RGZ (im-d-RGZ) mit 2-3 PD

Die Somata der im-d-RGZ (n=32) imponierten in der vertikalen und horizontalen
Ansicht rund-ovoid und waren bezuglich ihrer Grof3e im unteren Mittelbereich
gelegen (84,7 ym? £38,6 um?3).

Von ihnen gingen zwei bis drei Primardendriten gabelartig Richtung Netzhaut-
peripherie ab, wobei sie am Abgang maximalen Abstand zueinander hielten und
sich dann im Verlauf dichotom teilten, was bei den d-RGZ mit drei PD
besonders pragnant war. Die Dendriten formten ein dichtes Feld, das sich in der
Aufsicht schirmartig auf der dem Axonabgang gegenuberliegenden Seite
verzweigte und eine durchschnittliche Grélke von 0,0199+0,0107 mm? hatte.

Dabei wird die Bezeichnung ,schirmartig” fir eine einseitig auf die Peripherie
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gerichtete Verzweigung verwendet, die in der Aufsicht pilz- bzw. schirmférmig
gegenuber dem Axonabgang liegt. Typisch waren die bei den meisten Zellen
deutlich sichtbaren, teils sehr haufigen, runden Varikositaten, die bevorzugt an
Tertiardendriten begannen. Der dendritische Baum hatte im Mittel (n=10) 69
Verzweigungs- (£19) und 76 Endpunkte (£20).

Vertreter dieser Gruppe wurden praktisch in jeder der untersuchten Retinae
gefunden und waren gleichzeitig die am haufigsten gefarbten RGZ. Sie waren
prinzipiell in allen Netzhautregionen zu finden, allerdings, wie alle RGZ, in der

aulleren Peripherie und um die Papilla nervi optici seltener.
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Abbildung 10. Oben: Originalaufnahmen von LSM-gescannten Zellen, mit den zwei bzw.
drei PD der intermediate-d-RGZ; Mitte: Seitenansicht der RGZ von dem Bild oben links;
unten: zwei Zeichnungen von RGZ ahnlich den oberen. Zu beachten ist, dass
typischerweise zwei oder drei Primardendriten bei gleichem Verzweigungsmuster
gefunden werden konnten.
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3.3.1.2 Doppelt markierte RGZ (dm-im-d-RGZ)

Da es nur sehr wenige vollstandig gefarbte Zellen mit dem additiv durch
Microinjektion applizierten lucifer yellow-Farbstoff gab und diese bis auf eine
Ausnahme einem bestimmten Zelltypen entsprachen, wurden aus den
insgesamt 22 digitalisierten vier RGZ (n=4) ausgewahlt. Sie konnten allen
Auswertungskriterien entsprechen und wurden zusatzlich gezeichnet, um mit
den dadurch gewinnbaren Daten eine eindeutige Zuordnung zu den nur mit
TMRD markierten GZ zu ermoglichen und um dann einen Vergleich mit deren

Anfarbung durchfuhren zu kdnnen.

Sie entsprachen ihrer Morphologie nach den zuvor beschriebenen im-d-RGZ,
da sie ein rundes Soma, zwei kraftige, gabelartige PD und eine dichotome
Weiterverzweigung in starke Sekundar- und Tertidrdendriten hatten. lhre
dendritische Arborisierung hatte im Mittel 50 (x6) Verzweigungspunkte und 57
(x6) Endpunkte, wobei zu berlcksichtigen ist, dass die Anfarbung kleinster
Dendriten mit der Zweitinjektion von lucifer yellow nicht so gut gelang wie mit
der rein retrograden TMRD-Farbung. Die Zellkérper waren grof3 und
imponierten Ubermafig, fast prall geflllt: 117,25 ym? (94,8-128,4 pm?). Sie
waren damit etwa 50% groRRer als die nicht microinjektiv behandelten Zellen
(84,7+£38,6 ym?). Die IPL-Dicke lag methodikbedingt im Schnitt 20 ym uber
derer von Netzhauten, die nicht fur die Microinjektion prapariert wurden, d.h. die
nicht mit feinen Filzteilchen um ein freies Fenster herum eingedeckelt wurden.
In diesem Zusammenhang ist auch die geringere dendritische Feldgrofie von
0,0080 mm? (0,0071-0,0092 mm?) zu sehen, was ziemlich genau der Halfte
der mittleren Feldgrofie der im-d-RGZ entsprach (0,0156 mm?).

Die lucifer yellow markierten RGZ (Abbildung 11 und 12) brachten folglich keine

neuen Informationen fur die Auswertung, aber konsolidieren um so mehr die

gute Darstellung der RGZ durch die retrograde TMRD-Farbung.
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25 pm

Abbildung 11. Links: Vertikale Aufsicht einer retinalen Zebrafisch-Ganglienzelle, die mit
TMRD vorgefarbt und dann zusatzlich mit lucifer yellow microinjektiv gefillt wurde, um
anschlieBend wieder mithilfe der LSM-Software rekonstruiert werden zu konnen. Rechts:
Dargestellt ist eine andere, sehr dhnliche dm-im-d-RGZ, die durch manuelle Zeichnung
isoliert wurde und dadurch etwas detaillierter wirkt.

Abbildung 12. Horizontale Ansicht einer dm-im-d-RGZ, die in Abbildung 11 als Zeichnung
rechts dargestellt ist. Deutlich erkennbar ist die ungeordnete Verzweigung innerhalb der IPL
und die insgesamt groBere Schichtdicke der IPL als dies bei den eigentlich gleichen
intermediate-d-2-3 PD-Zellen in Abbildung 10 zu beobachten war.
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3.3.1.3 Small-d-RGZ

Innerhalb der Gruppe der diffus-verzweigten Neurone fanden sich regelmaliig
relativ kleine RGZ (n=18), die sich in mehreren Aspekten ihrer Morphologie von
den intermediate-d-RGZ mit 2-3 PD unterschieden.
Ihre Somata hatten eine mittlere Grofde von 63,9 ym? (£16,5 pm?) und waren
somit die zweitkleinsten der gefundenen Zellkérper. Sie erschienen in allen
Seitenansichten ausgesprochen rund und reichten nur selten fur wenige ym in
die IPL hinein. Ihr dendritisches Feld erreichte mit einer mittleren Ausdehnung
von 0,0098 mm? (£0,0043 mm?) nur etwa %; der Grole der intermediate-d-2-3-
PD-Zellen, war diesen aber im Bezug auf die Verzweigungsdichte sehr ahnlich.
Die Dendriten bildeten ein dichtes, in unserer Anfarbung varikositatenreiches
Netz und waren ebenfalls schirmartig auf die Netzhautperipherie gerichtet,
wobei das Axon den Zellkérper auf dem Gegenpol verliel3. In der Zahlung (n=6)
fanden sich durchschnittlich 50 dendritische Verzweigungs- und 56 Endpunkte.
Hohen Wiedererkennungswert erhielten die small-d-RGZ durch ihre
beiden unterschiedlich dicken Primardendriten. Das Soma bildete zu einem
sehr stark angelegten Primardendriten hin eine tropfenartige Eminenz, die sich
nach kurzer Verlaufsstrecke schnell weiterteilte. Der zweite Primardendrit war
meist auffallig schmaler ausgepragt und erganzte das schirmartige
Verzweigungsfeld des groRen PD seitwarts. Die small-d-RGZ (Abbildung 13)
wurden in der gesamten Retina gefunden, wobei auffallig war, dass das
dendritische Feld der Zellen um die Papille eher langlich-gestreckt als nur auf

die Peripherie gerichtet aussah.
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25 pm
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Abbildung 13. Oben und links mehrere
small-d-RGZ mit charakteristischem
Soma und dendritischem Baum. Die
seitliche Ansicht im Bild unten
entspricht der dariber liegenden,
gezeichneten Zelle. Die Dendriten finden
ein  weit und diffus verzweigtes
dendritisches Ende in der IPL, welches
immer der Netzhautperipherie
zugewandt ist. Auf allen Abbildungen ist
die typische Ungleichheit der beiden
Primardendriten deutlich sichtbar. Die
MaBstabe sind im Bild als Balken
angegeben; die Axone sind jeweils
durch einen kleinen Pfeil
gekennzeichnet.
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3.3.1.4 Intermediate-d-RGZ mit 4-5 Primardendriten

Eine weitere Untergruppe der diffusen RGZ bilden Neurone, die insgesamt
seltener (n=6) vollstandig gefunden wurden als die vorigen diffusen retinalen
Ganglienzellen.

Ihre Somata waren mit durchschnittlich 90,4 um? (£20,7um?) mittelgro® und
liefen tropfenférmig auf die Netzhautperipherie zu. Es gingen mindestens vier
Primardendriten ab, die dann in der Aufsicht eine schirmartige, sehr dichte
varikositatenreiche  Verzweigung bildeten (>100 Verzweigungspunkte).
Typischerweise stellte auf jeder Seite des Zellkdrpers je ein Primardendrit die
Begrenzung des Feldes, das mit einer mittleren Grofle von 0,0120 mm?
(£0,0019mm?) im Vergleich zur SomagréRe und zu den anderen d-RGZ eher

klein war. In der Seitenansicht imponierte der dendritische Baum oft

leuchterartig verzweigt.

Abbildung 14. Drei Darstellungen von intermediate-d-RGZ mit 4-5 Primardendriten. Die
Seitenansicht unten entspricht hierbei der Original-LSM-Aufnahme im Bild links-oben.
Das mittelmaRig groBe Soma ist dabei auch im Vergleich zu mitgefarbten Zellkérpern in
der Umgebung gut aufgrund seiner Form zu unterscheiden. Rechts-oben: Das aus einem
Primardendriten abgehende Axon einer gezeuichneten Zelle stellt eine von den iiblichen
Axonabgangen abweichende, seltenere Variante dar.
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3.3.1.5 Intermediate-d- RGZ mit 3-4 PD

Zu der Gruppe der diffusen RGZ, die in das Tectum opticum projizieren,
gehorte auch eine Zellart, die selten (n=4) vollstandig gefarbt vorzufinden war
und sich von den anderen diffusen RGZ durch die Morphologie ihres
dendritischen Feldes abgrenzen liel3.

Ihre Somata und das dendritische Feld hatten in der TMRD-Farbung variable
Grollen (Soma: 65,7um?—143,5um?;, Dendrit. Feld: 0,0110mm3~0,0188mm?)
bei einem typischerweise linsenformigen Zellkdrper, von dem drei, teils auch
vier Primardendriten abgingen. Diese bildeten ein nicht auschlie3lich auf die
Peripherie gerichtetes, schirmartiges Verzweigungsmuster und verlieBen das

Soma an zwei sich gegenuberliegenden Polen (Abbildung 15). Sie waren in

ihren Endungen varikositatenreich und dicht verzweigt. Diese RGZ lagen in
ihren Verzweigungs- (61-85) und Endpunkten (69-101) im Mittelfeld der
diffusen RGZ.

Abbildung 15. Oben: Verschiedene nicht schirmartige intermediate-diffuse RGZ mit 3-4
PD in der Ansicht von vertikal; Unten: In horizontaler Ansicht der in der IPL diffus-
stratifizierte dendritische Baum der RGZ links oben.
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3.3.2 Mono-stratifizierte RGZ (m-RGZ)

Die mono-stratifizierenden Zellen zeichnen sich durch eine einzelne planare
Verzweigungsebene ihrer Dendriten innerhalb der IPL aus.

Es fanden sich dabei sowohl Zellen, die in S1 und S2 (a/OFF-Zone)
stratifizierten, als auch RGZ, die in S5 der IPL (b/ON-Zone) ihre Laminierung
hatten. Sie wurden nach der Ausdehnung ihres dendritischen Feldes in drei
Untergruppen klassifiziert (medium und large a bzw. b), wobei sie alle deutlich
groldere Arborisierungen ausbilden als sie unter den diffusen-RGZ zu finden
waren.

In allen verwendeten Netzhauten waren im Vergleich zu den diffusen-RGZ nur
selten monostratifizierte Zellen angefarbt, insgesamt wurden 17 mono-RGZ

(~20%) in die Auswertung aufgenommen.

3.3.2.1 Large-m-a-RGZ

Unter samtlichen tectopetalen RGZ waren diese monostratifizierten RGZ (n=10)
im Bezug auf die Vermessungsparameter die grofiten Zellen.

Ihre Zellkorper erschienen in der Aufsicht rund, in der Seitenansicht aber
deutlich langer (eiférmig) als die anderen RGZ; die Relation von Lange / Breite
des Somas betrug 21,3um / 13,9um also ziemlich genau 1,5/ 1. Damit reichten
sie weit in die IPL, teilweise bis an die Grenze von S2. Sie kommen trotz der im
Vergleich zur Seitenansicht kleineren Aufsicht auf eine mittlere Grof3e von
141,3 pym? (33,3 pm?). Die zwei bis drei abgehenden Primardendriten wiesen
immer einen leichten Unterschied in der Abgangsstarke auf und zogen
verzweigungsfrei in kurzem Verlauf in ihre Laminierungen S2 und S1. Dort
bildete sich ein, im Vergleich zu den d-RGZ, weniger dicht ausgepragtes
dendritisches Feld mit sehr langem Verlauf der Primar- und Sekundardendriten
und grofltenteils auf die Peripherie orientierter schirmartiger Ausrichtung;
gelegentlich strebte ein kleiner Sekundardendrit aus dem Feld zentralwarts. Die
Arborisierung erreichte eine mediane Grof3e von 0,0638 mm? (£0,0248 mm?)
und durchschnittlich 90 (53-113) Verzweigungen und 104 (67-133) Endpunkte.
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Abbildung 16. Darstellungen der large-mono-stratifizierten RGZ mit sehr grofRen
dendritischen Feldern und Somata bei planaren Verzweigungen in S1 und S2 der IPL. Die
beiden Original LSM-Aufnahmen stammen von der selben large-m-RGZ.

Abbildung 17. Oben: Large-m-RGZ mit
sehr langen und gerade verlaufenden PD
und jeweils vom linken PD ausgehendem
kleinen Sekundardendriten, der nicht nach
peripher gerichtet ist. Die Abbildung soll
illustrieren, dass innerhalb einer Retina
sehr haufig isomorphe Ganglienzellen
gefunden wurden. Dieses Beispiel stellt
einen Ausschnitt aus dem sogenannten
»Zellmosaik®, hier durch die large-m-RGZ
gebildet, dar. Unten: Nochmals sichtbare,
weit die GCL iiberragende Somata in der
Seitenansicht mit eindeutig planaren

Verzweigungen auf Héhe von S1 im OFF-

Bereich der Zebrafisch-Retina.
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3.3.2.2 Large-m-b-RGZ

Unter den sehr selten gefundenen Zellen fanden sich zwei groRe RGZ, deren
Monostratifizierung am vitrealen Ende der IPL lag und eine der grofiten
gefundenen dendritischen Felder ausbildete. Diese Zellen (n=2) hatten grol3e,
runde Zellkorper (89,5+7,4um?) und dendritische Felder (0,0501+0,0157mm3),
die in S5 der IPL (b/ON) und auch auf Hoéhe der Ganglienzellschicht
gleichmaRig stratifizierten (siehe Abbildung 18).

Ihr dendritischer Baum verzweigte sich gleichmafig und wenig dicht Uber die

gesamte Flache.

Abbildung 18. Large-m-b-RGZ im Bild links
in Aufsicht, im Bild unten als Seitenansicht.
Die Dendriten sind gleichmaBig liber das
gesamte Verzweigungsfeld verteilt und
zeigen in der seitlichen Projektion eine
eindeutige Stratifizierung in der S$5-Schicht
der IPL (b/ON) bis leicht in die
Ganglienzellschicht (GCL) hinein.

Dicht dariiber verlaufen im Stratum
neurofibrosum die Axone der Ganglien-

zellen und ziehen Richtung Netzhaut-

zentrum zur Papilla nervi optici.
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3.3.2.3 Medium-m-a-RGZ

Die medium-m-a-RGZ (n=6) hatten neben der kleineren GréRe auch einen
anderen dendritischen Aufbau als die large-m-a-RGZ, jedoch war der Ubergang

zwischen den beiden Untergruppen nicht immer scharf getrennt und sofort

erkennbar.

Abbildung 19. Die medium-m-RGZ mit ihrem weit verzweigten und varikositidtenreichen
dendritischen Feld und dem ovoiden Soma, das in den beiden Abbildungen oben erkennbar
ist. Unten ist die Monostratifizierung bei S1 und S2 der Zelle oben-links dargestellt.

Ihre Somata waren im Mittel 104,6 mm? (£38,85 mm?) grold und lagen bezuglich
ihrer Ausdehnungen im Langsdurchmesser leicht Uber der Breite. Sie
uberragten die GCL praktisch nie in Richtung Stratum neurofibromatosum,
jedoch reichten sie, wie die Zellkdrper der large-m-a-RGZ, in die IPL hinein.
Man erkennt auf den ersten Blick vor allem einen starken Primardendriten, der
den Zellkdrper Uber den Axon-abgewandten Pol erreicht, nachdem er sich zu

einem schirmartigen dendritischen Feld aufteilt, das durchschnittlich 0,0386
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(x0,0106) mm? hatte. Teilweise gab es noch einen kleineren Primardendriten,
der das Soma seitlich verlie®. Die Dendriten bildeten ein mittelmallig dichtes
Netz und haben an den Endasten disseminierte Varikositaten. In der Zahlung

ergaben sich durchschnittlich 67 Verzweigungs- und 78 Endpunkte.

3.3.3 Bi-stratifizierte RGZ

Diese Gruppe enthalt die am seltensten gefundenen Zellen (n=4;~5%). Sie
hatten in ihrer Arborisierung der IPL zwei voneinander getrennte Laminierungen
(medium-bi-a/b-RGZ).

Ihre Somata waren klein mit durchschnittlich 47,3 ym? (42,0-52,6um?) und
zeigten sich in allen Ansichten kreisrund. Sie hatten zwei Primardendriten von
ungefahr gleicher GroRe und bildeten ein rund-ovales Verzweigungsnetz.
Dendritische Ubergénge aus der ersten in die zweite Laminierung gab es an
vielen Stellen (10-16), wobei es jeweils an zwei Stellen auch zu einer Rickkehr
der Dendriten in ihre Ausgangsschicht mit dortiger Endverzweigung gekommen
ist. Die Ausmalle des dendritischen Feldes waren sehr inkonstant und
erreichten 0,0191 mm?, 0,0367 mm? und 0,0691 mm?2. Aus den Zahlungen der
Verzweigungs- und Endpunkte wurde ersichtlich, dass sich die beiden
Arborisierungsebenen in ihrer Dichte sehr ahnlich waren, wobei sich pro Zelle
insgesamt in beiden Parametern jeweils um oder etwas uber 100 Punkte finden
lieBen.

Die eine Laminierung lag in der Einteilung nach Connaughton und Nelson
(2000) in der ON-Neuronen-Schicht, an der Grenze von S4-S5 (b-Zone), von
wo sie viele Verbindungsaste in die zweite Laminierung gab, welche hingegen
ausschlielich im OFF-Neuron-Bereich (a-Zone) der IPL lag.

In Tabelle 1 (S. 44) werden die beiden Stratifizierungen mit S4/S5 und S1/S2
bezeichnet, da die Laminierungen jeweils die Grenze zwischen den beiden

skleralen und vitrealen Randschichten der IPL Gberlappten (Abbildung 22).
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Abbildung 20. Medium-bi-stratifizierte RGZ im Original-LSM-Bild als Auf- und
Seitenansicht oben-links und in der Mitte zu sehen; unten die bi-Stratifizierte RGZ aus
dem Original-Bild von oben-rechts, jedoch mit gesondert gezeichneten Laminierungen
und Kennzeichnungen (kleine Pfeile in der ersten Laminierung links) von Dendriten, die
in die zweite Verzweigungsschicht (rechts) iibergehen. Mit dem gréReren Pfeil ist das
abgehende Axon markiert.
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3.3.4 Nicht-klassifizierte Ganglienzellen

Die bisher beschriebenen Zellen wurden jeweils in verschiedenen
Versuchsansatzen und Netzhauten gefunden und waren damit reproduzierbar.
Eine vollstandige Erfassung aller RGZ mit tektopetaler Projektion ist hiermit
jedoch nicht notwendigerweise gewahrleistet, da die Mdglichkeit besteht, dass
einzelne Zelltypen aufgrund ihrer Seltenheit oder anderer Eigenschaften nicht
gefarbt bzw. gefunden werden konnten. Als Indiz dafur konnen Zellen (n=4)
angesehen werden, die nur in jeweils einer einzigen der 120 praparierten
Netzhaute vollstandig angefarbt waren.

So genannte displaced GZ, die mit ihrem Soma in der INL liegen, konnten nicht
gefunden werden, sodass alle beschriebenen RGZ orthotop waren. Bei zwei

RGZ entsprang das Axon aus einem Primardendriten (siehe Abbildung 14).

Dendritische Verzweigungsparameter

Anzahl
120

. S
—o

60 - ':f,i —e— Verzweigungspunkte
. —#— Endpunkte

6\\)@ Zelltypen

Abbildung 21. Graphische Darstellung der Verzweigung- und Endpunkte, nach Zelltypen
und Anzahl gegliedert. Die gekennzeichneten Einzelwerte entsprechen den Mittelwerten
aus allen gezeichneten und somit hierfiir erfassbaren RGZ einer Zellart.
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Tabelle 1. Morphologische Daten tektopetaler RGZ beim Zebrafisch.

Soma Dendritic Dendritic Dendritic Mangrum  No.
Ganglion area field area arborization Branching: et al. of
cell type (MmM?) (mm?2) level(s) in IPL  Stratified/diffuse  cell type  cells
intermediate- 84,7 0,0199 S1-S85 Diffuse VI 32
d- 2-3PD +38,6 +0,0107 (V1)
intermediate- 90,4 0,0120 S1-S5 Diffuse - 6

d-4-5PD 20,7 +0,0019

small-d 63,9 0,0098 S1-S85 Diffuse - 18
16,5 +0,0043

Intermediate  110,4 0,0144 S1-S85 Diffuse - 4
-d-3-4 PD 57,5 +0,0034

medium- 104,6 0,0386 S1+S2 Monostratified 1] 6
mono-a +38,9 +0,0106

large- 141,3 0,0638 S1+ 82 Monostratified Il 10
mono-a 33,3 10,0248

large- 89,5 0,0501 S5 Monostratified I 2
mono-b 7,4 +0,0157
medium-bi- 47,3 0,0445 ~S2 Bistratified X 4
alb 5,3 10,0254 and S4/S5
Not classified 4
Total 86
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Abbildung 22. Schematisierte Darstellung der Stratifizierungen tectopetaler Ganglien-
zellen in S1-S5 der IPL nach Ramon y Cajal (1892) mit Angabe der GZ-Typ-
Bezeichnungen nach Mangrum et al. (2002) in Klammern. (GCL=Ganglienzellschicht,
IPL=Innere plexiforme Schicht).
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4. Diskussion

Der Zebrafisch ist ein genetischer Modellorganismus und bietet zusatzlich viele
Vorteile in der Entwicklungsforschung. So sind in den letzten Jahren vor allem
die Netzhautbildung und die axonale Projektion der retinalen Ganglienzellen
(RGZ) in das Interesse der Genetik- und Entwicklungsforschung geraten, nicht

zuletzt deshalb, weil sie sehr friih beobachtbar sind.

Die meisten Axone der retinalen Ganglienzellen ziehen ins Tectum opticum,
welches bei Zebrafischen sehr grol} angelegt ist. Die RGZ wurden uber diese
Axone mittels iontophoretischer Injektion von Fluoreszenzfarbstoffen in das
Tectum opticum retrograd angefarbt.

Dabei fanden sich insgesamt sieben verschiedene Ganglienzelltypen, die Uber
rein morphologische Kriterien definiert wurden. In der Klassifikation dieser
Zellen wurden je nach Stratifizierung des dendritischen Baumes in der inneren
plexiformen Schicht (IPL) die diffus-, mono- bzw. die bi- stratifizierten Zellen
unterschieden und als Hauptgruppen festgelegt. Sie wurden weiter Uber ihre
GroRe und das Verzweigungsmuster mit den Abgangen der Primardendriten in

verschiedene Untergruppen unterteilt, wie es in Tabelle 1 dargestellt wurde.
Damit werden die ersten Darstellungen einzelner retinaler Ganglienzellen beim

Zebrafisch von Mangrum et al. (2002) weitergefuhrt und um die axonalen

Projektionen einzelner RGZ erganzt.
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4.1 Methodendiskussion

Viele der bisherigen Arbeiten in der RGZ-Morphologie basierten auf
Horseradish peroxidase- und neuerdings auch auf Dil-gefarbten Zellen. Hier
kam hingegen die im Labor an anderen Spezies schon etablierte Methode der
TMRD-Injektion zum Einsatz.

Diese Technik erforderte durch die lange Dauer des retrograden Tracer-
Transports und der damit verbundenen Inkubationszeit (48h) eine Optimierung
aller manipulativen Eingriffe am lebenden Gewebe. Es zeigte sich eine hdhere
Vulnerabilitdt des ektodermalen Zebrafischgewebes als dies von z.B.
Reptiliengewebe bekannt ist. Da sowohl die inkubierten Augenkelche/ Retinae
als auch die Gehirne ausgewertet wurden und die Vitalitat der RGZ sich als
entscheidend erwies, kommen den Einfluss- und StorgroRen der einzelnen

Versuchsschritte grof3e Bedeutung zu.

4.1.1 Einflusse bei der Haltung, Praparation, Injektion und

Inkubation

Fir die Widerstandsfahigkeit gegen Anderungen der duReren Bedingungen und
fur die Vitalitat der Knochenfische sollte bei der Aufzucht der Tiere genau auf
ein gleich bleibendes Lichtklima geachtet werden. So fand man nicht nur eine
embryonale Beeinflussung von Kérperwachstum und Geschlechtsreife durch
Variation der Lichtintensitat und Beleuchtungsdauer (Hamdorf, 1960; Eisler,
1961), sondern auch eine Stérung der Temperaturtoleranz bei variierender
Photoperiodik (Hoar & Robertson, 1959). Fir die Zebrafische war deshalb eine
12h/ 12h- Hell-Dunkel-Periodik vorgegeben.

Die Lage der Temperaturoptima wird auf3erdem von Sauerstoffgehalt, ph-Wert

und der Konzentration verschiedener organischer und anorganischer Stoffe
beeinflusst. In vivo rechnet man auf eine Anderung der Temperatur von 10°C

eine Verdoppelung der Stoffwechselrate. Das Temperaturoptimum flr
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Zebrafische lag bei 23-27°C. Plotzliche Temperaturschwankungen, wie sie im
Labor haufig beim Umsetzen in ein anderes Medium vorkommen, erhdhten
unter anderem die Anfalligkeit des Gewebes auf Keimbesiedlung und forderten
so die Zellschadigung (Schlotfeld, 1985). Daher sollten die Medien vor der
Umflutung des Gewebes akklimatisiert werden, bzw. bei der hier erwlnschten
Abkuhlung, dies moglichst langsam geschehen. Es konnte vermutet werden,
dass eine Erniedrigung der Inkubationstemperatur einen langsameren axonalen
Farbstofftransport verursacht, doch hatte die Temperatur keinen wesentlichen
Einfluss auf die Transportrate des TMRD (im Versuch getesteter Bereich: 9-
20°C). Dafur kam es bei niedrigen Temperaturen (9°C) zu einem besseren
Gewebeerhalt; nicht zuletzt durch sehr viel ungunstigere

Keimwachstumsbedingungen.

Fir die Versorgung des Inkubationsmediums mit Sauerstoff gilt aulerdem zu
berucksichtigen, dass die Loslichkeit von Gasen in Wasser mit zunehmender
Temperatur abnimmt. In diesem Sinne sollte auch darauf geachtet werden,
dass das Verhaltnis Oberflache/ Gesamtmenge des Mediums zugunsten der
Oberflache gewahlt wird, um das Praparat, bewegt durch das Rutteln wahrend
der Inkubation, auch in minder belufteten Randlagen der Petrischale gut

versorgen zu kdnnen.

Da die iontophoretische Injektion des TMRD mindestens 10 min in Anspruch

nahm, musste auch hier eine Erwarmung des Mediums vermieden werden. Fur
die gezielte, minimal-traumatische Penetration des Gehirns mit der Kapillare
wird an Saugetieren vorsichtig die Dura aufprapariert, um einen Widerstand und
ein damit verbundenes plotzliches, relativ unkontrolliertes Durchdringen des
Parenchyms zu vermeiden. Beim Zebrafisch ist das ZNS durch eine primitive
meningeale Membran, der Meninx primitiva, geschitzt. Da dieses Hautchen
nicht praparabel war, wurde unter mikroskopischer Aufsicht das
Penetrationsmoment vorsichtig und langsam geflihrt. Dieser Vorgang wurde
durch ein temporares Ablassen des Mediums deutlich erleichtert. Es ergab sich

fur diesen Versuch ein optimaler Innendurchmesser der Injektionsspitze von
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5-10pm, womit einerseits die Gefahr einer Verdinnung des Farbstoffs an der
Spitze mit Medienflissigkeit durch Kapillarkraft und andererseits eine

Verstopfung in Flussrichtung vermieden werden konnte.

4.1.2 Einflisse durch Farbstoffe und Anfarbungen

Durch die iontophoretische Applikationstechnik bietet sich der Vorteil einer
selektiven Begrenzung des Injektionsgebietes. Die verwendeten Dextrane mit
3000 MW haben im Vergleich zu anderen Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. hoher
molekulare 10000 MW Dextrane, oder dem klassischen Tracer horseradish
peroxidase) den Vorteil, dass sie von den Axonterminalen leichter endocytiert
werden und einem schnelleren axonalen Transport bzw. Diffusion unterliegen,
sowie eine starkere Fluoreszenz erreichen (Richmond et al., 1994). Man muss
davon ausgehen, dass sie in lebenden Zellen einem aktiven Transport
unterliegen, aber es zusatzlich eine rein diffusorische Komponente gibt, da die
axonale Weiterleitung experimentell durch Colchicin nicht vollstandig gehemmt
werden konnte (Fritzsch, 1993). Laut Hersteller (Molecular Probes®) ist fur
TMRD 3000 MW eine Diffusionsgeschwindigkeit von 2mm/h bei 22°C (Xenopus
laevis) anzunehmen, was in unseren Versuchen auch mit leichter Korrektur der
Dauer nach oben bestatigt werden konnte.

Die Dextrane haben atypische a-1,6-glykosidische Bindungen, die einen
intrazellularen Abbau durch Glykosidasen verhindern und den Farbstoff so ideal
fur den Transport in lebenden Zellen machen. Die Lysin-Seitengruppen des
verwendeten TMRD bedingen eine Konjugation des Tracers an umgebende
Biomolekule wahrend der Fixierung mit Paraformaldehyd. Die Golgi-ahnliche
Anfarbung ermdglicht dann eine vollstandige Darstellung der Somata und
dendritischen Fortsatze der RGZ. Hier gabe es noch die Madglichkeit einer
anschliellenden immunhistochemischen Detektierung des fixierten TMRD durch
Anti-Farbstoff-Antikdrper oder fluoreszierendem Streptovidin-Konjugat, was fur
die Darstellung von sehr feinen Dendriten oder Spinules von Vorteil sein

konnte.

49



Diskussion

Das fur die microinjektiven Versuche verwendete /lucifer yellow erforderte
wegen eines raschen Effluxes durch die Membrantraumatisierungen eine
schnelle digitale Aufarbeitung. Die Frage nach der Ursache der im Vergleich zur
TMRD-Farbung ungenugenden Ergebnisse ist wegen eines sicherlich
anzunehmenden multikausalen Zusammenhanges schwierig zu beantworten,
wobei der unter in vitro Bedingungen anhaltende Zellverfall und die zusatzlichen

Traumatisierungen grof3en Einfluss haben durften.

4.1.3 Einflisse der Bildgewinnung und Auswertung

Die Verwendung des confokalen Laser-Scan-Mikroskops erforderte eine
vorhergehende technische Optimierung des Systems auf die Grofle der
dendritischen Fortsatze und die Starke der Eigenfluoreszenz (z.B. nach
Sheppard und Shotten, 1997), um etwaige Verluste in der Bildaufldsung zu
vermeiden.

Die Erfassung der quantitativen Zellparameter wurde von einer Person
durchgefuhrt und an verschiedenen Tagen mehrmals wiederholt. Die genaue
morphologische Beschreibung retinaler Neurone unterliegt bisher keinen
internationalen Richtlinien. Sie wurde an verschiedenen Spezies von diversen
Autoren seit dem Beginn der confokalen Laser-Mikroskopie 1985 auf
unterschiedliche Art und Weise durchgefuhrt und erschwert haufig den
Vergleich von Methoden und Ergebnissen zwischen den veroffentlichten

Arbeiten (siehe unten den Abschnitt: IPL-Ausdehnung).

Die Auswertung basierte in dieser Arbeit auf rein morphologischen Kriterien der
somatischen und dendritischen Grolke und deren Verzweigungsmuster;
zusatzliche, korrelierende  elektrophysiologische und biochemische
Untersuchungen mit Schlussfolgerungen auf die Funktion der einzelnen RGZ
wurden inzwischen an einigen Vertebraten (z.B. bei der Katzenretina von Saito,
1983, Fukuda et al., 1984), aber nur wenigen Fischen mit Erfolg durchgefihrt
(z.B. beim Goldfisch Vallegra und Djamgoz, 1991); beim Zebrafisch begannen

in den letzten Jahren die Untersuchungen der Retina vor allem anhand der
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Bipolarzellen (Connaughton et al. 1999, Connaughton & Nelson 2000). So
werden die hier als diffus-, mono- oder bi-stratifiziert eingegliederten
Untergruppen der RGZ als Populationsfamilien aufgefasst, mit dem einzig
physiologischem Zusatz der Einteilung in OFF- und ON- Antworten der RGZ auf

Lichtreiz, je nachdem in welcher Schicht der IPL sie stratifizieren.

Die fur die Aussagen Uber einzelne Arborisierungstypen wichtige Erfassung der

IPL-Ausdehnung, wurde mittels computergestutzter Analyse einerseits auf den

Beginn dendritischer Verzweigungen und dem gleichbedeutenden vitrealen
Ende der INL und andererseits dem Eintritt der Dendriten in das GZ-Soma als
aulere Grenze festgelegt (wie bei Hitchcock und Easter, 1986). Es gilt hierbei
zu berucksichtigen, dass diese Definition in bisherigen Arbeiten unterschiedlich
gewahlt und angewandt wurde. So beziehen z.B. Cook und Sharma, 1995, das
Ende der IPL in der Wels-Retina (Ictalurus punctatus) auf die sichtbare unterste
Verzweigungsschicht der RGZ-Axone, bei Cook und Becker, 1991, und Cook et
al.,, 1992, wird hingegen im Sinne der Vermeidung groRerer anderer
methodikbedingter Fehler das vitreale Ende der IPL auf die Mittelebene der
GCL bezogen.

Die IPL des Zebrafisches war in unserem Versuch sehr dunn und maf3 5-18 ym.
Wegen dieser hohen relativen Variation und wegen den physiologischen
regionalen Unterschieden in der Netzhaut wurde sie fir jede RGZ einzeln
bestimmt, und es wurde versucht einen Zusammenhang von artifiziellem,
methodikbedingtem auf3erem Einfluss und der Dicke der IPL herzustellen. Die
Tatsache der ungefahren Vervierfachung der IPL-Dicke im Vergleich zur
,hormalen |IPL durch das spezielle Eindeckeln fir die Mikroinjektion mit
Filterpapier lasst vermuten, dass es sich hierbei um eine GroRe handelt, die bei
der Zebrafischnetzhaut einer methodikbedingten Variabilitat unterliegt. Es ware
deshalb sinnvoll, eine Methode zu etablieren, die sich an der Dicke der IPL in
der unbehandelten Zebrafischnetzhaut orientiert und gleichzeitig leichte, aber

zuféllige Anderungen der Retinaausdehnungen in Flache und Tiefe, wie sie z.B.
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beim Eindeckeln oder auch mit Variation der Einstellung von osmotischen
Umgebung und Temperatur entstehen, verhindert.

Hier schien die Retina der Zebrafische insgesamt empfindlicher zu sein, als
dies z.B. von Reptilien bekannt ist (Ott und Belintanni-Guardia, 2002). In der
Arbeit von Mangrum et al., 2002, wurden die trocknungsbedingten
Verziehungen der Retina, die regional verschieden stark ausgepragt waren, an
der Oberflache vermessen und als durchschnittliche Prozentzahl in die anderen
Werte mit eingerechnet; bei Hitchcook und Easter, 1986, wurde eine mittlere
Schrumpfung um 20% hingegen nicht eingerechnet. Unklar bleibt letztlich wie
stark diese Verkleinerungen und Dehnungen der Netzhaut Einfluss auf die
relativen Grollen der einzelnen Schichten und auf die Ausdehnung des

dendritischen Feldes nehmen.

Die manuelle Abzeichnung und Re-Digitalisierung der RGZ ermoglichte eine

klarere Darstellung der RGZ-Morphologie, da dadurch eine Isolierung einzelner
Zellen von ihrer Umgebung entstand. Durch die fur die manuelle Abzeichnung
bendtigten starken VergroRerungen lieRen sich auch kleine dendritische
Fortsatze erfassen, womit die Ganglienzellen einer verwertbaren
Quantifizierung der dendritischen Verzweigungen und Endpunkte zuganglich
wurden. Diese fur die Zelldifferenzierung wichtigen Strukturen waren aus den
TMRD-gefarbten Originalaufnahmen oft nur sehr schwer zu erfassen. Daher
waren die gezeichneten Ganglienzellen sowohl fir eine Ubersichtlichere

Darstellung als auch fur die Auswertung von Nutzen.
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4.2 Tectopetale RGZ im Vergleich zu bisher beschriebenen

retinalen Ganglienzellen des Zebrafisches

Um dem Status des genetischen Modellorganismus gerecht zu werden,
konzentrierten sich in den letzten Jahren viele der Arbeiten am Zebrafisch auf
die Entwicklung des Auges bzw. der Retina und auf deren genetische
Beeinflussung durch Beobachtung von bestimmten Mutationen (z.B. Burill and
Easter, 1994, Fadool et al., 1997, Malicki et al., 1996). Die RGZ sind dabei
unter den ersten sich differenzierenden und Synapsen bildenden Neurone im
ZNS (Schmitt & Dowling, 1999).

Die erste Arbeit, die sich an einer morphologischen Beschreibung der RGZ
beim Zebrafisch und deren Verteilungsmuster versucht, stammt von Mangrum
et al. , 2002, und basiert auf Dil-gefarbten Zellen. Der Farbstoff wurde auf den
geschnittenen Nervus opticus aufgebracht, um so eine (modglichst) vollstandige
Erfassung aller RGZ durch retrograden axonalen Transport zu erreichen. Es
wurden dabei 11 verschiedene GZ-Typen Uber rein morphologische Kriterien
beschrieben. Nur etwa die Halfte der RGZ aus unseren kernspezifischen

Injektionen lieRen sich den Typen von Mangrum et al. zuordnen:

Die RGZ mit der groten Ausdehnung hatten stets eine dunne
Monostratifizierung. Die large-m-a-RGZ stratifizierten mit ihren 2-3 starken
Primardendriten hierbei in S1 und S2 (OFF) und bildeten ein nicht sehr dichtes
Verzweigungsnetz. Damit waren sie den Typen I|-Zellen in der Aufsicht sehr

ahnlich, diese laminieren jedoch in S5 der IPL. Eine groBe Ubereinstimmung
bestand deshalb nur zu den Typ II-Zellen nach Mangrum et al., obwohl fur diese

von den Autoren nur ein starker Primardendrit beschrieben wurde.

Die large-mono-b-RGZ waren in ihrer Morphologie den Typ I-Zellen von
Mangrum et al. sehr ahnlich. Bezuglich der Grof3e ihrer Somata und
dendritischen Felder lagen sie unter den groRten gefundenen GZ und hatten
eine sehr typische planare Stratifizierung in S5 der IPL bis hinein in die
Ganglienzellschicht (GCL).
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Bei den medium-m-a-RGZ zeigte sich eine groRe strukturelle Ubereinstimmung
mit den Typ lllI-Zellen, da sie ein schirmartig orientiertes, dichtes dendritisches

Feld auf der Basis eines starken PD hatten und in S1-S2 (OFF) laminierten.

Die bistratifizierten a/b-RGZ waren selten gefundene Zellen und hatten kleine,

runde Somata und zwei dichte, ungefahr gleich varikositatenreiche dendritische
Felder, die Uber sehr dinne Verbindungsaste aus der ersten Schicht (a=S5-S4=
ON) in die zweite (b=0OFF,~S2) gebildet wurden. Damit entsprachen sie den

Typ X-Zellen von Mangrum et al..

Unter den diffusen RGZ war der Vergleich etwas schwieriger, da bei

Stratifizierungen, die Uber drei oder mehr IPL-Schichten reichten, eine genaue
Zuordnung zu den Schichten nicht immer klar moglich war und so der Vergleich
zwischen den Arbeiten mit gro3er Sorgfalt anzugehen war.

Als haufigste der registrierten diffusen RGZ waren die intermediate-d-RGZ mit
2-3 PD mit ihrem schirmartig dicht verzweigten dendritischen Feld den Typ VII-
Zellen sehr ahnlich. Auch sie imponierten in der Seitenansicht dicht und diffus
uber alle IPL-Schichten verzweigt.

Durch die in diese Gruppe gehdrenden doppelt-markierten Zellen stellte sich
auch die Uberlegung einer Ahnlichkeit zu den Typ VIlII-Zellen von Mangrum et
al., da sie wie die Typ VIlII-Zellen eine ungewdhnliche Relation von dendritischer
FeldgroRe (klein) zu Soma (groR) hatten. Diese Ahnlichkeit ist letztlich aber
nicht zu halten, da die besagte Relation in unserer Arbeit ihre Ursache wie

vorab beschrieben in der praparatorischen Bearbeitung des Gewebes hatte.
Fir einen Bezug auf die small-d-RGZ und die intermediate-d-RGZ mit 4-5 PD

fand sich kein passender Zelltyp bei Mangrum et al.. Ebenso fand sich fur die
intermediate-d-RGZ mit 3-4 PD kein Korrelat.
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4.3 Vergleich zu anderen Knochen-Fischen und Vertebraten

Fur die vergleichende Einordnung der RGZ des Zebrafisches werden im
folgenden Ahnlichkeiten mit schon beschriebenen Zellen von verwandten
Spezies dargestellt. Daflr war es notwendig, bei den friiheren Publikationen zu
retinalen Ganglienzellen bei Fischen auch Arbeiten aus den achtziger und
neunziger Jahren zu verwenden, da es in den letzten beiden Dekaden zu den
einzelnen Spezies nur sehr wenige und haufig aufeinander aufbauende
Publikationen gegeben hat. Durch den enormen technischen Fortschritt in der
Bildgewinnung und computergestutzten Rekonstruktion sind in der
Neuroanatomie inzwischen genauere Darstellungen und Aussagen moglich
geworden — daher sollte bei den Vergleichen zwischen den Verdffentlichungen
auf diesen wichtigen Unterschied in der Methodik geachtet werden. Dunn-
Meynell und Sharma benutzten 1986 fur die Auswertung der IPL-
Stratifizierungen noch transversale histologische Schnitte, da ihnen kein Laser-
Scan-Mikroskop mit der Madglichkeit der 3D-Rekonstruktion zur Verflgung
stand. Durch dieses frihere Verfahren konnte es bei schematisierten
Darstellungen der genauen Somaform oder der Verzweigungen innerhalb der
IPL zu leichten Unterschieden in der Vollstandigkeit der wiedergegebenen
Zellen kommen. Dies erschwerte den Vergleich zu den retinalen
Ganglienzellen, vor allem wenn die dazu passenden Beschreibungen kurzer
gehalten wurden als dies inzwischen notwendig ware. Bei der von vielen
Autoren gerne zitierten Veroffentlichung zu RGZ beim Goldfisch von Hitchcock
und Easter, Jr. (1986) finden sich zu manchen der klassifizierten Zellen keine
Abbildungen, wodurch es bei den teils sehr ahnlichen Beschreibungen fur den
fremden Betrachter zu Uberschneidungen unter den einzelnen Zelltypen
kommen kann.

Diese Schwierigkeiten bei der Suche nach korrespondierenden Zellen wird
durch die friher vorwiegend verwendete Horseradish-peroxidase-Farbung
zusatzlich erschwert, da diese teilweise zu schwer abgrenzbaren,

unvollstandigen Anfarbungen fuhrte.
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Diskussion

Wie es unter anderem bei der Katze, dem Karpfen und dem Goldfisch
(Famiglietti & Kolb, 1976, Famiglietti et al., 1977, Vallegra & Djamgoz, 1991)
gezeigt werden konnte, hatten auch beim Zebrafisch die in den OFF- Schichten

S1-S2 monostratifizierenden RGZ die grofdten dendritischen Felder. Von diesen

monostratifizieten RGZ (m-RGZ) konnten hier zwei Typen unterschieden
werden: die large-m-a-RGZ und die medium-m-a-RGZ. Die Grolle der
Zellkorper und dendritischen Felder lag stets weit Uber dem Durchschnitt der
diffusen RGZ. Beide Zellarten laminieren in den OFF-Schichten S1 und S2 am
skleralen Rand der IPL. lhre Dendriten waren mit relativ vielen Varikositaten
versehen. Im Bezug auf diese morphologischen Daten lieRen sich nur zu den
large-m-RGZ ahnliche Zellen beim Goldfisch (Hitchcock & Easter, 1986, Cook
et al., 1992) und beim Wels, Ictalurus punctatus, (Cook & Sharma, 1995, Dunn-
Meynell & Sharma, 1986) finden, wo sie als 1.2.- und large-outer-stratified-
Ganglienzellen bzw. a4- und G1-Ganglienzellen beschrieben wurden.

Die large-m-b-RGZ zahlten mit den large-m-a-RGZ zu den beiden grofiten
Zelltypen und wurden in dieser Arbeit nur sehr selten gefunden. Sie
stratifizierten in S5 der IPL und auf Hohe der GCL, bei einer gleichmaRigen
Verteilung ihres dendritischen Feldes. Auch diese monostratifizierten Zellen
sind bei anderen Fischen beschrieben, so z.B. beim Goldfisch als 1.1- und
inner-alpha Zellen (Hitchcock & Easter, 1986, Cook et al., 1992) oder beim
Wels als G2- und a; —Zellen (Dunn-Meynell & Sharma, 1986, Cook & Sharma,
1995).

Zu den medium-bistratifizierten Zellen, deren beide untereinander ahnlichen
Laminierungen in der ON- (a,~S2) und OFF-Schicht (b,S4/5) der IPL lagen und

ein dichtes, rund-ovales Verzweigungsnetz hatten, fanden sich beim Goldfisch

und Wels, Ictalurus punctatus, sehr ahnliche retinale Ganglienzellen, die als
2.3.- und aag-Ganglienzellen (Hitchcock & Easter, 1986, Cook und Sharma,
1995, Goldfisch) und G3-Zellen (Dunn-Meynell & Sharma, 1986, Wels)
klassifiziert wurden. Sie waren in anderen Arbeiten jedoch prozentual deutlich
haufiger gefarbt und identifiziert worden als dies bei den tectopetalen RGZ beim

Zebrafisch moglich war.
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Diskussion

Unter den diffusen (S1-S5) RGZ beim Zebrafisch wurden bei verwandten
Knochenfischen nur Reprasentanten der intermediate-d-RGZ mit 2-3 PD und
der intermediate-d-RGZ mit 4-5 PD beschrieben; dem Bild der small-d-RGZ mit

einem abgehenden PD und der charakteristischen, leicht geschwungenen

Somaform und den im-d-RGZ mit 3-4 PD fanden sich hingegen keine klaren
Korrelate in der eingesehenen Literatur.

Die stets am haufigsten gefundenen im-d-RGZ mit 2-3 PD mit dem auf die
Peripherie gerichteten dendritischen Feld, welches sich Uber die gesamte IPL in
dicht stehenden Verzweigungen ausspannte, entsprachen dabei am ehesten
den S2-GZ beim Wels, Ictalurus punctatus (Dunn-Meynell & Sharma, 1986) und
beim Goldfisch (Hitchcock & Easter, 1986) den 4.3.-GZ. Von diesen 4.3.-GZ
gibt es allerdings in der Publikation keine Abbildungen und da in der
Beschreibung der Typ 4 Zellen 2-5 Primardendriten als gangig betrachtet
wurden, war hier eine genaue Differenzierung zu den im-d-RGZ mit 4-5 PD
nicht moglich. Diese Zellen entsprachen nach den Beschreibungen aber am
ehesten den 4.2.-GZ bei Goldfisch (Hitchcock & Easter, 1986) — diese hatten
auch ein tropfenférmiges Soma mit beidseits und an der Spitze abgehenden
Primardendriten, die sich dann auf der dem Axon abgewandten Seite
verzweigen und einen sehr dicht stehenden, in der Seitenansicht

leuchterartigen dendritischen Baum bilden.
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Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Der Zebrafisch ist in den letzten Jahren zunehmend in den Mittelpunkt der Genetik und
Entwicklungsforschung gerickt. Die gute Sichtbarkeit seiner neuronalen Strukturen machten ihn
auch flr die Untersuchung verschiedener Ganglienzellen (GZ) in der Retina interessant. In der
ersten Erfassung dieser Ganglienzellen wurden elf Zelltypen beschrieben und auf rein
morphologischer Basis unterscheiden.

Diese Arbeit konzentriert sich nun auf die Identifikation und Beschreibung von retinalen

Ganglienzellen, die axonale Projektionen in das Tectum opticum ausbilden.

Gruppen einzelner retinaler GZ wurden durch retrograden, axonalen Farbstofftransport aus
Injektionen von Tetramethylrhodamin-Dextran in unterschiedliche Stellen des Tectum opticum
angefarbt und digital mittels eines Laser-Scan-Mikroskops aufgearbeitet. Dabei wurden die
morphologischen Parameter der Zellkérper und der dendritischen Stratifizierungen innerhalb
der inneren plexiformen Schicht (IPL) fir jede Zelle beschrieben und jeweils durch mehrere
Abbildungen visualisiert. Insgesamt konnten acht verschiedene Arten tectopetaler retinaler
Ganglienzellen identifiziert werden, wovon sich funf Zelltypen in einer friheren Arbeit wieder
finden lielRen.

Unter den diffus-stratifizierenden Ganglienzellen, die deutlich kleinere dendritische Felder
hatten als die mono-stratifizierten GZ, waren die intermediate-diffus-GZ mit 2-3 Primardendriten
die am haufigsten gefarbten Zellen. Daneben fanden sich intermediate-Zellen mit 4-5
Primardendriten, small GZ und intermediate Ganglienzellen mit 3-4 PD, die alle diffuse
Stratifizierungen hatten und sich anhand ihrer GréRe und der Verzweigungsarten voneinander
unterscheiden lielen. Die sehr groen mono-stratifizierten GZ bildeten eine planare
dendritische Verzweigungsebene, entweder in den ersten beiden skleralen Schichten der IPL
(a/OFF) oder in der am weitesten vitreal gelegenen Schicht der IPL (b/ON), und lief3en sich in
medium-a-, large-a- und large-b-GZ unterteilen. Eine sehr selten gefarbte Zellart stellten die
bistratifizierenden GZ mit mittelgrolem dendritischen Feld und jeweils in den skleralen und

vitrealen Randschichten der IPL (a/b) gelegenen Stratifizierungen dar.

Die Untersuchungen beinhalten neben der morphologischen Beschreibung einzelner
Ganglienzellen beim Zebrafisch erstmals Angaben zu den Projektionsorten in das Tectum
opticum und liefern so die Grundlage fur die Erforschung von Effekten einzelner Gene auf die

strukturelle Bildung tectopetaler retinaler Ganglienzellen und deren axonaler Verbindungen.
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