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Zusammenfassung 

An der ersten Synapse des visuellen Systems, der Photorezeptor-Bandsynapse, werden die 

Lichtinformationen der Photorezeptoren (Stäbchen und Zapfen) auf Horizontalzellen und 

Bipolarzellen übertragen. Die Endfüßchen der Photorezeptoren enthalten spezialisierte 

Strukturen, sogenannte präsynaptische Proteinbänder, die von synaptischen Vesikeln umgeben 

sind und eine schnelle und anhaltende Ausschüttung des Neurotransmitters Glutamat 

ermöglichen. Während die Horizontalzellfortsätze und ON-Bipolarzelldendriten in das 

Photorezeptor-Endfüßchen invaginieren, bilden die OFF-Bipolarzelldendriten flache Kontakte 

an der Basis des Photorezeptor-Endfüßchens aus. Elektronenmikroskopische Studien haben 

gezeigt, dass die Horizontalzellfortsätze vor den ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-

Endfüßchen invaginieren. Die molekularen Mechanismen, die der Ausbildung der 

Photorezeptor-Bandsynapse während der frühen postnatalen Entwicklung zugrunde liegen, sind 

bislang jedoch nicht vollständig aufgeklärt. Um zu einem besseren Verständnis der 

Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse beizutragen, wurde in der vorliegenden 

Dissertation untersucht, welche Bedeutung die Horizontalzellen und das Zelladhäsionsmolekül 

N-Cadherin für diesen Prozess haben. 

Im Rahmen des ersten Projekts wurde die Rolle der Horizontalzellen für die Ausbildung der 

Stäbchen-Bandsynapse in der Mausretina untersucht. Dazu wurden die Horizontalzellen durch 

Diphtherietoxinrezeptor-vermittelten Zell-Knock-Out am postnatalen Tag 4 (P4)/P5 ablatiert 

und die Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse in Abwesenheit der Horizontalzellen 

elektronenmikroskopisch und immunhistochemisch verfolgt (P8, P11, P15, P21). Die 

Untersuchungen zeigten, dass in den Stäbchenterminalien der Horizontalzell-ablatierten Mäuse 

nicht nur die invaginierenden Horizontalzellfortsätze, sondern auch die invaginierenden ON-

Bipolarzelldendriten fehlten, was darauf hindeutet, dass die Horizontalzellen für die 

Invagination der ON-Bipolarzellen in das Stäbchen-Endfüßchen benötigt werden. Zudem 

wiesen die Stäbchenterminalien weniger und kürzere Proteinbänder auf und die Expression der 

postsynaptischen Proteine mGluR6 und GPR179 an den dendritischen Spitzen der ON-

Bipolarzellen war signifikant reduziert. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die 

Horizontalzellen für die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Stäbchen und ON-

Bipolarzellen unerlässlich sind. 

Das Ziel des zweiten Projekts war es, die Auswirkungen der frühen postnatalen Horizontalzell-

Ablation auf die Entwicklung der Zapfen und deren synaptischen Verbindungen mit den 



Zusammenfassung 

IV 

 

Bipolarzellen zu untersuchen. Immunhistochemische und elektronenmikroskopische Analysen 

zeigten, dass die Zapfen zunächst eine normale Morphologie aufwiesen und flache Kontakte 

mit OFF-Bipolarzellen, jedoch kaum invaginierende Kontakte mit ON-Bipolarzellen 

ausbildeten. In der adulten Retina wiesen die Zapfen dagegen verzweigte Axone mit 

zahlreichen Terminalien auf, in denen präsynaptische Proteinbänder enthalten waren. Darüber 

hinaus wuchsen Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzelldendriten in die äußere nukleäre 

Schicht aus und exprimierten Glutamatrezeptoren an der Basis der neu gebildeten 

Zapfenterminalien, was darauf hinweist, dass die adulten Zapfen in der Lage sind, neue 

Synapsen mit OFF-Bipolarzellen zu bilden. Im Gegensatz dazu verloren die Zapfen alle 

invaginierenden Kontakte mit ON-Bipolarzellen. Zusammengefasst lassen die Befunde darauf 

schließen, dass die Synapsenbildung und der -erhalt für flache und invaginierende Kontakte 

unterschiedlich reguliert wird. 

Im dritten Projekt wurde die Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-

Bandsynapse näher beleuchtet. Zunächst wurde die Expression von N-Cadherin in der 

Mausretina analysiert. Sowohl durch Einzelzell-PCR als auch Immunhistochemie konnte 

nachgewiesen werden, dass N-Cadherin in murinen Horizontalzellen exprimiert wird. Um 

herauszufinden, welche Bedeutung die N-Cadherin-Expression in Horizontalzellen für die 

Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse hat, wurden mithilfe des Cre/loxP-Systems 

konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Mäuse erzeugt. Dazu wurden N-cadflox-Mäuse mit Cx57-

Cre-Mäusen gekreuzt, sodass N-Cadherin in Horizontalzellen ausgeknockt wird. 

Unglücklicherweise wurden homozygote N-Cadherin-Knock-Out-Mäuse nicht geboren oder 

verstarben in den ersten Lebenstagen, weshalb die N-cadflox-Cx57-Cre-Mauslinie nicht dazu 

geeignet war, die Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse in Abwesenheit der N-Cadherin-

Expression in Horizontalzellen zu untersuchen. 
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Summary 

At the first synapse of the visual system, the photoreceptor ribbon synapse, photoreceptors (rods 

and cones) transfer light information to horizontal cells and bipolar cells. Photoreceptor 

terminals contain specialized structures, so-called presynaptic ribbons, which are surrounded 

by synaptic vesicles and enable a fast and sustained release of the neurotransmitter glutamate. 

While horizontal cell processes and ON bipolar cell dendrites invaginate into the photoreceptor 

terminal, OFF bipolar cell dendrites form flat contacts at the base of the photoreceptor terminal. 

Electron microscopic studies revealed that horizontal cell processes invaginate into the 

photoreceptor terminal prior to ON bipolar cell dendrites. However, the molecular mechanisms 

underlying the formation of the photoreceptor ribbon synapse during early postnatal 

development are not fully understood. To contribute to a better understanding of the 

development of the photoreceptor ribbon synapse, the present dissertation investigated the 

importance of horizontal cells and the cell adhesion molecule N-cadherin in this process. 

In the first project, the role of horizontal cells in the formation of the rod photoreceptor ribbon 

synapse in the mouse retina was studied. To this end, horizontal cells were ablated at postnatal 

day 4 (P4)/P5 via diphtheria toxin receptor-mediated cell knock-out and the development of the 

rod photoreceptor ribbon synapse in the absence of horizontal cells was monitored using 

electron microscopy and immunohistochemistry (P8, P11, P15, P21). The examinations showed 

that in rod terminals of horizontal cell-ablated mice, not only invaginating horizontal cell 

processes but also invaginating ON bipolar cell processes were lacking, suggesting that ON 

bipolar cells require horizontal cells for the invagination into the terminals of rod 

photoreceptors. Furthermore, rod terminals displayed fewer and shorter ribbons and the 

expression of postsynaptic proteins (mGluR6, GPR179) at the dendritic tips of ON bipolar cells 

was significantly reduced. These results demonstrate that horizontal cells are indispensable for 

the formation of synaptic contacts between rods and ON bipolar cells. 

The second project aimed to investigate the effects of early horizontal cell ablation on the 

development of cone photoreceptors and their synaptic connections with bipolar cells. 

Immunohistochemical and electron microscopic analyses revealed that cones initially exhibited 

a normal morphology and formed flat contacts with OFF bipolar cells, but hardly any 

invaginating contacts with ON bipolar cells. In the adult retina, however, cones displayed 

branched axons with numerous ribbon-containing terminals. Moreover, type 3a, type 3b and 

type 4 OFF bipolar cell dendrites sprouted into the outer nuclear layer and expressed glutamate 
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receptors at the base of newly formed cone terminals, suggesting that adult cones are able to 

establish new synapses with OFF bipolar cells. By contrast, cones lost all invaginating contacts 

with ON bipolar cells. Taken together, the findings indicate that synapse formation and 

maintenance and are differentially regulated for flat and invaginating contacts. 

In the third project, the role of N-cadherin in the development of the photoreceptor ribbon 

synapse was investigated. First, the expression of N-cadherin in the mouse retina was analyzed 

by single-cell PCR and immunohistochemistry revealing that N-cadherin is expressed in murine 

horizontal cells. To study the function of N-cadherin expression in horizontal cells for the 

formation of the photoreceptor ribbon synapse, conditional N-cadherin knock-out mice were 

generated with the help of the Cre/loxP system. For this purpose, N-cadflox mice were crossed 

with Cx57-Cre mice, so that N-cadherin is knocked out in horizontal cells. Unfortunately, 

homozygous N-cadherin knock-out mice were not born or died in the first days of life. Thus, 

the N-cadflox-Cx57-Cre mouse line was not suitable to investigate the formation of the 

photoreceptor ribbon synapse in the absence of N-cadherin expression in horizontal cells. 
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Abkürzungen 

 

°C Grad Celsius 

α2δ4 voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-4 

Abb. Abbildung 

AMD altersabhängige Makuladegeneration 

AMPA α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure 

bp Basenpaare 

bzw. beziehungsweise 

CaBP4 calcium binding protein 4 

CAST CAZ-associated structural protein 

Cav1.1 voltage-dependent calcium L-type channel subunit alpha-1F 

Cav1.4 voltage-dependent calcium L-type channel subunit alpha-2/delta-4 

CAZ Zytomatrix der aktiven Zone (engl.: cytomatrix of the active zone) 

Cdh2 N-Cadherin, Cadherin-2 

cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure (engl.: complementary 

deoxyribonucleic acid) 

ChAT Cholinacetyltransferase 

CNG durch zyklische Nukleotide gesteuert (engl. cyclic nucleotide-gated) 

CNGA3 cyclic nucleotide-gated cation channel alpha-3 

CNGB1 cyclic nucleotide-gated cation channel beta-1 

Cre Cre-Rekombinase 

Csen Calsenilin 

CtBP2 C-terminal binding protein 2 

Cx57 Connexin57 

d Tag (engl.: day) 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DNA Desoxyribonukleinsäure (engl.: deoxyribonucleic acid) 

DNase I Desoxyribonuklease I 

DTR Diptherietoxinrezeptor 

E embryonaler Tag 

ELFN1 extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type-III domain-containing 

protein 1 
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GABA γ-Aminobuttersäure (engl.: gamma-aminobutyric acid) 

GCL Ganglienzellschicht (engl.: ganglion cell layer)  

GluK Kainat-Glutamatrezeptor 

GluA AMPA-Glutamatrezeptor 

GRP179 G-Protein-gekoppelter Rezeptor 179 

h Stunde (engl: hour) 

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution 

HCN4 hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 

iGluR ionotroper Glutamatrezeptor 

INBL innere neuroblastische Schicht (engl. inner neuroblastic layer) 

INL innere nukleäre Schicht (engl.: inner nuclear layer) 

IPL innere plexiforme Schicht (engl.: inner plexiform layer) 

lat. lateinisch 

Lim1 LIM homeobox 1 

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µm Mikrometer 

µm2 Quadratmikrometer 

MAP2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2 

mg Milligramm 

mGluR6 metabotroper Glutamatrezeptor 6 

min Minute 

ml Milliliter 

mM millimolar 

mRNA Boten-Ribonukleinsäure (engl.: messenger ribonucleic acid) 

N-cad N-Cadherin, Cadherin-2 

nm Nanometer 

NGL-2 netrin-G2 ligand 

n.s. nicht signifikant 
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Oc1 one cut homeobox 1 

ONBL äußere neuroblastische Schicht (engl. outer neuroblastic layer) 

ONL äußere nukleäre Schicht (engl.: outer nuclear layer) 

OPL äußere plexiforme Schicht (engl.: outer plexiform layer) 

P postnataler Tag 

PB Phosphatpuffer (engl.: photosphate buffer) 

PBS Phosphat-gepufferte Salzlösung (engl.: phosphate buffered saline) 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction) 

pH negativ dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionen-Konzentration 

PKARIIβ regulatorische β-Untereinheit der Proteinkinase A 

PKCα α-Isoform der Proteinkinase C 

PlexA4 Plexin A4 
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PSD-95 postsynaptic density protein 95 

rd1 retinal degeneration 1 

RGC retinale Ganglienzelle (engl.: retinal ganglion cell) 
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rpm Umdrehungen pro Minute (engl.: revolutions per minute) 
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Sema6A Semaphorin 6A 

SV40 Simian-Virus 40 

SynCAM1 synaptisches Zelladhäsionsmolekül 1 (engl.: synaptic cell adhesion molecule 1) 

Tab. Tabelle 

U Enzymeinheit (engl.: unit) 
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v/v Volumen pro Volumen (engl.: volume per volume) 

w/v Gewicht pro Volumen (engl.: weight per volume) 
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1 Einleitung 

1.1 Die Säugetierretina 

1.1.1 Aufbau und Funktion der Retina 

Die Retina (Netzhaut) ist ein mehrschichtiges Nervengewebe, das die Innenseite des Auges 

auskleidet. Sie wandelt das Licht in ein elektrisches Signal um, verarbeitet die visuellen 

Informationen und leitet sie an das Gehirn weiter (Wässle 2004). In der Retina kommen fünf 

verschiedene neuronale Zellklassen vor: Photorezeptoren, Horizontalzellen, Bipolarzellen, 

Amakrinzellen und Ganglienzellen (Abb. 1). Die Somata dieser Zellen sind in drei nukleären 

Schichten angeordnet: der äußeren nukleären Schicht (ONL), der inneren nukleären Schicht 

(INL) und der Ganglienzellschicht (GCL). Die ONL beinhaltet die Zellkörper der 

Photorezeptoren, die INL umfasst die Zellkörper der Horizontalzellen, Bipolarzellen, 

Amakrinzellen und deplatzierten Ganglienzellen und die GCL enthält die Zellkörper der 

Ganglienzellen und deplatzierten Amakrinzellen. Zwischen diesen drei nukleären Schichten 

befinden sich zwei plexiforme Schichten: die äußere plexiforme Schicht (OPL) und die innere 

plexiforme Schicht (IPL). Während in der OPL die synaptischen Kontakte zwischen den 

Photorezeptorterminalien, Horizontalzellfortsätzen und Bipolarzelldendriten lokalisiert sind, 

befinden sich in der IPL die synaptischen Verbindungen zwischen den 

Bipolarzellaxonterminalien, Amakrinzellneuriten und Ganglienzelldendriten. Neben den 

neuronalen Zelltypen kommen in der Retina auch drei Gliazelltypen vor (Müllerzellen, 

Astrozyten und Mikroglia), die für die Aufrechterhaltung der retinalen Homöostase zuständig 

sind (Vecino et al. 2016). 

Die Säugetierretina ist invers aufgebaut, was bedeutet, dass das einfallende Licht zunächst alle 

retinalen Schichten passieren muss, bevor es auf die Photorezeptoren trifft. Die Photorezeptoren 

wandeln das Licht in ein neuronales Signal um und übertragen dieses in der OPL auf 

Bipolarzellen. Die Bipolarzellen leiten das Signal wiederum in der IPL an Ganglienzellen 

weiter. Über die Axone der Ganglienzellen, die den optischen Nerv bilden, wird die 

Informationen schließlich an die visuellen Zentren im Gehirn gesendet (Wässle 2004). Dieser 

vertikale Informationsfluss wird in der äußeren Retina durch Horizontalzellen und in der 

inneren Retina durch Amakrinzellen moduliert (Diamond 2017). 
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Säugetierretina. Die Retina besitzt fünf neuronale 

Zellklassen: Photorezeptoren (Stäbchen und Zapfen), Horizontalzellen, Bipolarzellen, Amakrinzellen 

und Ganglienzellen (RGC). Die Zellkörper der Neurone sind in drei nukleären Schichten angeordnet. In 

der äußeren nukleären Schicht (ONL) liegen die Zellkörper der Photorezeptoren, in der inneren 

nukleären Schicht (INL) befinden sich die Zellkörper der Horizontalzellen, Bipolarzellen, 

Amakrinzellen und deplatzierten Ganglienzellen und in der Ganglienzellschicht (GCL) sind die 

Zellkörper der Ganglienzellen und deplatzierten Amakrinzellen lokalisiert. Diese drei nukleären 

Schichten sind durch zwei plexiforme Schichten voneinander getrennt. Die äußere plexiforme Schicht 

(OPL) beinhaltet die Synapsen zwischen den Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen, 

wohingegen die innere plexiforme Schicht (IPL) die Synapsen zwischen den Bipolarzellen, 

Amakrinzellen und Ganglienzellen enthält (Euler et al. 2014). 

 

1.1.2 Entwicklung der Retina 

Die Retina entwickelt sich aus einem pseudostratifizierten Neuroepithel, das aus multipotenten 

retinalen Vorläuferzellen besteht. Aus diesen Vorläuferzellen gehen alle retinalen Neurone und 

die Müllerzellen hervor, wobei das Zellschicksal sowohl durch intrinsische als auch 

extrinsische Faktoren bestimmt wird (Livesey und Cepko 2001; Bassett und Wallace 2012). 

Die Reihenfolge, in der die retinalen Zellklassen geboren werden, ist in Vertebraten  
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weitgehend konserviert (Young 1985; La Vail et al. 1991; Prada et al. 1991; Rapaport et al. 

2004; Wong und Rapaport 2009). In der Maus findet die retinale Zellgenese zwischen E10 und 

P11 statt (Young 1985). Die ersten Zellen, die den Zellzyklus verlassen, sind die 

Ganglienzellen. Anschließend werden Horizontalzellen, Zapfen und Amakrinzellen gebildet. 

Stäbchen, Bipolarzellen und Müllerzellen werden zuletzt generiert (Abb. 2). 

 

 

Abbildung 2: Zeitlicher Verlauf der Zellgenese in der Mausretina. In der Maus beginnt die retinale 

Zellgenese an E10 mit der Geburt der Ganglienzellen. Danach verlassen die Horizontalzellen, Zapfen, 

Amakrinzellen und Stäbchen den Zellzyklus. Zum Schluss werden Stäbchen, Bipolarzellen und 

Müllerzellen generiert. An P11 ist die Zellbildung im Wesentlichen abgeschlossen (modifiziert nach 

Zhang et al. 2011). 

 

Nach ihrer Geburt wandern die retinalen Zellen zu ihrem Bestimmungsort in einer der drei 

nukleären Schichten (Amini et al. 2018). Die retinale Synaptogenese erfolgt in drei Schritten 

(Abb. 3). Im ersten Schritt werden die synaptischen Kontakte zwischen den Amakrin- und 

Ganglienzellen gebildet. Die dadurch entstehende IPL ist ab E17 elektronenmikroskopisch 

sichtbar und unterteilt das Neuroepithel in eine äußere neuroblastische Schicht (ONBL) und 

eine innere neuroblastische Schicht (INBL) (die zukünftige GCL) (Hinds und Hinds 1978). Der 

zweite Schritt umfasst die Bildung der Kontakte zwischen Photorezeptoren und 
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Horizontalzellen. Durch die damit verbundene Entstehung der OPL an P4/P5 wird die ONBL 

in die ONL und die INL aufgetrennt (Blanks et al. 1974; Rich et al. 1997; Sherry et al. 2003). 

Im dritten und letzten Schritt werden die Photorezeptoren und Ganglienzellen miteinander 

verbunden, indem sie Synapsen mit den dendritischen bzw. axonalen Endigungen der 

Bipolarzellen ausbilden. Während die Bandsynapsen zwischen den Photorezeptoren, 

Horizontalzellen und Bipolarzellen ab P7/8 vervollständigt werden (Blanks et al. 1974; Sherry 

et al. 2003), sind die ersten Bandsynapsen zwischen Bipolarzellen, Amakrinzellen und 

Ganglienzellen erst ab P11 zu beobachten (Fisher 1979). Die Retina ist ausgereift, wenn an P21 

die höchste Dichte an Bandsynapsen in der IPL erreicht ist (Fisher 1979). 

 

 

Abbildung 3: Entwicklung der Mausretina. Die ersten Synapsen, die während der retinalen 

Entwicklung gebildet werden, sind die Synapsen zwischen Amakrin- und Ganglienzellen. Durch die 

Entstehung der IPL an E17 wird das Neuroepithel in die ONBL und die INBL, die zukünftige GCL, 

aufgespalten. An P4/P5 beginnt die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren 

und Horizontalzellen. Die entstehende OPL unterteilt die ONBL in die ONL und die INL. Zum Schluss 

werden die Photorezeptoren und Ganglienzellen ab P7/P8 durch die Synapsenbildung mit den 

Bipolarzellen miteinander verbunden (Morgan und Wong 2018). 
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1.1.3 Photorezeptoren 

In der Retina kommen zwei verschiedenen Arten von Photorezeptoren vor: Stäbchen, die auf 

das Sehen bei Dämmerungslicht spezialisiert sind, und Zapfen, die für das Sehen bei Tageslicht 

und das Farbsehen zuständig sind. Die Mausretina besitzt drei Photorezeptortypen: Stäbchen, 

S-Zapfen und M-Zapfen. Dabei machen die Stäbchen mit 97 % den Großteil der 

Photorezeptoren aus (Carter-Dawson und LaVail 1979). Beide Photorezeptorarten besitzen 

einen ähnlichen Aufbau (Abb. 4). Sie bestehen aus einem Außensegment, einem Innensegment, 

einem Zellkörper und einem Axon mit einem synaptischen Endfüßchen. Das Außensegment 

beinhaltet die Komponenten für die Signaltransduktion, das Innensegment enthält das 

endoplasmatische Retikulum, den Golgi-Apparat und Mitochondrien und der Zellkörper 

beherbergt den Zellkern (Fu und Yau 2007). An dem synaptischen Endfüßchen werden die 

Kontakte zu Horizontalzellen und Bipolarzellen hergestellt (siehe Kapitel 1.2).  

 

 

Abbildung 4: Schematischer Aufbau der Photorezeptoren. Photorezeptoren (Stäbchen und Zapfen) 

sind aus einem Außensegment, einem Innensegment, einem Zellkörper und einem Axon mit einem 

synaptischen Endfüßchen aufgebaut. Das Außensegment enthält membranöse Disks oder 

Membraneinstülpungen, in die Sehpigmente eingelagert sind, und ist durch ein Cilium mit dem 

Innensegment verbunden. In dem Innensegment sind das endoplasmatische Retikulum und 

Mitochondrien lokalisiert. Der Zellkörper beinhaltet den Zellkern (Cote 2006). 
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Die funktionalen Unterschiede zwischen Stäbchen und Zapfen beruhen auf der Expression 

verschiedener Sehpigmente in den Außensegmenten der Photorezeptoren. Die Stäbchen 

exprimieren das Sehpigment Rhodopsin, das eine hohe Photosensitivität aufweist und einzelne 

Photonen detektieren kann (Baylor et al. 1979). In den Zapfen der Mausretina kommen zwei 

Sehpigmente mit unterschiedlichen Absorptionsspektrum vor: S-Opsin (maximale spektrale 

Sensitivität von 360 nm) und M-Opsin (maximale spektrale Sensitivität von 508 nm) (Fu und 

Yau 2007). S-Zapfen exprimieren ausschließlich S-Opsin, während M-Zapfen S- und M-Opsin 

in einem dorsoventralen Gradienten koexprimieren (Röhlich et al. 1994; Applebury et al. 2000; 

Haverkamp et al. 2005). 

Die Umwandlung des Lichts in ein elektrisches Signal findet in den Außensegmenten der 

Photorezeptoren statt. Dieser Prozess wird auch als Phototransduktion bezeichnet. In der 

Membran der Photorezeptor-Außensegmente befinden sich durch zyklische Nukleotide 

gesteuerte (CNG)-Kanäle, die bei Dunkelheit geöffnet sind und für einen stetigen Einstrom von 

Na+- Ca2+- und Mg2+-Ionen sorgen. Dies hat zur Folge, dass die Photorezeptoren im 

Ruhezustand depolarisiert sind und am synaptischen Endfüßchen kontinuierlich Glutamat 

ausschütten. Werden die Sehpigmente durch eine Absorption von Photonen aktiviert, wird eine 

intrazelluläre Signalkaskade in Gang gesetzt, die in einer Schließung der CNG-Kanäle 

resultiert. Infolgedessen kommt es zu einer Hyperpolarisation des Photorezeptors und einer 

verringerten Glutamatfreisetzung am synaptischen Endfüßchen (Fu und Yau 2007). 

1.1.4 Horizontalzellen 

Horizontalzellen sind Interneurone der äußeren Retina, die mit Photorezeptoren und 

Bipolarzellen verschaltet sind (siehe Kapitel 1.2). Die meisten Säugetierarten besitzen zwei 

Typen von Horizontalzellen, die Axon-losen A-Typ-Horizontalzellen und die Axon-tragenden 

B-Typ-Horizontalzellen (Kolb 1974; Kolb et al. 1980; Dacheux und Raviola 1982; Peichl und 

González-Soriano 1994; Chan et al. 1997). In der Mausretina kommen hingegen ausschließlich 

B-Typ-Horizontalzellen vor, die mit ihren Dendriten die Zapfen-Endfüßchen und mit ihren 

Axonterminalien die Stäbchen-Endfüßchen kontaktieren (Peichl und González-Soriano 1994) 

(Abb. 5). Aufgrund einer extensiven Kopplung durch gap junctions, welche den interzellulären 

Austausch von Ionen und kleinen Molekülen ermöglichen (Bloomfield und Völgyi 2009), sind 

die rezeptiven Felder der Horizontalzellen wesentlich größer als ihre dendritischen Felder 

(Dacheux und Raviola 1982; Bloomfield et al. 1995; Shelley et al. 2006). Dabei ist das Ausmaß 

der elektrischen Kopplung von der Intensität des Umgebungslicht abhängig (Baldridge und Ball 
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1991; Xin und Bloomfield 1999; Baldridge 2001). In murinen Horizontalzellen werden zwei 

verschiedene gap junction-Proteine exprimiert: Connexin57 (Cx57), das sowohl die Dendriten 

als auch die Axonterminalien untereinander koppelt (Janssen-Bienhold et al. 2009), und 

Connexin50, das ebenfalls an der Kopplung der Axonterminalien beteiligt ist (Dorgau et al. 

2015). 

 

 

Abbildung 5: Morphologie und Verschaltung der A-Typ- und B-Typ-Horizontalzellen am Beispiel 

der Katzenretina. In den meisten Säugetierarten kommen zwei Typen von Horizontalzellen vor, die 

sich morphologisch unterscheiden: Axon-lose A-Typ-Horizontalzellen und Axon-tragende B-Typ-

Horizontalzellen. Die A-Typ-Horizontalzellen sind ausschließlich mit den Zapfen verschaltet, während 

die B-Typ-Horizontalzellen mit ihren Dendriten die Zapfen und mit ihren Axonterminalien die Stäbchen 

kontaktieren (Kolb 2011). 

 

Die funktionale Rolle der Horizontalzellen besteht in der Modulation der Signaltransmission 

zwischen Photorezeptoren und Bipolarzellen. Horizontalzellen erhalten über die α-Amino-3-

hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure (AMPA)-Rezeptor-Untereinheiten GluA2 und 

GluA4 glutamaterge Eingänge von Photorezeptoren (Hack et al. 2001; Ströh et al. 2018) und 

senden negative Feedback-Signale an Photorezeptoren (Mangel 1991; Wu 1991; Thoreson et 

al. 2008) und negative Feedforward-Signale an Bipolarzellen (Yang und Wu 1991; Fahey und 

Burkhardt 2003). Es wird angenommen, dass die Horizontalzellen dadurch zu einer Anpassung 

der Photorezeptor-Signale an verschiedene Lichtintensitäten, einer Kontrastverstärkung sowie 

der antagonistischen Organisation der rezeptiven Felder von Bipolar- und Ganglienzellen 
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beitragen (Thoreson und Mangel 2012). Darüber hinaus wurde auch eine Übertragung von 

positiven Feedback-Signalen auf die Photorezeptoren beschrieben (Jackman et al. 2011). Im 

Gegensatz zu dem negativen Horizontalzell-Feedback, das sich über die gap junctions 

ausbreitet, ist das positive Horizontalzell-Feedback lokal begrenzt. Es dient vermutlich dazu, 

das Photorezeptor-Signal zu amplifizieren, ohne gleichzeitig die Kontrastverstärkung zu 

verlieren. 

Der Mechanismus, der dem negativen Feedback der Horizontalzellen zugrunde liegt, ist bis 

heute Gegenstand kontroverser Diskussionen. Es wurden drei verschiedene Mechanismen in 

Betracht gezogen: (1) eine GABA-Ausschüttung der Horizontalzellen (Wu 1992; Tatsukawa et 

al. 2005), (2) eine Änderung des pH-Werts im synaptischen Spalt (Hirasawa und Kaneko 2003; 

Vessey et al. 2005) und (3) eine Hemikanal-vermittelte, ephaptische Modulation des 

Photorezeptor-Membranpotentials (Kamermans 2001). Aktuelle Studien deuten jedoch darauf 

hin, dass alle drei Mechanismen am negativen Horizontalzell-Feedback beteiligt. Es wird 

spekuliert, dass GABA an GABA-Autorezeptoren der Horizontalzellen bindet (Liu Xue et al. 

2013; Grove et al. 2019), wodurch das pH- und Hemikanal-vermittelte Feedback moduliert 

wird (Kemmler et al. 2014). Die Feedforward-Signale werden möglicherweise ebenfalls über 

GABA vermittelt (Yang und Wu 1991; Puller et al. 2014). Sowohl ON- als auch OFF-

Bipolarzellen exprimieren GABAA-Rezeptoren an den Spitzen ihrer Dendriten, welche für Cl-

-Ionen permeabel sind (Greferath et al. 1994; Vardi und Sterling 1994; Shields et al. 2000). 

Aufgrund unterschiedlicher dendritischer Cl--Konzentrationen resultiert die Aktivierung der 

GABAA-Rezeptoren vermutlich in einer Depolarisation der ON-Bipolarzellen und einer 

Hyperpolarisation der OFF-Bipolarzellen (Vardi et al. 2000; Duebel et al. 2006). 

Neben ihrer Funktion in der Modulation der Signaltransmission zwischen Photorezeptoren und 

Bipolarzellen spielen die Horizontalzellen auch eine entscheidende Rolle für den strukturellen 

Erhalt der Photorezeptor-Bandsynapsen (siehe Kapitel 1.2). Vorherige Studien haben anhand 

verschiedener transgener Mausmodelle gezeigt, dass ein Verlust der Horizontalzellen zu einer 

Degeneration der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen 

führt (Hammang et al. 1993; Sonntag et al. 2012; Keeley et al. 2013; Wu et al. 2013). Ob die 

Horizontalzellen auch für die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapsen von Bedeutung 

sind, bleibt jedoch ungeklärt (siehe Kapitel 1.2.2). 
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1.1.5 Bipolarzellen 

Bipolarzellen sind glutamaterge Interneurone, welche die visuellen Informationen der 

Photorezeptoren auf Amakrin- und Ganglienzellen übertragen. In der Mausretina kommen 15 

verschiedene Typen von Bipolarzellen vor, von denen ein Typ hauptsächlich Stäbchen 

kontaktiert (Stäbchen-Bipolarzelle) und 13 Typen überwiegend Zapfen kontaktieren (Zapfen-

Bipolarzellen) (Shekhar et al. 2016; Tsukamoto und Omi 2017) (Abb. 6). Die Typ 1-Zapfen-

Bipolarzellen sind ausschließlich mit den M-Zapfen, die Typ 9-Zapfen-Bipolarzellen 

ausschließlich mit den S-Zapfen und die übrigen Typen von Zapfen-Bipolarzellen mit beiden 

Zapfentypen verschaltet (Behrens et al. 2016). Für die Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-Zapfen-

Bipolarzellen wurden zusätzliche Kontakte mit den Stäbchen (Mataruga et al. 2007; Haverkamp 

et al. 2008; Behrens et al. 2016) und für die Stäbchen-Bipolarzellen zusätzliche Kontakte mit 

den S- und M-Zapfen beschrieben (Behrens et al. 2016). Bei dem zuletzt identifizierten 

Bipolarzelltyp (Typ 1b) handelt es sich um ein monopolares Interneuron, das keine direkten 

Eingänge von Photorezeptoren erhält (Della Santina et al. 2016). 

Basierend auf ihren Lichtantworten können Bipolarzellen in ON- und OFF-Bipolarzellen 

unterteilt werden. ON-Bipolarzellen (Typ 5t, 5o, 5i, X, 6, 7, 8, 9 und Stäbchen-Bipolarzellen) 

depolarisieren in Reaktion auf Licht, wohingegen OFF-Bipolarzellen (Typ 1a, 1b, 2, 3a, 3b und 

4) hyperpolarisieren. Die entgegengesetzte Polarität der Lichtantworten beruht auf der 

Expression unterschiedlicher Glutamatrezeptoren an den dendritischen Endigungen der 

Bipolarzellen. ON-Bipolarzellen exprimieren den metabotropen Glutamatrezeptor 6 (mGluR6) 

(Nomura 1994; Masu et al. 1995). Durch die verringerte Glutamatausschüttung der 

Photorezeptoren bei Licht wird mGluR6 deaktiviert, was zu einer Öffnung eines nicht-

selektiven Kationen-Kanals (transient receptor potential cation channel subfamily M member 

1) führt (Morgans et al. 2010). OFF-Bipolarzellen exprimieren dagegen ionotrope 

Glutamatrezeptoren (AMPA- und Kainat-Rezeptoren) (DeVries 2000; Hack et al. 2001; Puller 

et al. 2013). Ionotrope Glutamatrezeptoren sind tetramere Kationen-Kanäle, die bei einer 

reduzierten Glutamatfreisetzung der Photorezeptoren geschlossen werden. Ein weiterer 

Unterschied zwischen ON- und OFF-Bipolarzellen besteht in der axonalen Stratifizierung 

innerhalb der IPL. Während die Axonterminalien der ON-Bipolarzellen in der inneren Hälfte 

der IPL stratifizieren, in der sie Synapsen mit ON-Ganglienzellen bilden, stratifizieren die 

Axonterminalien der OFF-Bipolarzellen in der äußeren Hälfte der IPL, in der sie Synapsen mit 

OFF-Ganglienzellen bilden (Euler et al. 1996). 
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Abbildung 6: Konnektivität der Photorezeptoren und Bipolarzellen in der Mausretina. In der 

Maus sind drei Photorezeptortypen (Stäbchen, S-Zapfen und M-Zapfen) mit 14 verschiedenen Typen 

von Bipolarzellen (BC) verschaltet. Die Stäbchen werden von Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-

Bipolarzellen und Stäbchen-Bipolarzellen (RBC), die S-Zapfen von allen Bipolarzelltypen außer Typ 

1-OFF-Bipolarzellen und die M-Zapfen von allen Bipolarzelltypen außer Typ 9-ON-Bipolarzellen 

kontaktiert (Behrens et al. 2016).  

 

1.2 Die Photorezeptor-Bandsynapse 

1.2.1 Aufbau und Funktion der Photorezeptor-Bandsynapse 

Die Photorezeptor-Bandsynapse ist eine komplexe, chemische Synapse zwischen 

Photorezeptoren, Horizontalzellen und Bipolarzellen. Ähnlich wie bei konventionellen 

Synapsen wird der Neurotransmitter der Photorezeptoren, das Glutamat, durch eine Ca2+-

abhängige Exozytose von synaptischen Vesikeln freigesetzt (Morgans 2000). Ein besonderes 

Merkmal der Photorezeptor-Bandsynapse ist das Vorhandensein von elektronendichten 

Strukturen, sogenannten präsynaptischen Proteinbändern, die an den aktiven Zonen der 

Photorezeptor-Endfüßchen verankert sind. Diese binden mit Glutamat gefüllte Vesikel und 

ermöglichen eine schnelle und anhaltende Freisetzung des Neurotransmitters, welche 

kontinuierlich an die Veränderung des Membranpotentials angepasst werden kann (Sterling und 

Matthews 2005). Während die Stäbchen-Endfüßchen in der Mausretina typischerweise ein 

Proteinband aufweisen, besitzen die Zapfen-Endfüßchen ~ zehn Proteinbänder (Tsukamoto et 

al. 2001). Eine weitere Besonderheit der Photorezeptor-Bandsynapse ist die charakteristische 

Anordnung der postsynaptischen Elemente: zwei invaginierende Horizontalzellfortsätze sind 
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lateral vom Proteinband positioniert und ein oder zwei invaginierende ON-Bipolarzelldendriten 

befinden sich unterhalb des Proteinbands (Rao-Mirotznik et al. 1995; Haverkamp et al. 2000; 

Li et al. 2016). Diese postsynaptische Anordnung wird auch als Triade bezeichnet. Im 

Gegensatz dazu bilden OFF-Bipolarzellen nicht-invaginierende, flache Kontakte an der Basis 

des Photorezeptor-Endfüßchens aus (Haverkamp et al. 2000; Mataruga et al. 2007; Haverkamp 

et al. 2008) (Abb. 7). 

 

 

Abbildung 7: Schematischer Aufbau der Photorezeptor-Bandsynapse. Die Photorezeptor-

Bandsynapse besteht aus einem Photorezeptor-Endfüßchen mit einem präsynaptischen Proteinband, das 

von synaptischen Vesikeln umgeben ist, und drei bis vier postsynaptischen invaginierenden Elementen: 

zwei lateralen Horizontalzellfortsätzen und ein bis zwei zentralen ON-Bipolarzelldendriten (ON BC). 

Die OFF-Bipolarzellen (OFF BC) bilden hingegen flache Kontakte an der Basis des Photorezeptor-

Endfüßchen aus (Euler et al. 2014). 

 

1.2.2 Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse 

Der zeitliche Verlauf der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse wurde durch 

elektronenmikroskopische und immunhistochemische Untersuchungen weitgehend aufgeklärt 

(Olney 1968; Blanks et al. 1974; Rich et al. 1997; Sherry et al. 2003) (Abb. 8). In der Mausretina 

wird die Ausbildung der Zapfen-Bandsynapse an P4/P5 durch das Einwandern der 

Zapfenterminalien in die OPL initiiert. Zu dieser Zeit wird das präsynaptische Proteinband an 

der Membran verankert und ein Kontakt mit einem einzelnen Horizontalzellfortsatz gebildet 

(Monade). Ab P6 wird ein zweiter Horizontalzellfortsatz rekrutiert, der gemeinsam mit dem 

ersten Horizontalzellfortsatz in das Zapfen-Endfüßchen invaginiert (Dyade). An P7/P8 beginnt 

die Invagination der ein bis zwei ON-Bipolarzelldendriten, welche die zentrale Position 

zwischen den beiden lateralen Horizontalzelldendriten einnehmen (Triade). Es bleibt allerdings 

unklar, wann die Ausbildung der flachen Kontakte mit den OFF-Bipolarzellen stattfindet. Die 
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Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse erfolgt in derselben Reihenfolge wie die der Zapfen-

Bandsynapse, wird aber drei bis vier Tage später initiiert. Zum Zeitpunkt des Augenöffnens 

(P14) ist die Ausbildung der Triaden für beide Photorezeptortypen im Wesentlichen 

abgeschlossen. 

 

 

Abbildung 8: Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse. Die Zapfen-Synaptogenese wird an 

P4/P5 initiiert, wenn die Zapfenterminalien in die OPL einwandern. Zu diesem Zeitpunkt wird das 

präsynaptische Proteinband an der Membran verankert und das Endfüßchen von einem einzelnen 

Horizontalzellfortsatz kontaktiert (Monade). Ab P6 kommt ein weiterer Horizontalzellfortsatz hinzu und 

beide Fortsätze invaginieren in das Zapfenterminal, wobei sie die Positionen lateral zum Proteinband 

einnehmen (Dyade). Am darauffolgenden Tag beginnt die Invagination von ein oder zwei ON-

Bipolarzelldendriten, welche die zentralen Elemente der Synapse bilden (Triade). Die Stäbchen-

Synaptogenese wird drei bis vier Tage später initiiert als die Zapfen-Synaptogenese, verläuft jedoch in 

der gleichen Reihenfolge (Sherry et al. 2003). 

 

In vorherigen Studien sind bereits einige Moleküle identifiziert worden, die an der Entwicklung 

der Photorezeptor-Bandsynapsen beteiligt sind. Ein wichtiges Element für die Ausbildung der 

synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen ist die 

transsynaptische Interaktion zwischen einem Dystroglycan-Pikachurin-Proteinkomplex am 

Photorezeptor-Endfüßchen und dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor 179 (GPR179), der in 

ON-Bipolarzellen als Membran-Anker für die Regulatoren der G-Protein-vermittelten 

Signaltransduktion dient (Orlandi et al. 2012; Orlandi et al. 2018). Durch einen Knock-Out von 

Dystroglycan (Omori et al. 2012) oder Pikachurin (Sato et al. 2008) wird die Invagination der 

ON-Bipolarzellen in die Photorezeptorterminalien verhindert. Das Zelladhäsionsmolekül 

extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type-III domain-containing protein 1 
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(ELFN1), das von Stäbchen exprimiert wird, interagiert transsynaptisch mit mGluR6 und ist 

für die Bildung der synaptischen Kontakte zwischen Stäbchen und Stäbchen-Bipolarzellen 

essenziell (Cao et al. 2015). Zudem ist das synaptische Zelladhäsionsmolekül 1 (SynCAM1) in 

Stäbchen nachgewiesen worden, das ebenfalls die Invagination der Stäbchen-Bipolarzellen 

unterstützt. Auch in Horizontalzellen sind durch Knock-Out-Studien mehrere Moleküle 

identifiziert worden, die für die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapsen von Bedeutung 

sind. Das Zelladhäsionsmolekül netrin-G2 ligand (NGL-2) (Soto et al. 2013; Soto et al. 2018) 

sowie das Semaphorin 6A (Sema6A) und sein Rezeptor Plexin A4 (PlexA4) (Matsuoka et al. 

2012) fördern die Invagination der Horizontalzellen in das Stäbchenterminal. Darüber hinaus 

exprimieren die Horizontalzellen der Hühnerretina N-Cadherin, das möglicherweise ebenfalls 

in die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und Horizontalzellen 

involviert ist (Tanabe et al. 2006) (siehe Kapitel 1.2.2). 

Neben diesen Molekülen spielt auch die neuronale Transmission für die Entwicklung und/oder 

den Erhalt der Photorezeptor-Bandsynapse eine entscheidende Rolle. Mutationen in den 

präsynaptischen Proteinen Bassoon (Dick et al. 2003; Specht et al. 2009), calcium binding 

protein 4 (CaBP4) (Haeseleer et al. 2004), voltage-dependent L-type calcium channel subunit 

alpha-1F (Cav1.4) (Mansergh et al. 2005; Chang et al. 2006; Bayley und Morgans 2007; Liu 

Xiaoni et al. 2013; Zabouri und Haverkamp 2013), voltage-dependent calcium channel subunit 

alpha-2/delta-4 (α2δ4) (Wycisk et al. 2006; Wang et al. 2017; Kerov et al. 2018), CAZ-

associated structural protein (CAST) (tom Dieck et al. 2012) und cyclic nucleotide-gated 

cation channel alpha-3 (CNGA3)/cyclic nucleotide-gated cation channel beta-1 (CNGB1) 

(Michalakis et al. 2013), welche an der Glutamatausschüttung der Photorezeptoren beteiligt 

sind, führen zu einem Verlust der Synapsen in der OPL, einer Retraktion von 

Stäbchenterminalien sowie einem abnormalen Auswachsen von Horizontalzell- und 

Bipolarzellneuriten. 

Eine Frage, die bislang nicht vollständig aufgeklärt wurde, ist, welche Bedeutung die 

Horizontalzellen für die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und 

ON-Bipolarzellen haben. In zwei vorherigen Studien wurde bereits untersucht, wie sich eine 

teilweise Eliminierung der Horizontalzellen aus der äußeren Retina auf die Entwicklung der 

OPL auswirkt. Keeley et al. (2013) demonstrierten anhand von konditionalen LIM homeobox 

1-(Lim1-)Knock-Out-Mäusen, bei denen bis zu 65 % der Horizontalzellen während der 

Entwicklung in der inneren Retina verbleiben, dass die Horizontalzellen nicht für die korrekte 



Einleitung 

14 

 

Wegfindung der Photorezeptorterminalien und Bipolarzelldendriten in die OPL notwendig 

sind. Zudem wurde in einer Studie von Wu et al. (2013) gezeigt, dass die 

Photorezeptorterminalien von one cut homeobox 1(Oc1)-Knock-Out-Mäusen, in denen nur ~ 

20 % der Horizontalzellen gebildet werden, weniger Proteinbänder enthalten und nicht die 

typische Anordnung der postsynaptischen Elemente aufweisen. Diese Defekte traten schon an 

P16 auf, was darauf hindeutet, dass die Horizontalzellen für die Ausbildung der Synapsen in 

der OPL wichtig sein könnten. Da in beiden Studien jedoch keine vollständige Eliminierung 

der Horizontalzellen erreicht wurde und die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse nicht 

im Detail verfolgt wurde, bleibt die exakte Bedeutung der Horizontalzellen für die Ausbildung 

der synaptischen Kontakte zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen weiter unklar. 

1.3 Cadherine 

Cadherine sind eine Superfamilie von Ca2+-abhängigen Zelladhäsionsmolekülen, welche durch 

extrazelluläre Cadherin (EC)-Domänen („cadherin repeats“) mit einer Länge von ~ 110 

Aminosäuren gekennzeichnet sind. Sie spielen neben der mechanischen Stabilisierung von 

Zell-Zell-Kontakten auch bei der Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Zellsortierung, 

Zellmigration und Synapsenbildung eine wichtige Rolle (Halbleib und Nelson 2006). Bislang 

sind mehr als 100 verschiedene Cadherine identifiziert worden, die in mehrere Unterfamilien 

eingeteilt werden können: Typ I klassische Cadherine, Typ II klassische Cadherine, 

desmosomale Cadherine,  7-Transmembran-Proteine, FAT und Dachsous-Gruppe und 

Protocadherine (Yu et al. 2019). Die am besten untersuchten Cadherine sind die Vertreter der 

Typ I klassischen Cadherine. Sie wurden ursprünglich nach den Geweben benannt, in denen sie 

entdeckt wurden, wie z. B. das epitheliale (E)-Cadherin, das neuronale (N)-Cadherin, das 

plazentare (P)-Cadherin und das retinale (R)-Cadherin. Der Aufbau der Typ I klassischen 

Cadherine besteht aus fünf aufeinanderfolgenden EC-Domänen, einer single-pass-

Transmembrandomäne und einer intrazellulären Region (Abb. 9). Dabei werden die Linker-

Regionen der EC-Domänen durch die Bindung von jeweils drei Ca2+-Ionen stabilisiert (Boggon 

et al. 2002; Harrison et al. 2011). Die EC-Domänen sind für die Interaktionen zwischen den 

Cadherin-Molekülen und somit für die adhäsive Funktion der Cadherine verantwortlich (Brasch 

et al. 2012). Cadherin-Cadherin-Interaktionen treten sowohl zwischen zwei Molekülen 

derselben Zelle (cis-Interaktion) als auch zwischen zwei Molekülen gegenüberliegender Zellen 

(trans-Interaktion) auf. Obwohl die Bindung typischerweise zwischen Cadherinen desselben 

Typs (homophile Bindung) erfolgt, wurden auch Bindungen zwischen Cadherinen eines 
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unterschiedlichen Typs (heterophile Bindung) beschrieben (Shan et al. 2000; Katsamba et al. 

2009; Vendome et al. 2014). Die intrazelluläre Region ist hochkonserviert und enthält eine 

Juxtamembran-Domäne, die p120-Catenin bindet, und eine Catenin-Bindungsdomäne, die mit 

β-Catenin interagiert. p120-Catenin ist an der Stabilisierung des Cadherins an der Zellmembran 

(Davis et al. 2003; Xiao et al. 2003), der Kontrolle der Gentranskription (Daniel und Reynolds 

1999; Prokhortchouk et al. 2001) sowie der Reorganisation des Aktin- und Mikrotubuli-

Zytoskeletts (Noren et al. 2000; Grosheva et al. 2001; Yanagisawa et al. 2004; Meng et al. 

2008) beteiligt. β-Catenin bindet wiederum α-Catenin, welches den Cadherin-Catenin-

Komplex mit dem Aktin-Zytoskelett verbindet (Mège und Ishiyama 2017). Darüber hinaus ist  

β-Catenin in den Wnt-Signalweg involviert, der verschiedene biologische Prozesse wie 

Zellproliferation, Differenzierung und Geweberegeneration reguliert (Clevers 2006; 

MacDonald et al. 2009; Heuberger und Birchmeier 2010). 

 

 

Abbildung 9: Struktur der Typ I klassischen Cadherine. Die Typ I klassischen Cadherine sind aus 

fünf sich wiederholenden extrazellulären Cadherin-Domänen (EC1-EC5), einer Transmembrandomäne 

und einer intrazellulären Region aufgebaut. Während die extrazelluläre Region für die Ausbildung der 

trans-Interaktionen zwischen Cadherin-Molekülen benachbarter Zellen zuständig ist, interagiert die 

intrazelluläre Region mit p120-Catenin, das an die Juxtamembran-Domäne bindet, und β-Catenin, das 

an die Catenin-Bindungsdomäne bindet. β-Catenin interagiert wiederum mit α-Catenin, welches eine 

Verbindung zwischen dem Cadherin-Catenin-Komplex und dem Aktin-Zytoskelett herstellt (modifiziert 

nach Suzuki und Takeichi 2008). 
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1.4 N-Cadherin 

N-Cadherin (Cadherin-2, Cdh2) gehört zur Unterfamilie der Typ I klassischen Cadherine und 

wurde 1982 in der Hühnerretina entdeckt (Grunwald et al. 1982). Homozygote N-Cadherin-

Knock-Out-Mäuse versterben an E10, was die essenzielle Bedeutung von N-Cadherin für die 

embryonale Entwicklung demonstriert (Radice et al. 1997). N-Cadherin spielt eine 

entscheidende Rolle bei der Bildung der Neuralleiste (Nakagawa und Takeichi 1998; Pla et al. 

2001; Taneyhill 2008), der Skelettmuskel-Differenzierung (George-Weinstein et al. 1997; 

Goichberg und Geiger 1998), der Etablierung der Links-Rechts-Asymmetrie (García-Castro et 

al. 2000), der Entwicklung und dem Erhalt der strukturellen Integrität des Herzens (Radice et 

al. 1997; Kostetskii et al. 2005; Piven et al. 2011) sowie der Tumormetastasierung (Nakajima 

et al. 2004; Hulit et al. 2007). Des Weiteren ist N-Cadherin in verschiedene Schritte der 

Synapsenbildung involviert. Erstens fördert N-Cadherin das Auswachsen von Axonen und 

Dendriten. In vitro-Versuche haben gezeigt, dass N-Cadherin ein exzellentes Substrat für das 

Neuritenwachstum von N-Cadherin-exprimierenden Neuronen ist (Matsunaga et al. 1988; 

Bixby und Zhang 1990; Paradies und Grunwald 1993; Esch et al. 2000) Eine Überexpression 

von N-Cadherin in hippocampalen Neuronen führt ebenfalls zu einem verstärkten Auswachsen 

von Dendriten (Yu und Malenka 2003). Umgekehrt wird durch die in vivo-Expression einer 

dominant-negativen Form von N-Cadherin, welche die Funktion der endogenen Cadherine 

blockiert, das Neuritenwachstum von retinalen Ganglienzellen gehemmt (Riehl et al. 1996). 

Zudem demonstrieren sowohl in vitro- als auch in vivo-Studien, dass N-Cadherin bei der 

Neuriten-Faszikulation eine wichtige Rolle spielt (Drazba und Lemmon 1989; Redies et al. 

1992; Honig und Rutishauser 1996; Masai et al. 2003). Auch für die neuronale Zielerkennung 

ist N-Cadherin von Bedeutung. Cadherine tragen durch ihre Bindungsspezifität und 

differenzielle Expression zur Ausbildung spezifischer neuronaler Verbindungen bei (Obst-

Pernberg und Redies 1999; Shapiro und Colman 1999; Ranscht 2000; Basu et al. 2015). In 

Kokultur-Experimenten mit N-Cadherin-blockierenden Antikörpern wurde gezeigt, dass N-

Cadherin für die axonale Zielfindung von retinalen Ganglienzellen im optischen Tectum des 

Huhns (Inoue und Sanes 1997) sowie thalamischen Axonen im Cortex der Maus (Poskanzer et 

al. 2003) essenziell ist. Darüber hinaus unterstützt N-Cadherin die prä- und postsynaptische 

Differenzierung. Auf der präsynaptischen Seite ist N-Cadherin in die Rekrutierung von 

synaptischen Vesikeln involviert (Togashi et al. 2002; Jüngling et al. 2006; Stan et al. 2010). 

Postsynaptisch reguliert N-Cadherin die Morphogenese von kleinen Fortsätzen auf den 

Dendriten von Nervenzellen, sogenannten dendritischen Dornen, an denen mehr als 90 % der 
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exzitatorischen Signalübertragung im zentralen Nervensystem stattfinden (Nimchinsky et al. 

2002). Eine Inhibition der Cadherin-Funktion in kultivierten hippocampalen Neuronen 

resultiert in einer abnormalen, Filopodien-ähnlichen Morphologie (Togashi et al. 2002; Mendez 

et al. 2010) oder auch einem Verlust (Mysore et al. 2007) der dendritischen Dornen. Zusätzlich 

ist N-Cadherin an der Rekrutierung von postsynaptischen Komponenten wie dem postsynaptic 

density protein 95 (PSD-95) (Togashi et al. 2002; Nikitczuk et al. 2014) und AMPA-Rezeptoren 

(Nuriya und Huganir 2006; Saglietti et al. 2007) beteiligt.  

In einer Studie von Tanabe et al. (2006) wurde gezeigt, dass N-Cadherin in den Horizontalzellen 

der Hühnerretina exprimiert wird und die Cadherin-Funktion für die dendritische 

Morphogenese der Horizontalzellen sowie die Synapsenbildung zwischen Photorezeptoren und 

Horizontalzellen notwendig ist. Eine Expression von dominant-negativem N-Cadherin in 

Horizontalzellen führte zu einer reduzierten Größe der dendritischen Felder, einer verringerten 

Anzahl an dendritischen Terminalien sowie einer Beeinträchtigung der postsynaptischen 

Akkumulierung von GluA4. Darüber hinaus wurde in einer Untersuchung von Xiang et al. 

(2017) ein Antikörper gegen N-Cadherin zur Visualisierung der Horizontalzellmorphologie in 

der Mausretina eingesetzt, was demonstriert, dass N-Cadherin auch in murinen 

Horizontalzellen exprimiert wird. Es bleibt jedoch unklar, welche Rolle N-Cadherin für die 

Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse in der Maus spielt. 

1.5 Zielsetzung 

Die Photorezeptor-Bandsynapse ist die erste Synapse im visuellen System. Sie besteht aus 

einem Photorezeptor-Endfüßchen mit einem präsynaptischen Proteinband, das von 

synaptischen Vesikeln umgeben ist, und drei oder vier postsynaptischen invaginierenden 

Elementen: zwei lateralen Horizontalzellfortsätzen und ein oder zwei zentralen ON-

Bipolarzelldendriten. Darüber hinaus bilden OFF-Bipolarzellen flache Kontakte an der Basis 

des Photorezeptor-Endfüßchens aus. Im Gegensatz zum zeitlichen Ablauf der Entwicklung der 

Photorezeptor-Bandsynapse, der bereits größtenteils aufgeklärt ist, sind die detaillierten 

molekularen Mechanismen, die mit dem Aufbau der Photorezeptor-Bandsynapse einhergehen, 

noch weitestgehend ungeklärt. Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es daher, mithilfe 

verschiedener transgener Mausmodelle sowie molekularbiologischer und histologischer 

Untersuchungen die Rolle von Horizontalzellen und N-Cadherin in der Entwicklung der 

Photorezeptor-Bandsynapse näher zu beleuchten. 
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Projekt 1: Auswirkungen einer frühen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die 

Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse 

Im Verlauf der Entwicklung invaginieren die Horizontalzellfortsätze vor den ON-

Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-Endfüßchen (Olney 1968; Blanks et al. 1974; Sherry 

et al. 2003), was die Frage aufwirft, ob die Horizontalzellen für die Invagination der ON-

Bipolarzellen benötigt werden. In einer Studie von Wu et al. (2013) wurde außerdem gezeigt, 

dass die Photorezeptorterminalien von Oc1-Knock-Out-Mäusen, in denen nur ~ 20 % der 

Horizontalzellen gebildet werden, bereits an P16 weniger postsynaptische Invaginationen 

aufwiesen und weniger oder kürzere Proteinbänder enthielten, was ebenfalls darauf hindeutet, 

dass die Horizontalzellen für die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen 

Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen wichtig sein können. Um die Rolle der Horizontalzellen 

für die Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse genauer zu untersuchen, sollten die 

Horizontalzellen im ersten Projekt dieser Arbeit ablatiert werden. Dazu wurden Cx57+/DTR-

Mäuse eingesetzt, die den Diphtherietoxinrezeptor eines Primaten unter der Kontrolle des 

Cx57-Promotors exprimieren (Sonntag et al. 2012). Da der Cx57-Promotor in der Mausretina 

nur in den Horizontalzellen aktiv ist (Hombach et al. 2004),  kann durch eine Injektion von 

Diphtherietoxin eine selektive Ablation der Horizontalzellen erreicht werden. Um mögliche 

Nebeneffekte der Horizontalzell-Ablation auf ein Minimum zu reduzieren, wurden die 

Diphtherietoxin-Injektionen an P4 und P5 (kurz vor Beginn der Synapsenbildung) 

durchgeführt. Anschließend wurde die Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse in Abwesenheit 

der Horizontalzellen mittels Elektronenmikroskopie und Immunhistochemie analysiert. 

 

Projekt 2: Auswirkungen einer frühen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die 

weitere Entwicklung und den Erhalt der Zapfen-Bandsynapse 

Im zweiten Projekt der vorliegenden Dissertation sollte untersucht werden, welche 

Auswirkungen die an P4/P5 induzierte Horizontalzell-Ablation auf die weitere Entwicklung 

und den Erhalt der synaptischen Kontakte zwischen Zapfen und Bipolarzellen hat. Hierzu 

wurde die Ausbildung der Zapfen-Bandsynapse analog zu der Ausbildung der Stäbchen-

Bandsynapse elektronenmikroskopisch und immunhistochemisch verfolgt. 
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Projekt 3: Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina und 

Auswirkungen eines konditionalen N-Cadherin-Knock-Outs auf die Überlebensfähigkeit 

von Mäusen 

N-Cadherin ist ein transmembranes Glykoprotein, das Ca2+-abhängige Zell-Zell-Adhäsion 

vermittelt. In einer vorherigen Studie wurde gezeigt, dass N-Cadherin in den Horizontalzellen 

der Hühnerretina exprimiert wird und die Cadherin-Funktion für die korrekte Synapsenbildung 

zwischen Zapfen und Horizontalzellen notwendig ist (Tanabe et al. 2006). Zudem weist eine 

Studie, in der ein N-Cadherin-Antikörper zur Markierung von Horizontalzellen in der 

Mausretina genutzt wurde (Xiang et al. 2017), darauf hin, dass N-Cadherin auch in murinen 

Horizontalzellen exprimiert wird. Es bleibt jedoch unklar, ob N-Cadherin auch für die 

Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse in der Mausretina von Bedeutung ist. Im Rahmen 

des dritten Projekts dieser Arbeit sollte als erstes die Expression von N-Cadherin in murinen 

Horizontalzellen mittels Einzelzell-PCR und Immunhistochemie überprüft werden. Darüber 

hinaus sollten zur Erforschung der Funktion von N-Cadherin in der Entwicklung der 

Photorezeptor-Bandsynapse konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Mäuse erzeugt werden. 

Dazu wurden N-cadflox-Mäuse, in denen das Exon 1 des N-Cadherin-Gens von loxP-Stellen 

flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Mäusen, welche die Cre-Rekombinase unter 

der Kontrolle des Cx57-Promotors exprimieren (Ströh et al. 2013), gekreuzt. In Nachkommen, 

die beide genetischen Veränderungen aufweisen, wird das Exon 1 des N-Cadherin-Gens in den 

Cre-Rekombinase exprimierenden Zellen herausgeschnitten und N-Cadherin selektiv in 

Horizontalzellen ausgeknockt. Da ein vollständiger Knock-Out von N-Cadherin zum 

embryonalen Tod von Mäusen führt (Radice et al. 1997), sollte zunächst untersucht werden, ob 

homozygote Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Knock-Out-Mäuse überlebensfähig sind und sich somit zur 

Untersuchung der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse in Abwesenheit der N-

Cadherin-Expression in Horizontalzellen eignen. 
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2 Material und Methoden 

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mauslinien, Geräte, Verbrauchsmaterialien, 

Chemikalien, Enzyme, Kits und Programme sind in Kapitel 6.1 aufgeführt. 

2.1 Versuchstiere 

Alle Versuche wurden im Einklang mit dem deutschen Tierschutzgesetz durchgeführt und vom 

Niedersächsischen Landesamt für Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) 

genehmigt (Aktenzeichen: 33.19-42502-04-12/0995). Die Mäuse wurden unter 

Standardbedingungen (12-Stunden-Hell-Dunkel-Zyklus, Futter und Wasser ad libitum) 

gehalten. Für die Experimente wurden Tiere beider Geschlechter eingesetzt. Alle Mauslinien 

besitzen den genetischen Hintergrund des C57BL/6J-Inzuchtstamms oder wurden über 

mindestens drei Generationen in den C57BL/6J-Hintergrund rückgekreuzt. 

Zur Ablation der Horizontalzellen wurde die Cx57/DTR-Mauslinie verwendet, bei der durch 

homologe Rekombination ein Teil von Exon 2 des Cx57-Gens durch die kodierende Sequenz 

eines Fusionsproteins aus dem Diphtherietoxinrezeptor der Äthiopischen Grünmeerkatze 

(Chlorocebus aethiops) und dem enhanced green fluorescent protein ersetzt wurde (Sonntag et 

al., 2012). Im Gegensatz zu Primaten besitzen Mäuse von Natur aus keinen funktionalen 

Diphtherietoxinrezeptor, weshalb sie resistent gegenüber Diphtherietoxin sind (Mitamura et al. 

1995). Durch die Expression des Primaten-Diphtherietoxinrezeptors unter der Kontrolle des 

Cx57-Promotors erlangen die Horizontalzellen der Cx57/DTR-Maus Diphtherietoxin-

Sensitivität und können durch eine Injektion des Toxins selektiv ablatiert werden. Um mögliche 

Nebeneffekte der Cx57-Defizienz zu minimieren, wurden ausschließlich heterozygote 

Cx57+/DTR-Mäuse, die noch ein Cx57-Wildtyp-Allel besitzen, eingesetzt. 

Die Expression von N-Cadherin wurde anhand von Wildtyp-Mäusen analysiert. Zur 

Untersuchung der Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse 

sollten mithilfe des Cre/loxP-Systems konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Mäuse generiert 

werden. Dazu wurden N-cadflox-Mäuse, bei denen das Exon 1 des N-Cadherin-Gens von loxP-

Stellen flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Mäusen, die das Enzym Cre-

Rekombinase unter der Kontrolle des endogenen Cx57-Promotors exprimieren (Ströh et al. 

2013), verpaart. In Nachkommen, die beide genetischen Veränderungen in sich tragen, wird 

das Exon 1 des N-Cadherin-Gens in den Cre-Rekombinase-exprimierenden Horizontalzellen 

herausgeschnitten und N-Cadherin somit ausgeschaltet. 
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2.2 Diphtherietoxin-Injektion 

Um eine Ablation der Horizontalzellen zu induzieren, wurden den Cx57+/DTR-Mäusen an P4 

und P5 jeweils zwischen 12,5 und 20 µl einer sterilen Diphtherietoxin-Lösung in 

phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, Tab. 17) (1 µg/ml) intraperitoneal injiziert. Als 

Kontrolle dienten Wildtyp(Cx57+/+)-Wurfgeschwister, die auf die gleiche Weise behandelt 

wurden. Die Injektionen wurden von Frau Apl. Prof. Dr. Janssen-Bienhold durchgeführt. 

2.3 Gewebepräparation 

Die Mäuse wurden entweder durch Dekapitation (P8, P11) oder durch zervikale Dislokation 

nach CO2-Narkotisierung (P15 und älter) getötet. Anschließend wurden die Augen enukleiert, 

in PBS (für Immunhistochemie und Transmissionselektronenmikroskopie) oder Hank’s 

Balanced Salt Solution (HBSS) mit Zusätzen (Tab. 17) (für die Retina-Dissoziation) überführt 

und Cornea, Linse und Glaskörper entfernt. Für die Immunhistochemie an retinalen 

Kryoschnitten wurden die Augenbecher für 20 min in 2 % Paraformaldehyd und 3 % Sucrose 

in 0,1 M Phosphatpuffer (PB, Tab. 17) fixiert, in 0,1 M PB gewaschen (3 x 10 min) und zum 

Gefrierschutz über Nacht bei 4°C in 30 % Sucrose in 0,1 M PB inkubiert. Danach wurden die 

Augenbecher auf einem mit flüssigem Stickstoff gekühlten Aluminiumblock in Tissue-Tek 

O.C.T. Compound eingebettet und mithilfe eines Kryostats vertikal geschnitten (20 µm). Die 

Gefrierschnitte wurden auf Objektträger aufgenommen, die zuvor mit einer 

Beschichtungslösung (Tab. 17) überzogen wurden, für 1 h bei 37°C getrocknet und bis zur 

weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Für die Immunhistochemie an Retina-

Ganzpräparaten wurden die Retinen aus dem Augenbecher isoliert, mit der Ganglienzellseite 

nach oben auf Filterpapier aufgebracht und für 20 min in 2 % Paraformaldehyd und 3 % Sucrose 

in 0,1 M PB fixiert. Im Anschluss wurden die Ganzpräparate in 0,1 M PB gewaschen (4 x 15 

min), über Nacht bei 4°C in 30 % Sucrose in 0,1 M PB inkubiert und 3 x eingefroren und 

aufgetaut. Für die Transmissionselektronenmikroskopie wurden die Retinen aus dem 

Augenbecher isoliert, über Nacht bei 4°C in 1 % Paraformaldehyd, 3 % Sucrose und 2,5 % 

Glutaraldehyd in 0,05 M PB fixiert, in 0,1 M PB gewaschen (3 x 30 min) und für 1 h in 1 % 

OsO4 in 0,1 M PB nachfixiert. 

2.4 Immunhistochemie 

Zum immunhistochemischen Nachweis von Proteinen wurden die Kryoschnitte und Retina-

Ganzpräparate in 0,1 M PB gewaschen (3 x 10 min für Kryoschnitte, 4 x 15 min für Retina-
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Ganzpräparate) und in Blockierlösung (Tab. 17) inkubiert (1 h bei Raumtemperatur für 

Kryoschnitte, über Nacht bei 4°C für Retina-Ganzpräparate). Danach erfolgte die Inkubation 

mit den primären Antikörpern (Tab. 13) in Blockierlösung (über Nacht bei 4°C für 

Kryoschnitte, 5 d bei 4°C für Retina-Ganzpräparate). Nach anschließendem Waschen in 0,1 M 

PB (3 x 10 min für Kryoschnitte, 4 x 15 min für Retina-Ganzpräparate) wurde das Gewebe mit 

den sekundären Antikörpern (Tab. 14) in Blockierlösung inkubiert (2 h bei Raumtemperatur für 

Kryoschnitte, 2 d bei 4°C für Retina-Ganzpräparate), erneut in 0,1 M PB gewaschen (3 x 10 

min für Kryoschnitte, 4 x 15 min für Retina-Ganzpräparate) und in VECTASHIELD Mounting 

Medium eingedeckelt. Die Objektträger wurden bis zur Auswertung bei 4°C aufbewahrt. 

Für die Verwendung des N-Cadherin-Antikörpers wurden die immunhistochemischen 

Versuche wie zuvor beschrieben durchgeführt, jedoch wurden die Gefrierschnitte in TRIS-

gepufferter Salzlösung mit Triton X-100 (TBSTX, Tab. 17) gewaschen, mit 10 % Ziegen-

Normalserum in TBSTX blockiert und mit primären und sekundären Antikörpern in TBSTX 

inkubiert. 

2.5 Konfokale Mikroskopie und Bildbearbeitung 

Die immunhistochemischen Färbungen wurden an einem konfokalen Laser-Scanning-

Mikroskop ausgewertet. Das Scannen erfolgte mit einem 63x/1.4-Plan-Apochromat-Öl-

Objektiv (für Kryoschnitte) oder einem 40x/1.3-Plan-Apochromat-Öl-Objektiv (für Retina-

Ganzpräparate) und einer Auflösung von 1024 x 1024 Pixeln. Mit dem 

Bildbearbeitungsprogramm Fiji (Schindelin et al. 2012) wurden aus den Konfokal-Stapeln (200 

nm Einzelscans) Maximum-Projektionen erstellt sowie die Helligkeit und der Kontrast der 

Bilder angepasst. 

2.6 Transmissionselektronenmikroskopie 

Für die Transmissionselektronenmikroskopie wurden die fixierten Retinen in 0,1 M PB 

gewaschen (3 x 10 min) und für jeweils 10 min in 50 %, 70 %, 80 %, 90 % und 100 % Aceton 

in H2O entwässert. Anschließend wurde das Gewebe für 1 h in einem 1:1-Gemisch aus Aceton 

und Agar 100 Resin (Tab. 17) und über Nacht in reinem Agar 100 Resin inkubiert. Nach dem 

Aushärten des Einbettmediums für 48 h bei 60°C wurden mit einem Ultramikrotom vertikale 

Semidünn- (0,5 µm) und Ultradünnschnitte (90 nm) angefertigt. Die Semidünnschnitte wurden 

auf Objektträger aufgenommen, mit 2 % Toluidinblau und 0,5 % Natriumborat in H2O gefärbt 

und mit einem digitalen Forschungsmikroskop ausgewertet, während die Ultradünnschnitte auf 
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Kupfer-Netzchen aufgenommen und mit einem Transmissionselektronenmikroskop analysiert 

wurden. Helligkeit und Kontrast der Aufnahmen wurden in Adobe Photoshop CS6 Extended 

bearbeitet. 

2.7 Retina-Dissoziation 

Um retinale Neurone zu isolieren, wurde eine Gewebe-Dissoziation durchgeführt. Dazu wurden 

die isolierten Retinen für 10 min bei 37°C in HBSS mit Zusätzen vorinkubiert und für 23 min 

bei 37°C in Papain-Lösung (Tab. 17) enzymatisch verdaut. Im Anschluss wurde das Gewebe 

für 5 min bei 37°C in Desoxyribonuklease I-(DNase I-)Lösung (Tab. 17) inkubiert, für 2 min 

bei 900 rpm abzentrifugiert und in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit 

Zusätzen (Tab. 17) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation für 2 min bei 900 rpm wurde das 

Medium abgenommen und durch 1 ml frisches DMEM mit Zusätzen ersetzt. Im Anschluss 

folgte die Trituration des Gewebes. Hierzu wurde das Medium mit den Retinen 3 x mithilfe 

einer weitlumigen Pasteurpipette auf- und abgezogen und der Überstand nach einer Absetzzeit 

von 2 min verworfen.  Dieser Vorgang wurde 3 x mit einer englumigen Pasteurpipette 

wiederholt. Die drei Überstände wurden gepoolt und auf Deckgläser ausgebracht, die zuvor für 

1 h mit Concanavalin-Lösung in PBS (1 mg/ml) beschichtet und 3 x in PBS gewaschen wurden. 

Nachdem sich die Zellen für 30 min bei 37°C im Inkubator (5 % CO2, 55 % O2) abgesetzt 

hatten, wurden sie zur RNA-Gewinnung weiterverwendet. 

2.8 RNA-Isolierung 

Für die Isolierung der RNA aus gesamten Retinen wurde das NucleoSpin RNA XS-Kit nach 

Herstellerangaben verwendet. Um die RNA aus einzelnen Neuronen zu erhalten, wurde das 

Cytoplasma der Zelle in eine Glaselektrode mit 7,5 µl Elektrodenlösung (Tab. 17) 

aufgenommen. Der Inhalt der Elektrode wurde anschließend in ein Reaktionsgefäß entleert, das 

sofort in flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gelagert 

wurde. 

2.9 DNA-Verdau 

Zur Entfernung der genomischen DNA wurde ein DNA-Verdau mithilfe des 

Desoxyribonuclease I, Amplification Grade-Kits durchgeführt. Die Pipettierschemata für den 

DNA-Verdau sind in Tab. 1 (für die Gesamt-Retina-RNA) und Tab. 2 (für die Einzelzell-RNA) 

aufgeführt. Die Ansätze wurden für 15 min inkubiert. Im Anschluss wurde die DNase I durch 

die Zugabe von 1 µl 25 mM EDTA und eine Inkubation für 10 min bei 65°C inaktiviert. 
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Tabelle 1: Pipettierschema für den DNA-Verdau (Gesamt-Retina-RNA) 

Volumen Komponente 

     5 µl RNA-Lösung 

     1 µl RiboLock RNase-Inhibitor 

     1 µl 10X DNase I Reaction Buffer 

     1 µl Deoxyribonuclease I, Amplification Grade 

     2 µl Nuklease-freies Wasser 

 

Tabelle 2: Pipettierschema für den DNA-Verdau (Einzelzell-RNA) 

Volumen Komponente 

  7,5 µl RNA-enthaltende Elektrodenlösung 

  0,5 µl RiboLock RNase-Inhibitor 

0,25 µl 10X DNase I Reaction Buffer 

     1 µl Deoxyribonuclease I, Amplification Grade 

0,75 µl Nuklease-freies Wasser 

 

2.10 Reverse Transkription 

Um die RNA in komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben, wurde das SuperScriptTM III 

Reverse Transcriptase-Kit verwendet. Das Pipettierschema für die reverse Transkription ist 

Tab. 3 zu entnehmen. Nachdem der RNA-Lösung Oligo(dT)15 Primer, Random Primer und 

Roti®Mix PCR3 zugefügt wurden, erfolgte zunächst eine Inkubation für 5 min bei 65°C und 1 

min auf Eis. Anschließend wurden die restlichen Komponenten hinzugegeben und der Ansatz 

für 5 min bei 25°C, 50 min bei 50°C und 15 min bei 70°C im Thermocycler inkubiert. 
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Tabelle 3: Pipettierschema für die reverse Transkription 

Volumen Komponente 

   10 µl RNA-Lösung 

     1 µl Oligo(dT)15 Primer 

     1 µl Random Primers 

     1 µl Roti®Mix PCR3 

     1 µl RiboLock RNase-Inhibitor 

     4 µl 5X First-Strand Buffer 

     1 µl 0,1 M DTT 

     1 µl SuperScriptTM III Reverse Transcriptase 

 

2.11 Polymerase-Kettenreaktion 

Für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde das KAPA HotStart Mouse Genotyping Kit 

eingesetzt. Das Pipettierschema ist in Tab. 4 und das PCR-Programm in Tab. 5 aufgeführt. Die 

verwendeten Primer sind in Tab. 15 aufgelistet. 

 

Tabelle 4: Pipettierschema für die PCR 

Volumen Komponente 

     4 µl cDNA-Lösung 

12,5 µl KAPA2G Fast HS Genotyping Mix (2X) 

     1 µl 10 µM forward Primer 

     1 µl 10 µM reverse Primer 

  6,5 µl Nuklease-freies Wasser 

 

Tabelle 5: PCR-Programm 

Schritt Temperatur Dauer Zyklen 

Initiale Denaturierung 95°C 3 min 1 

Denaturierung 95°C 15 s  

Primerhybridisierung 59°C 15 s       45 

Elongation 72°C 20 s  

Finale Elongation 72°C 10 min 1 
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2.12 Quantifizierungen und statistische Auswertung 

Zur Quantifizierung der OPL-Dicke in Toluidinblau-gefärbten Semidünnschnitten von Cx57+/+- 

(n = 3 für P8, n = 4 für P11, n = 5 für P15, n = 3 für P21) und Cx57+/DTR-Mäusen (n = 3 für P8, 

n = 4 für P11, n = 3 für P15, n = 2 für P21) wurde unter Einsatz des Line Tools in Fiji die 

Distanz zwischen den Somata der ONL und den Somata der INL bestimmt. Die Messung wurde 

an 10 verschiedenen Stellen pro Tier durchgeführt. 

Um die Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse zwischen Cx57+/+- (P11: n = 4, P15: n = 3) 

und Cx57+/DTR-Mäusen (P11: n = 4, P15: n = 5) zu vergleichen, wurden anhand von 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen für jeden Genotyp und jedes Entwicklungsstadium 

zwischen 746 und 1177 Profile von Stäbchenterminalien analysiert und in folgende Kategorien 

eingeordnet: (1) leere Stäbchenterminalien (Profile ohne Invaginationen), (2) Monaden (Profile 

mit einem invaginierenden Horizontalzellfortsatz), (3) Dyaden (Profile mit zwei 

invaginierenden Horizontalzellfortsätzen), (4) Triaden (Profile mit mindestens einem 

invaginierenden ON-Bipolarzelldendriten) und (5) unklassifiziert (Profile, die nicht eindeutig 

einer der anderen Gruppen zugeordnet werden konnten). Zur Ermittlung der Häufigkeit von 

Stäbchenterminalien mit und ohne Proteinbändern wurde derselbe Satz an 

Stäbchenterminalien-Profilen ausgewertet. Um die Größe der Proteinbänder in Cx57+/+- (n = 3) 

und Cx57+/DTR-Retinen (n = 5) an P15 zu bestimmen, wurde mithilfe des Line Tools in Fiji die 

Länge von 30 Proteinbändern pro Tier gemessen. 

Für die Quantifizierung mGluR6- und GPR179-positiver Partikel in Cx57+/+- (n = 3) und 

Cx57+/DTR-Mäusen (n = 5) an P15 wurden die Konfokal-Stapel mit einer theoretischen 

Punktspreizfunktion in der Huygens Software dekonvoliert und in Fiji weiterverarbeitet. Nach 

dem Entfernen des Hintergrunds durch die Subtract Background-Funktion (rolling ball radius: 

50 Pixel) wurden manuell Intensitäts-Schwellenwerte festgelegt, die für beide Genotypen 

konstant gehalten wurden. Anschließend wurde unter Verwendung der Analyze Particles-

Funktion für jedes Tier die Anzahl und durchschnittliche Größe der Partikel für 9 

unterschiedliche Regionen (je 46,08 x 25,25 µm) bestimmt. Um zu verhindern, dass Rauschen 

und Blutgefäße in die Auswertung miteinbezogen werden, wurden Partikel mit einer Größe von 

< 0,81 oder > 22,50 µm2 von der Analyse ausgeschlossen. 

Zur Ermittlung der Anzahl der Zapfen in Cx57+/+- (n = 3) und Cx57+/DTR-Retinen (n = 3) (P56) 

wurden in cone arrestin-gefärbten Vertikalschnitten manuell die Zapfensomata gezählt. Pro 

Tier wurden 12 Aufnahmen (je 198,39 x 198,39 µm) ausgewertet. Um Unterschiede in der 
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Verteilung der Zapfensomata innerhalb der äußeren Retina festzustellen, wurden die 

Zapfensomata in zwei Kategorien eingeteilt. Zapfensomata, die in der distalen Hälfte der ONL 

lokalisiert waren, wurden als korrekt positioniert und Zapfensomata, die in der proximalen 

Hälfte der ONL lokalisiert waren, wurden als mislokalisiert klassifiziert. 

Die statistische Analyse wurde in GraphPad Prism 5 durchgeführt. Zum Vergleich der OPL-

Dicke, der Proteinband-Größe in Stäbchenterminalien sowie der Anzahl und durchschnittlichen 

Größe mGluR6- und GPR179-positiver Partikel zwischen Wildtyp- und Horizontalzell-

ablatierten Mäusen wurde ein Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. Die Verteilungen der 

verschiedenen Entwicklungsstadien von Stäbchenterminalien wurden mittels χ2-Test auf 

statistische Signifikanz getestet. Zur Analyse der Häufigkeiten von Stäbchenterminalien mit 

und ohne Proteinbändern sowie der Verteilung der Zapfensomata wurde ein exakter Fisher-Test 

durchgeführt. Um die Anzahl der Zapfen zwischen den beiden Genotypen zu vergleichen, 

wurde ein t-Test für unabhängige Stichproben angewandt (Daten normalverteilt, D'Agostino-

Pearson-Test). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Ein p-Wert 

von < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Auswirkungen einer frühen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die 

Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse 

3.1.1 Ablation der Horizontalzellen während der frühen postnatalen Entwicklung 

Um die Rolle der Horizontalzellen für die Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse in der 

Mausretina zu untersuchen, wurde dieser Zelltyp im Rahmen des ersten Projekts dieser Arbeit 

während der frühen postnatalen Entwicklung ablatiert. Dazu wurden transgene Cx57+/DTR-

Mäuse verwendet, die einen Primaten-Diphtherietoxinrezeptor unter der Kontrolle des 

Horizontalzell-spezifischen Cx57-Promotors exprimieren (Sonntag et al. 2012). Die Ablation 

der Horizontalzellen wurde durch eine Injektion von Diphtherietoxin an P4 und P5 induziert. 

Zu dieser Zeit befinden sich die Somata der Horizontalzellen bereits an ihrem Zielort, der 

distalen INL (Poche et al. 2007), aber die Axonterminalien haben noch nicht damit begonnen, 

Kontakte mit den Stäbchenterminalien auszubilden (Sherry et al. 2003). Durch diesen späten 

Injektionszeitpunkt (kurz vor der Invagination der Horizontalzellfortsätze in die 

Stäbchenterminalien) sollten mögliche Nebeneffekte der Horizontalzell-Ablation auf die 

retinale Zelldifferenzierung und Laminierung minimiert werden. 

Zur Kontrolle der Vollständigkeit und Spezifität der Horizontalzell-Ablation wurden retinale 

Kryoschnitte von Diphtherietoxin-behandelten Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen verschiedenen 

Alters (P8, P11, P15, P21) mit einem Antikörper gegen Calbindin gefärbt. Dieser markiert 

sowohl Horizontalzellen als auch einige Typen von Amakrin- und Ganglienzellen (Haverkamp 

und Wässle 2000). Bereits an P8 war die Calbindin-Immunoreaktivität in den Horizontalzellen 

der Cx57+/DTR-Mäuse stark reduziert (Abb. 10 B) und von P11 an waren keine Calbindin-

positiven Horizontalzellen mehr in der Retina erkennbar (Abb. 10 D, F, H). Im Gegensatz dazu 

zeigten sich bei den Calbindin-positiven Amakrin- und Ganglienzellen keine Veränderungen 

(Abb. B, D, F, H). Um die Spezifität der Horizontalzell-Ablation weiter zu überprüfen, wurden 

die beiden spiegelsymmetrischen Populationen von ON- und OFF-starburst-Amakrinzellen mit 

einem Antikörper gegen die Cholinacetyltransferase (ChAT) und die Müllerzellen mit einem 

Antikörper gegen die Glutaminsynthetase markiert. Sowohl bei den starburst-Amakrinzellen 

als auch bei den Müllerzellen konnten an P15 keine offensichtlichen Unterschiede zwischen 

Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten Mäusen festgestellt werden (Abb. 11 A-D), was darauf 

hindeutet, dass die Zellablation tatsächlich auf die Horizontalzellen beschränkt ist. 
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Zusammengefasst demonstrieren diese Ergebnisse, dass die gesamte Population der 

Horizontalzellen selektiv ablatiert wurde und die Cx57/DTR-Mauslinie somit ein nützliches 

Werkzeug zur Untersuchung der Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse in Abwesenheit der 

Horizontalzellen darstellt. 

 

 

Abbildung 10: Horizontalzell-Ablation während der frühen postnatalen Entwicklung. (A-H) 

Retinale Vertikalschnitte von Diphtherietoxin-behandelten Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen wurden mit 

einem Antikörper gegen Calbindin gefärbt. Die Calbindin-Immunoreaktivität in den Horizontalzellen 

der Cx57+/DTR-Mäuse war an P8 drastisch reduziert (B) und ab P11 vollständig verschwunden (D, F, H). 

Die Calbindin-positiven Amakrin- und Ganglienzellen zeigten dagegen keine Veränderungen (B, D, F, 

H). Maßstabsbalken: 50 µm. 
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Abbildung 11: Die frühe postnatale Horizontalzell-Ablation hat keine Auswirkungen auf die 

grobe Morphologie der starburst-Amakrinzellen und Müllerzellen. (A, B) Immunhistochemische 

Färbung von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen (P15) mit einem ChAT-Antikörper. Die Morphologie der 

ChAT-positiven starburst-Amakrinzellen war in den Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten Mäusen 

vergleichbar. (C, D) Vertikale Kryoschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen (P15) wurden mit 

einem Antikörper gegen die Glutaminsynthetase, ein Markerprotein für Müllerzellen, gefärbt. Es 

konnten keine erkennbaren Unterschiede in der Morphologie der Müllerzellen von Wildtyp- und 

Horizontalzell-ablatierten Mäusen festgestellt werden. Maßstabsbalken: 50 µm. 

 

3.1.2 Allgemeine Morphologie der Retina 

Zur Beurteilung der Auswirkungen der Horizontalzell-Ablation auf die Entwicklung der 

allgemeinen Morphologie der Retina wurden retinale Semidünnschnitte von Cx57+/+- und 

Cx57+/DTR-Mäusen mit Toluidinblau gefärbt (Abb. 12 A-H). Während die ONL, INL, IPL und 

GCL eine vergleichbare Breite aufwiesen, war die Dicke der OPL in den Horizontalzell-

ablatierten Tieren zwischen P8 und P21 signifikant reduziert (Abb. 12 I-L; P8: Cx57+/+: 7,45 ± 

2,81 µm, Cx57+/DTR: 5,09 ± 2,50 µm,  p < 0,01; P11: Cx57+/+: 10,26 ± 3,02 µm, Cx57+/DTR: 5,90 

± 2,75 µm, p < 0,0001; P15: Cx57+/+: 9,58 ± 2,51 µm, Cx57+/DTR: 4,93 ± 2,85 µm, p < 0,0001; 

P21: Cx57+/+: 10,58 ± 2,78 µm, Cx57+/DTR: 4,22 ± 2,89 µm,  p < 0,0001; Wilcoxon-

Rangsummentest). Da in dieser Schicht die Photorezeptor-Bandsynapsen lokalisiert sind, deutet 
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dieser Befund darauf hin, dass die korrekte Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen 

Photorezeptoren und Bipolarzellen in Abwesenheit der Horizontalzellen beeinträchtigt ist. 

 

 

Abbildung 12: Verringerte OPL-Dicke nach früher postnataler Horizontalzell-Ablation. (A-H) 

Toluidinblau-Färbung vertikaler Semidünnschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen. Im Vergleich 

zur OPL-Dicke der Wildtyp-Mäuse war die OPL-Dicke der Horizontalzell-ablatierten Mäuse von P8 bis 

P21 deutlich reduziert. Die übrigen Schichten (ONL, INL, IPL, GCL) wiesen hingegen eine ähnliche 

Breite auf. (I-L) Quantifizierung der OPL-Dicke von Cx57+/+- (P8: n = 3, P11: n = 4, P15: n = 5, P21: n 

= 3) und Cx57+/DTR-Mäusen (P8: n = 3, P11: n = 4, P15: n = 3, P21: n = 2). p < 0,01 (P8), p < 0,0001 

(P11, P15, P21), Wilcoxon-Rangsummentest. Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. **p < 0,01, ***p < 0,001. Maßstabsbalken: 50 µm. 
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3.1.3 Invagination von Stäbchen-Bipolarzellen und Proteinband-Aufbau 

Um zu überprüfen, ob die ON-Bipolarzelldendriten in Abwesenheit der Horizontalzellen in der 

Lage sind in die Stäbchenterminalien zu invaginieren, wurde eine ultrastrukturelle Analyse 

durchgeführt. Dazu wurden die Stäbchenterminalien von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen an 

P11 (einen Tag nach Beginn der ON-Bipolarzell-Invagination) und P15 (einen Tag nach 

Abschluss der Synapsenbildung) elektronenmikroskopisch untersucht und nach ihrem 

Entwicklungsstadium in folgende Kategorien eingeordnet: (1) leere Stäbchenterminalien 

(Stäbchenterminalien-Profile ohne Invaginationen), (2) Monaden (Stäbchenterminalien-Profile 

mit einem invaginierenden Horizontalzellfortsatz), (3) Dyaden (Stäbchenterminalien-Profile 

mit zwei invaginierenden Horizontalzellfortsätzen), (4) Triaden (Stäbchenterminalien-Profile 

mit mindestens einem invaginierenden ON-Bipolarzelldendriten) und unklassifiziert (Profile, 

die nicht eindeutig einer der anderen Gruppen zugeordnet werden konnten). 

Die elektronenmikroskopische Analyse zeigte, dass an P11 fast die Hälfte der 

Stäbchenterminalien-Profile in den Wildtyp-Retinen noch keine Invaginationen aufwies. Einige 

Profile enthielten einen oder zwei invaginierende Horizontalzellfortsätze, aber nur wenige 

besaßen bereits einen invaginierenden Bipolarzelldendriten (Abb. 13 C; 46 % leer, 18 % 

Monaden, 23 % Dyaden, 8 % Triaden, 5 % unklassifiziert, 849 Stäbchenterminalien-Profile 

von n = 4 Mäusen). Verglichen mit P11 hatte sich der Anteil an leeren Stäbchenterminalien-

Profilen in den Kontroll-Mäusen an P15 verringert und der Anteil an Triaden erhöht (Abb. 13 

A, C; 27 % leer, 18 % Monaden, 18 % Dyaden, 34 % Triaden, 3 % unklassifiziert, 746 

Stäbchenterminalien-Profile von n = 3 Mäusen). 

Im Gegensatz zu den Stäbchenterminalien-Profilen der Wildtyp-Retinen beinhalteten die 

Stäbchenterminalien-Profile der Cx57+/DTR-Retinen zu beiden Untersuchungszeitpunkten meist 

keine Invaginationen. Vereinzelt wurden Profile mit Überresten von ein oder zwei 

Horizontalzellfortsätzen gefunden, was zeigt, dass ein geringer Anteil an Horizontalzellen trotz 

der Diphtherietoxin-Injektionen an P4 und P5 noch in der Lage war in die Stäbchenterminalien 

zu invaginieren. Vollständige Triaden traten jedoch nur in sehr seltenen Fällen auf und 

Stäbchenterminalien-Profile mit invaginierenden ON-Bipolarzelldendriten, aber ohne 

invaginierende Horizontalfortsätze, wurden überhaupt nicht beobachtet (Abb. 13 B, C; P11: 88 

% leer, 4 % Monaden, 2 % Dyaden, < 1 % Triaden, 6 % unklassifiziert, 824 

Stäbchenterminalien-Profile von n = 4 Mäusen; P15: 78 % leer, 8 % Monaden, 2 % Dyaden, < 

1 % Triaden, 11 % unklassifiziert, 1177 Stäbchenterminalien-Profile von n = 5 Mäusen). Die 
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Verteilung der verschiedenen Entwicklungsstadien in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen 

unterschied sich für beide Altersstufen signifikant von der Verteilung der Entwicklungsstadien 

in den Wildtyp-Mäusen (P11, P15: p < 0,0001, χ2-Test). Da in dem gesamten 

Untersuchungszeitraum (in dem normalerweise die Invagination der Stäbchen-Bipolarzellen in 

das Stäbchenterminal stattfindet) keine Stäbchenterminalien-Profile gefunden wurden, die 

ausschließlich invaginierende ON-Bipolarzelldendriten enthielten, ist davon auszugehen, dass 

die Horizontalzellen für die Invagination der Stäbchen-Bipolarzellen in die 

Stäbchenterminalien zwingend erforderlich sind. 

Neben den Invaginationen wurden auch die präsynaptischen Proteinbänder der 

Stäbchenterminalien genauer betrachtet (Abb. 13 A, B, Pfeile). Eine Analyse der Proteinband-

Häufigkeiten an P15 ergab, dass in den Stäbchenterminalien-Profilen der Cx57+/DTR-Mäuse 

signifikant weniger Proteinbänder vorhanden waren als in den Stäbchenterminalien-Profilen 

der Cx57+/+-Mäuse (Abb. 13 D; Cx57+/+: 81 % mit Proteinband, 19 % ohne Proteinband, 746 

Stäbchenterminalien-Profile von n = 3 Mäusen; Cx57+/DTR: 39 % mit Proteinband, 61 % ohne 

Proteinband, 1177 Stäbchenterminalien-Profile von n = 5 Mäusen; p < 0,0001, exakter Fisher-

Test). Darüber hinaus war die Länge der vorhandenen Proteinbänder in den Horizontalzell-

ablatierten Retinen an P15 signifikant reduziert (Abb. 13 E; Cx57+/+: 0,40 ± 0,23 µm, n = 3; 

Cx57+/DTR: 0,24 ± 0,17 µm, n = 5; p < 0,0001, Wilcoxon-Rangsummentest). Diese beiden 

Befunde liefern Hinweise darauf, dass der Proteinband-Aufbau in Abwesenheit der 

Horizontalzellen gestört ist.  
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3.1.4 Lokalisation der Photorezeptorterminalien 

Da die verringerte OPL-Dicke in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen (Abb. 12 I-L) auf eine 

reduzierte Anzahl an Photorezeptorterminalien in dieser Schicht hindeutet, wurde die 

Verteilung der Zapfen- und Stäbchen-Endfüßchen innerhalb der Retina näher untersucht. Dazu 

wurden retinale Kryoschnitte mit einem Antikörper gegen PSD-95, ein Markerprotein für 

Zapfen- und Stäbchenterminalien (Koulen et al., 1998), und einem Antikörper gegen cone 

arrestin, ein Markerprotein für Zapfen (Zhu et al., 2002), doppelmarkiert. Auf diese Weise 

konnte zwischen den Terminalien von Zapfen und Stäbchen unterschieden werden. In den 

Cx57+/+-Retinen waren bereits an P8 einige Stäbchenterminalien in der OPL zu finden (Abb. 

14 A). Die Zahl der Stäbchen-Endfüßchen innerhalb dieser Schicht stieg mit fortschreitendem 

Alter an (Abb. 14 A-D). Auch in den Cx57+/DTR-Retinen war von P8 bis P11 eine Zunahme der 

Anzahl an Stäbchenterminalen in der OPL zu beobachten (Abb. 14 E, F). Dieser Befund ist 

konsistent mit vorherigen Studien, die darauf hindeuten, dass die Horizontalzellen nicht für die 

__________________________________________________________________________________ 

Abbildung 13: Fehlende Invaginationen von ON-Bipolarzellen und reduzierte Häufigkeit und 

Länge von Proteinbändern in Stäbchenterminalien von Horizontalzell-ablatierten Mäusen. (A, B) 

Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Stäbchenterminalien in Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen an 

P15. Während die Stäbchenterminalien-Profile (gelb) der Wildtyp-Retinen deutlich erkennbare 

präsynaptische Proteinbänder (Pfeile) und Invaginationen von Horizontalzellen (blau) und ON-

Bipolarzellen (rot) aufwiesen (A), zeigten die Stäbchenterminalien-Profile der Horizontalzell-ablatierten 

Retinen meist keine Invaginationen und Proteinbänder waren häufig nicht vorhanden oder kürzer (Pfeil) 

(B). (C) Quantifizierung verschiedener Entwicklungsstadien von Stäbchenterminalien in Cx57+/+- (P11: 

n = 4, P15: n = 3) und Cx57+/DTR-Mäusen (P11: n = 4, P15: n = 5) an P11 und P15. Zwischen 746 und 

1177 Stäbchenterminalien-Profile wurden für jeden Genotyp und jedes Altersstadium analysiert. Profile 

ohne Invaginationen wurden als leer, Profile mit einem invaginierenden Horizontalzellfortsatz als 

Monade, Profile mit zwei invaginierenden Horizontalzellfortsätzen als Dyade und Profile mit 

mindestens einem invaginierenden Bipolarzellfortsatz als Triade klassifiziert. p < 0,0001, χ2-Test. (D) 

Häufigkeiten von Stäbchenterminalien-Profilen mit und ohne Proteinband in Cx57+/+ (n = 3) und 

Cx57+/DTR-Retinen (n = 5) an P15. p < 0,0001, exakter Fisher-Test.  (E) Quantifizierung der Proteinband-

Länge in Stäbchenterminalien-Profilen von Wildtyp- (n = 3) und Horizontalzell-ablatierten Mäusen (n 

= 5) an P15. p < 0,0001, Wilcoxon-Rangsummentest. Die Daten sind als Mittelwert ± 

Standardabweichung dargestellt. *** p < 0,001. Maßstabsbalken: 500 nm. 
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korrekte Wegfindung der Stäbchenterminalien in die OPL notwendig sind (Messersmith and 

Redburn, 1990; Keeley et al., 2013). Allerdings zeigten sich ab P11 auch zunehmend ektopische 

Stäbchen-Endfüßchen in der ONL (Abb. 14 F-H, Pfeile), was vermuten lässt, dass die Stäbchen 

ihre Terminalien infolge der gescheiterten Synapsenbildung aus der OPL zurückziehen. Im 

Gegensatz zu den Stäbchenterminalien verblieben die Zapfenterminalien in der OPL (Abb. 14 

E-H). 

 

 

Abbildung 14: Retraktion von Stäbchenterminalien infolge der frühen postnatalen 

Horizontalzell-Ablation. (A-H) Vertikale Kryoschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen wurden 

mit Antikörpern gegen cone arrestin (grün), ein Markerprotein für Zapfen, und PSD-95 (magenta), ein 

Markerprotein für Zapfen- und Stäbchenterminalien, gefärbt. Während die PSD-95-positiven 

Photorezeptorterminalien in den Wildtyp-Mäusen ausschließlich in der OPL lokalisiert waren (A-D), 

konnte in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen zwischen P11 und P21 eine steigende Anzahl an 

ektopischen Stäbchenterminalien in der ONL beobachtet werden (Pfeile) (F, G, H). Die 

Zapfenterminalien der Cx57+/DTR-Tiere blieben dagegen auf die OPL beschränkt (E-H). 

Maßstabsbalken: 20 µm. 
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3.1.5 Verteilung der präsynaptischen Proteinbänder in der äußeren Retina 

Durch die elektronenmikroskopische Analyse konnte gezeigt werden, dass die Häufigkeit und 

Länge der präsynaptischen Proteinbänder in den Stäbchenterminalien der Horizontalzell-

ablatierten Mäusen signifikant reduziert sind (Abb. 13 D, E). Zur zusätzlichen Untersuchung 

der Verteilung der Proteinbänder in der äußeren Retina wurden vertikale Kryoschnitte von 

Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen mit einem Antikörper gegen das C-terminal-binding protein 2 

(CtBP2), das identisch mit der B-Domäne der Proteinband-Komponente RIBEYE ist (Schmitz 

et al. 2000), gefärbt. Darüber hinaus wurde ein Antikörper gegen cone arrestin eingesetzt, um 

zwischen den Proteinbändern von Zapfen und Stäbchen unterscheiden zu können. Während die 

CtBP2-positiven Strukturen in den Wildtyp-Mäusen hauptsächlich auf die OPL beschränkt 

waren (Abb. 15 A-D), wurden in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen ab P11 zahlreiche 

ektopische CtBP2-positive Strukturen in der ONL gefunden, die nicht mit den cone arrestin-

immunoreaktiven Zapfen kolokalisierten (Abb. 15 F, G, H, Pfeile). Dieser Befund ist konsistent 

mit der Beobachtung, dass die Stäbchen ihre Terminalien aus der OPL zurückziehen (Abb. 15 

F, G, H, Pfeile). Die klassische Hufeisenform der Proteinbänder, die in den Cx57+/+-Retinen 

von P15 an deutlich erkennbar war (Abb. 15 C, C‘, D), wurde in den Cx57+/DTR-Retinen selten 

vorgefunden. In Übereinstimmung mit den ultrastrukturellen Aufnahmen waren die CtBP2-

positiven Strukturen in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen in der Regel punktförmig und 

kürzer als in den Wildtyp-Mäusen (Abb. 15 G, G‘, H), was einen gestörten Proteinband-Aufbau 

bestätigt. 
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Abbildung 15: Ektopische Proteinbänder in der ONL von Horizontalzell-ablatierten Mäusen. (A-

H) Doppelmarkierung retinaler Kryoschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen mit Antikörpern 

gegen CtBP2 (grün) und cone arrestin (magenta). Die CtBP2-positiven Proteinbänder der Wildtyp-

Retinen waren hauptsächlich in der OPL lokalisiert (A-D) und zeigten ab P15 die charakteristische 

Hufeisenform (C, C‘, D). Im Gegensatz dazu waren in den Horizontalzell-ablatieren Retinen von P11 

bis P21 zunehmend ektopische Proteinbänder in der ONL erkennbar (Pfeile) (F-H), die häufig kürzer 

waren als in den Kontroll-Mäusen (G, G‘, H). Maßstabsbalken: 10 µm (H), 5 µm (G‘). 

 

3.1.6 Morphologie der Stäbchen-Bipolarzellen und Lokalisation der postsynaptischen 

Proteine mGluR6 und GPR179 

Um die Auswirkungen der Horizontalzell-Ablation auf die postsynaptischen Elemente der 

Photorezeptor-Bandsynapse genauer zu untersuchen, wurden retinale Kryoschnitte mit einem 

Antikörper gegen die α-Isoform der Proteinkinase C (PKCα), einen Stäbchen-Bipolarzell-

Marker, und einem Antikörper gegen mGluR6, den Haupt-Glutamatrezeptor von ON-

Bipolarzellen (Nomura 1994; Masu et al. 1995), gefärbt. Die Dendriten der ON-Bipolarzellen 

erwachsen aus apikalen, neuroepithelial-ähnlichen Fortsätzen, die sich bis zur äußeren 

limitierenden Membran erstrecken (Morgan et al. 2006). An P8 hatten die Stäbchen-

Bipolarzellen der Cx57+/+-Mäuse bereits ein dendritisches Netzwerk in der OPL ausgebildet 

und vereinzelt waren kleine mGluR6-positive Punkte an den Spitzen der Dendriten erkennbar 

(Abb. 16 A). Die Anzahl und Größe der mGluR6-immunoreaktiven Punkte an den 

dendritischen Endigungen der Stäbchen-Bipolarzellen nahm zwischen P8 bis P21 deutlich zu 
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(Abb. 16 A-D). Im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen war das dendritische Netzwerk der 

Stäbchen-Bipolarzellen in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen weniger stark verzweigt und 

einzelne Stäbchen-Bipolarzelldendriten wuchsen in die ONL aus (Abb. 16 E-H). Zudem 

schienen weniger und kleinere mGluR6-positive Punkte an den Spitzen der Stäbchen-

Bipolarzelldendriten lokalisiert zu sein (Abb. 16 E-H). Um diesen Befund zu bestätigen, wurde 

eine Analyse der mGluR6-immunoreaktiven Partikel an P15 durchgeführt. Diese zeigte, dass 

sowohl die Anzahl als auch die durchschnittliche Größe der mGluR6-positiven Partikel in den 

Cx57+/DTR-Mäusen signifikant reduziert war (Tab. 6). 

 

 

Abbildung 16: Auswachsen von Stäbchen-Bipolarzelldendriten und beeinträchtigte mGluR6-

Rekrutierung nach früher postnataler Ablation der Horizontalzellen.  (A-H) Immunhistochemische 

Färbung von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen mit Antikörpern gegen mGluR6 (grün) und PKCα 

(magenta). Während die dendritischen Endigungen der PKCα-positiven Stäbchen-Bipolarzellen in den 

Wildtyp-Mäusen auf die OPL beschränkt waren (A-D), zeigte sich in den Horizontalzell-ablatierten 

Mäusen ein fortschreitendes Auswachsen der Stäbchen-Bipolarzelldendriten in die ONL (E-H). Im 

Vergleich zu den Cx57+/+-Retinen (A-D) war die mGluR6-Expression an den Spitzen der Stäbchen-

Bipolarzelldendriten in den Cx57+/DTR-Retinen deutlich reduziert (E-F). Maßstabsbalken: 10 µm. 
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Tabelle 6: Quantifizierung mGluR6-positiver Partikel in Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen an P15.  

Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben und wurden mit einem Wilcoxon-

Rangsummentest auf statistische Signifikanz getestet. 

 Cx57+/+ Cx57+/DTR p-Wert 

Anzahl mGluR6-positiver Partikel pro 

100 µm 

93,7 ± 25,4 26,14 ± 16,0 < 0,0001 

Durchschnittliche Größe mGluR6-

positiver Partikel (in µm2) 

0,12 ± 0,03 0,08 ± 0,02 < 0,0001 

 

Zur weiteren Untersuchung möglicher postsynaptischer Veränderungen kam ein Antikörper 

gegen Cav1.1, eine Untereinheit des spannungsabhängigen L-Typ-Calciumkanals, zum Einsatz. 

Dieser Antikörper kreuzreagiert mit GPR179 (Hasan et al. 2016), einem G-Protein-gekoppelten 

Rezeptor, der an den Spitzen der ON-Bipolarzelldendriten exprimiert wird und als Membran-

Anker für Regulatoren der G-Protein-vermittelten Signaltransduktion fungiert (Orlandi et al. 

2012) und transsynaptisch mit dem Dystroglycan-Pikachurin-Komplex der Photorezeptoren 

interagiert (Orlandi et al. 2018). Im Gegensatz zur mGluR6-Immunoreaktivität, die bereits ab 

P8 in der OPL von Wildtyp-Mäusen detektierbar war, konnten die ersten GPR179-positiven 

Punkte an den dendritischen Spitzen der Stäbchen-Bipolarzellen erst ab P15 nachgewiesen 

werden (Abb. 17 A-D). Da die GPR179-Expression in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen 

stark reduziert wirkte (Abb. 17 G, H), wurden die GPR179-positiven Partikel in den Cx57+/+- 

und Cx57+/DTR-Retinen an P15 quantifiziert. Die Analyse bestätigte eine signifikante Reduktion 

der Anzahl und durchschnittlichen Größe der GPR179-immunoreaktiven Partikel in den 

Horizontalzell-ablatierten Tieren (Tab. 7). Zusammen mit der verringerten mGluR6-Expression 

deutet dieser Befund darauf hin, dass die Rekrutierung von Komponenten der mGluR6-

Signaltransduktionskaskade zu den Spitzen der Stäbchen-Bipolarzelldendriten infolge der 

fehlgeschlagenen Invagination ins Stäbchenterminal gehemmt ist. 
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Abbildung 17: Die frühe postnatale Horizontalzell-Ablation hemmt die Rekrutierung von 

GPR179 zu den dendritischen Spitzen der Stäbchen-Bipolarzellen. (A-H) Vertikale Kryoschnitte 

von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen wurden mit einem Antikörper gegen Cav1.1 (grün), der mit GPR179 

kreuzreagiert, und einem Antikörper gegen PKCα (magenta) gefärbt. Im Gegensatz zu den Wildtyp-

Mäusen, die ab P15 deutlich erkennbare GPR179-positive Punkte an nahezu allen dendritischen 

Endigungen der Stäbchen-Bipolarzellen aufwiesen (C, D), waren in den Horizontalzell-ablatierten 

Mäusen nur sehr wenige und kleine GPR179-immunoreaktive Punkte an den Spitzen der Stäbchen-

Bipolarzelldendriten erkennbar (G, H). Maßstabsbalken: 10 µm. 

 

Tabelle 7: Quantifizierung GPR179-positiver Partikel in Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen an P15. 

Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben und wurden mit einem Wilcoxon-

Rangsummentest auf statistische Signifikanz getestet.

 Cx57+/+ Cx57+/DTR p-Wert 

Anzahl GPR179-positiver Partikel pro 

100 µm 

82,9 ± 25,6 36,5 ± 27,5 < 0,0001 

Durchschnittliche Größe GPR179-

positiver Partikel (in µm2) 

0,12 ± 0,03 0,07 ± 0,01 < 0,0001 
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3.2 Auswirkungen einer frühen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf die 

weitere Entwicklung und den Erhalt der Zapfen-Bandsynapse 

3.2.1 Morphologie der Zapfen 

Im zweiten Projekt dieser Arbeit wurde untersucht, welche Auswirkungen die an P4/P5 

induzierte Horizontalzell-Ablation auf die weitere Entwicklung der Zapfen sowie deren 

synaptischen Kontakte mit Bipolarzellen hat. Um die Morphologie der Zapfen über die Zeit zu 

verfolgen, wurden retinale Vertikalschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen verschiedenen 

Alters (P8, P15, P21, P56) mit einem cone arrestin-Antikörper gefärbt. In den Wildtyp-Retinen 

zeigten die Zapfen während des gesamten Untersuchungszeitraums den klassischen Aufbau 

bestehend aus einem Außensegment, einem Innensegment, einem Soma und einem Axon mit 

einem synaptischen Endfüßchen. Die synaptischen Endfüßchen waren in der OPL lokalisiert 

und wiesen eine regelmäßige Verteilung innerhalb dieser Schicht auf (Abb. 18 A-E). Während 

der zweiten postnatalen Woche durchlaufen die Zellkerne der Zapfen eine Phase der Migration, 

bevor sie ihre endgültige Position im äußersten Bereich der ONL einnehmen (Rich et al. 1997). 

Im Einklang mit diesem Befund waren die Zapfensomata der Cx57+/+-Mäuse an P8 über die 

gesamte ONL-Breite verstreut (Abb. 18 A), während sie ab P15 ausschließlich in der distalen 

ONL positioniert waren (Abb. 18 B-E). In den Horizontalzell-ablatierten Retinen wurden 

zunächst (P8) keine offensichtlichen Veränderungen in der Morphologie der Zapfen festgestellt 

(Abb. 18 F). Von P15 an waren jedoch einige mispositionierte Zapfensomata auf Höhe der OPL 

zu beobachten (Abb. 18 G-I, Sternchen) und die räumliche Anordnung der Zapfenterminalien 

in der OPL wirkte ungleichmäßig (Abb. 18 G-I). An P56 zeigten die Zapfen der Cx57+/DTR-

Mäuse schließlich eine deutlich von der Norm abweichende Morphologie. Die Zapfenaxone 

waren stark verzweigt und besaßen jeweils ein synaptisches Terminal am Ende eines 

Seitenastes (Abb. 18 J, offene Pfeile). Darüber hinaus gingen in manchen Fällen mehrere Axone 

aus einem Zellkörper hervor (Abb. 18 I, J, weiße Pfeile). Zur genaueren Beurteilung der 

Verteilung der Zapfenterminalien in der OPL wurde eine cone arrestin-Färbung von Retina-

Ganzpräparaten (P56) durchgeführt. Während die Zapfen-Endfüßchen der Wildtyp-Retinen ein 

regelmäßiges Mosaik formten und eine große Zahl an divergierenden Telodendrien aufwiesen 

(Abb. 18 K, L), bildeten die Zapfen-Endfüßchen der Horizontalzell-ablatierten Retinen Cluster 

und das Telodendrien-Netzwerk war weniger stark ausgeprägt (Abb. 18 M, N). Wie auch in 

den retinalen Vertikalschnitten wurden in den Retina-Ganzpräparaten der Cx57+/DTR-Mäuse 

einige falsch positionierte Zapfensomata in der OPL beobachtet (Abb. 18 M, N, Sternchen). 
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Eine Quantifizierung der korrekt und mislokalisierten Zapfenzellkörper bestätigte, dass sich die 

Verteilungen der Zapfensomata innerhalb der ONL signifikant unterschieden (Tab. 8). Trotz 

der enormen strukturellen Veränderungen wurden an P56 keine signifikanten Unterschiede in 

der Anzahl der Zapfen zwischen den Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen festgestellt (Abb. 18, O; 

Cx57+/+: 9,38 ± 1,80 Zapfensomata/100 µm, Cx57+/DTR: 9,37 ± 1,78 Zapfensomata/100 µm, p 

= 0,9736, t-Test für unabhängige Stichproben), was darauf hindeutet, dass die aberrante 

Zapfenmorphologie kein Anzeichen einer Degeneration darstellt. 

 

 

Abbildung 18: Abnormale Morphologie von adulten Zapfen nach früher postnataler 

Horizontalzell-Ablation. (A-J) Immunhistochemische Färbung von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen 

(P56) mit einem Antikörper gegen cone arrestin. In den Wildtyp-Mäusen wiesen die Zapfen die typische 

Morphologie bestehend aus einem Außen- und Innensegment, einem Zellkörper und einem Axon mit 

einem synaptischen Terminal auf. Die Terminalien der Zapfen waren ausschließlich in der OPL 

lokalisiert und regelmäßig in dieser Schicht verteilt (A-E). Während die Zapfensomata an P8 über die 

gesamte ONL verstreut waren (A), hatten sie ab P15 ihre finale Position in der distalen ONL 

eingenommen (B-E). In den Cx57+/DTR-Mäusen war die Morphologie der Zapfen an P8 noch nicht von 

der in den Cx57+/+-Mäusen zu unterscheiden (A, F). Von P15 an    (Fortsetzung auf der nächsten Seite) 
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Tabelle 8: Quantifizierung korrekt positionierter und mislokalisierter Zapfensomata in Cx57+/+- 

und Cx57+/DTR-Mäusen an P56. Die Daten wurden mit einem exakten Fisher-Test auf statistische 

Signifikanz getestet. 

 Cx57+/+ Cx57+/DTR p-Wert 

Anzahl korrekt positionierter 

Zapfensomata 

670 (100,0 %) 664 (99,3 %)  

0,0309 

Anzahl mislokalisierter Zapfensomata 0 (0,0 %) 5 (0,7 %) 

 

3.2.2 Lokalisation der Proteinbänder innerhalb der Zapfen 

Um zu überprüfen, ob die neu gebildeten Zapfenterminalien in den adulten Cx57+/DTR-Mäusen 

(P56) präsynaptische Proteinbänder und somit potenzielle Glutamat-Freisetzungsstellen 

besitzen, wurde eine Doppelmarkierung von cone arrestin und CtBP2 durchgeführt. In den 

Wildtyp-Retinen wiesen die CtBP2-positiven Proteinbänder der Zapfen die typische 

Hufeisenform auf und waren ausschließlich in den Terminalien innerhalb der OPL lokalisiert 

(Abb. 19 A, C). Im Vergleich dazu waren die Proteinbänder der Zapfen in den Horizontalzell-

ablatierten Retinen in der Regel kürzer (Abb. 19 B, D) und nicht nur in den ursprünglichen 

Zapfenterminalien innerhalb der OPL, sondern auch in den neu gebildeten Zapfenterminalien 

innerhalb der ONL zu finden (Abb. 19 D, Pfeile), was darauf hindeutet, dass die neuen 

Terminalien tatsächlich in der Lage sind Glutamat freisetzen. 

__________________________________________________________________________________ 

Abbildung 18: Abnormale Morphologie von adulten Zapfen nach früher postnataler 

Horizontalzell-Ablation. (Fortsetzung) waren dagegen mislokalisierte Zapfensomata in der OPL 

erkennbar (Sternchen) (G, H) und die Zapfenterminalien waren ungleichmäßig in der OPL angeordnet 

(G, H, I). An P56 zeigten die Zapfen der Horizontalzell-ablatierten Retinen eine deutlich aberrante 

Morphologie mit verzweigten Axonen und einer Vielzahl an synaptischen Endfüßchen (offene Pfeile) 

(J). In einigen Fällen gingen zwei oder mehr Axone aus einem Soma hervor (weiße Pfeile) (J). (K-N) 

Retina-Ganzpräparate von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen (P56) wurden mit einem cone arrestin-

Antikörper markiert. Während in der OPL der Wildtyp-Retinen ein regelmäßiges Mosaik der 

Zapfenterminalien sichtbar war (K, L), waren in der OPL der Horizontalzell-ablatierten Retinen Cluster 

von Zapfen-Endfüßchen sowie mispositionierte Zapfensomata zu beobachten (Sternchen) (M, N). (O) 

Quantifizierung der Zapfensomata pro 100 µm in Cx57+/+- (n = 3) und Cx57+/DTR-Mäusen (n = 3) (P56). 

p = 0,9736, t-Test für unabhängige Stichproben. Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Maßstabsbalken: 25 µm (I, M), 10 µm (J, N). 
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Abbildung 19: Proteinbänder in neu gebildeten Zapfenterminalien von Horizontalzell-ablatierten 

Mäusen. (A-D) Vertikale Kryoschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen (P56) wurden mit 

Antikörpern gegen cone arrestin (grün) und CtBP2 (magenta) doppelmarkiert. In den Zapfen der 

Kontroll-Mäuse waren die CtBP2-immunoreaktiven Proteinbänder hufeisenförmig und auf Terminalien 

in der OPL beschränkt (A, C). Im Gegensatz dazu wiesen die Proteinbänder in den Zapfen der 

Horizontalzell-ablatierten Mäuse eine punktförmige Struktur auf und befanden sich sowohl in den 

ursprünglichen Zapfenterminalien in der OPL als auch in den neu gebildeten Zapfenterminalien in der 

ONL (Pfeile) (D). Maßstabsbalken: 20 µm (B), 5 µm (D). 

 

3.2.3 Invagination von ON-Bipolarzellen und Proteinband-Aufbau und -Erhalt 

Zur Untersuchung der Entwicklung und Aufrechterhaltung der Zapfen-Bandsynapsen wurden 

die Zapfen-Endfüßchen von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen an P11, P15 und P56 

elektronenmikroskopisch analysiert. In Übereinstimmung mit vorherigen Studien (Olney 1968; 

Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003) lagen in den Zapfenterminalien-Profilen der Wildtyp-

Retinen in allen drei Altersstadien vollständige Triaden vor (Abb. 20 A, E, I). Ähnlich wie in 

den Stäbchenterminalien-Profilen der Cx57+/DTR-Mäuse (Abb. 13) waren auch in den 

Zapfenterminalien-Profilen der Cx57+/DTR-Mäuse an P11 vereinzelt Überreste von 

Horizontalzellen zu beobachten, was nicht verwunderlich ist, da die Horizontalzellen zum 

Zeitpunkt der Diphtherietoxin-Injektionen (P4/P5) bereits damit beginnen, Kontakte mit den 

Zapfen auszubilden (Olney 1968; Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003). Invaginierende ON-
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Bipolarzelldendriten traten in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen an P11 jedoch nur sehr 

selten und ausschließlich in Kombination mit Horizontalzell-Resten auf (Abb. 20 C). Der 

Großteil der Zapfenterminalien-Profile wies zu diesem Untersuchungszeitpunkt keine 

postsynaptischen Invaginationen auf (Abb. 20 D). Diese Beobachtungen sprechen dafür, dass 

die Horizontalzellen sowohl für die Invagination der Stäbchen-Bipolarzellen in die Stäbchen-

Endfüßchen (siehe Kapitel 3.1.3) als auch die Invagination der Zapfen-ON-Bipolarzellen in die 

Zapfen-Endfüßchen essenziell sind. An P15 und P56 waren in den Zapfenterminalien-Profilen 

der Cx57+/DTR-Retinen keine invaginierenden Kontakte mehr vorhanden (Abb. 20 F-H, J-L), 

was auf eine Degeneration der wenigen gebildeten Kontakte mit ON-Bipolarzellen hinweist. 

Im Einklang mit den kleineren CtBP2-immunoreaktiven Strukturen (Abb. 19 B, D) zeigte die 

elektronenmikroskopische Analyse, dass die präsynaptischen Proteinbänder in den 

Zapfenterminalien-Profilen der Horizontalzell-ablatierten Mäuse häufig kürzer und nicht an der 

Membran verankert waren (Abb. 20 B-D, F-H, J-L, Pfeile). 
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Leider war es nicht möglich, die neu gebildeten Zapfenterminalien in den 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen zweifelsfrei zu identifizieren, da die Kriterien, die 

üblicherweise zur Unterscheidung von Stäbchen- und Zapfenterminalien herangezogen werden, 

wie z. B. die Endfüßchen-Größe oder die Anzahl an Proteinbändern, Invaginationen und 

Mitochondrien, nicht auf die neu gebildeten Zapfenterminalien und zurückgezogenen 

Stäbchenterminalien anwendbar waren. 

Um den Verlust der synaptischen Kontakte zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen in den 

Cx57+/DTR-Mäusen (P56) zu überprüfen, wurde der makromolekulare mGluR6-Komplex mit 

einem Antikörper gegen Cav1.1, der in der Mausretina GPR179 detektiert (Hasan et al. 2016), 

die Zapfen mit einem Antikörper gegen cone arrestin und einige Zapfen-Bipolarzelltypen mit 

einem Antikörper gegen Secretagogin (Puthussery et al. 2010) gefärbt. In den Wildtyp-Retinen 

waren zahlreiche GPR179-positive Punkte in der OPL zu erkennen, die zum Teil an den 

Kontaktstellen zwischen Zapfenterminalien und Zapfen-Bipolarzelldendriten lokalisiert waren 

(Abb. 21, A-D, Pfeile). Im Gegensatz dazu war die GPR179-Immunoreaktivität in den 

Horizontalzell-ablatierten Retinen vollständig verschwunden (Abb.  21 E-H). Da GPR179 für 

die Signaltransmission zwischen Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen essenziell ist (Orlandi 

et al. 2012; Peachey et al. 2012; Orlandi et al. 2013; Ray et al. 2014; Orlandi et al. 2018), deutet 

dieser Befund darauf hin, dass die adulten Cx57+/DTR-Mäuse keine funktionalen Synapsen 

zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen besitzen. 

__________________________________________________________________________________ 

Abbildung 20: Verlust von ON-Bipolarzell-Invaginationen in Zapfenterminalien infolge der 

frühen postnatalen Horizontalzell-Ablation. (A-L) Elektronenmikroskopische Aufnahmen von 

Zapfenterminalien in Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Mäusen an P11, P15 und P56. In den Zapfenterminalien-

Profilen (gelb) der Wildtyp-Retinen waren zu allen drei Untersuchungszeitpunkten eine Vielzahl an 

invaginierenden Horizontalzell- (blau) und ON-Bipolarzelldendriten (rot) erkennbar (A, E, I). Die 

Zapfenterminalien-Profile der Horizontalzell-ablatierten Retinen wiesen an P11 vereinzelt Überreste 

von invaginierenden Horizontalzelldendriten (B) oder vollständige Triaden auf (C). In den meisten 

Fällen zeigten die Zapfenterminalien-Profile allerdings keine Invaginationen (D). An P15 und P56 

waren keine invaginierenden Elemente mehr vorhanden (F-H, J-L). Die präsynaptischen Proteinbänder 

in den Zapfenterminalien-Profilen der Cx57+/DTR-Mäuse waren oft kürzer als in den Zapfenterminalien-

Profilen der Cx57+/+-Mäuse und lagen teilweise freischwimmend im Cytoplasma vor (Pfeile) (B-D, F-

H, J-L). Maßstabsbalken: 1 µm. 
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Abbildung 21: Fehlende funktionale Synapsen zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen in adulten 

Horizontalzell-ablatierten Mäusen. (A-H) Retinale Vertikalschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-

Mäusen (P56) wurden mit einem Antikörper gegen Cav1.1, der mit GPR179 (gelb) kreuzreagiert, einem 

Antikörper gegen cone arrestin (blau) und einem Antikörper gegen SCGN (magenta) markiert. Während 

in den Wildtyp-Retinen GPR179-positive Punkte an Kontaktstellen zwischen Zapfen und SCGN-

positiven Zapfen-Bipolarzellen zu finden waren (Pfeile) (A-D), war die GPR179-Immunoreaktivität in 

den Horizontalzell-ablatierten Retinen abwesend (E-H), was darauf hinweist, dass keine funktionalen 

Synapsen zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen vorhanden sind. Maßstabsbalken: 10 µm. 

 

3.2.4 Morphologie der OFF-Bipolarzellen 

Die Mausretina besitzt fünf Typen von OFF-Bipolarzellen, die Kontakte mit Zapfen bilden 

(Behrens et al. 2016; Shekhar et al. 2016; Tsukamoto und Omi 2017). Zur Untersuchung der 

Morphologie der OFF-Bipolarzellen in adulten Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten 

Mäusen (P56) wurden Typ 3a-OFF-Bipolarzellen mit einem Antikörper gegen 

hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated potassium channel 4 (HCN4), Typ 3b-

OFF-Bipolarzellen mit einem Antikörper gegen die regulatorische β-Untereinheit der 

Proteinkinase A (PKARIIβ) und Typ 4-OFF-Bipolarzellen mit einem Antikörper gegen 

Calsenilin markiert. Während die Dendriten der Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzellen 

in den Cx57+/+-Mäusen in der OPL stratifizierten (Abb. 22 A-C), zeigte sich in den Cx57+/DTR-

Mäusen bei allen drei analysierten OFF-Bipolarzelltypen ein Auswachsen der Dendriten in die 

ONL (Abb. 22 D-F, Pfeile).  
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Abbildung 22: Auswachsen von OFF-Bipolarzelldendriten nach früher postnataler Ablation der 

Horizontalzellen. (A-F) Immunhistochemische Färbung von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-Retinen (P56) mit 

Antikörpern gegen HCN4, ein Markerprotein für Typ 3a-OFF-Bipolarzellen, PKARIIβ, ein 

Markerprotein für Typ 3b-OFF-Bipolarzellen, und Calsenilin, ein Markerprotein für Typ 4-OFF-

Bipolarzellen. In den Wildtyp-Mäusen waren die dendritischen Endigungen der Typ 3a-, Typ 3b- und 

Typ 4-OFF-Bipolarzellen auf die OPL begrenzt (A-C). Im Gegensatz dazu wuchsen die Dendriten der 

drei untersuchten OFF-Bipolarzelltypen in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen in die ONL aus 

(Pfeile) (D-F). Maßstabsbalken: 50 µm. 

 

3.2.5 Flache Kontakte mit OFF-Bipolarzellen 

Da Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzellen nicht nur Zapfen-, sondern auch 

Stäbchenterminalien kontaktieren (Mataruga et al. 2007; Haverkamp et al. 2008), welche in den 

Horizontalzell-ablatierten Mäusen in die ONL zurückgezogen werden (siehe Kapitel 3.1.4), 

liegt das Auswachsen der OFF-Bipolarzelldendriten möglicherweise darin begründet, dass die 

Dendriten der OFF-Bipolarzellen in der ONL nach Kontakten mit Stäbchen suchen. Um zu 

überprüfen, ob die auswachsenden OFF-Bipolarzelldendriten auch Synapsen mit den neuen 

Zapfenterminalien bilden, wurden retinale Vertikalschnitte und Ganzpräparate mit einem 

Antikörper gegen die Glutamatrezeptor-Untereinheit GluK1, die von Typ 3a-, Typ 3b- und Typ 

4-OFF-Bipolarzellen exprimiert wird (Puller et al. 2013), und einem Antikörper gegen den 

Zapfen-Marker cone arrestin gefärbt. In den Cx57+/+-Retinen war von P8 bis P56 GluK1-
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Immunoreaktivität direkt unterhalb der Zapfenterminalien erkennbar (Abb. 23 A-D‘, I), was 

auf das Vorhandensein von synaptischen Kontakten zwischen Zapfen und OFF-Bipolarzellen 

hindeutet. Auch in den Cx57+/DTR-Retinen waren während des gesamten 

Untersuchungszeitraums GluK1-positive Strukturen an der Basis der Zapfen-Endfüßchen in der 

OPL zu finden (Abb. 23 E-H‘, J). Darüber hinaus wurden an P56 einige GluK1-immunoreaktive 

Dendriten beobachtet, die in die ONL auswuchsen und neu gebildete Zapfenterminalien 

kontaktierten (Abb. 23 H, H’, K-N). Diese Befunde zeigen zum einen, dass flache Kontakte 

zwischen Zapfen und OFF-Bipolarzellen in Abwesenheit der Horizontalzellen normal 

ausgebildet werden und erhalten bleiben, und zum anderen, dass adulte Zapfen in der Lage sind 

neue Synapsen mit OFF-Bipolarzellen zu etablieren. 
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3.3 Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina und 

Auswirkungen eines konditionalen N-Cadherin-Knock-Outs auf die 

Überlebensfähigkeit von Mäusen 

3.3.1 Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina 

N-Cadherin ist ein Zelladhäsionsmolekül, das an verschiedenen Prozessen der 

Synapsenbildung wie dem Neuritenwachstum, der neuronalen Zielfindung  und der prä- und 

postsynaptischen Differenzierung beteiligt ist (Redies 2000; Hirano et al. 2003; Salinas und 

Price 2005; Brusés 2006; Suzuki und Takeichi 2008). Um zu untersuchen, ob N-Cadherin eine 

Rolle in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse spielt, wurde im dritten Projekt dieser 

Arbeit zunächst die Expression von N-Cadherin in den Horizontalzellen der Mausretina 

überprüft. Dazu wurde eine Reverse Transkriptase-PCR-(RT-PCR-)Analyse mit der Einzelzell-

RNA von isolierten Horizontalzellen durchgeführt. Die Identifizierung der Horizontalzellen 

erfolgte anhand ihrer charakteristischen Morphologie (Abb. 24 A) und wurde durch eine RT-

PCR mit Cx57-Primern (Amplikon-Größe: 451 bp) kontrolliert (Abb. 24 B). Um eine 

Amplifikation von genomischer DNA auszuschließen, wurden zum Nachweis der N-Cadherin-

mRNA Intron-überspannende Primer verwendet (Amplikon-Größe: 176 bp). Die RT-PCR-

Analyse bestätigte, dass N-Cadherin in murinen Horizontalzellen exprimiert wird (Abb. 24 B). 

__________________________________________________________________________________ 

Abbildung 23: Zapfen bilden neue Synapsen mit OFF-Bipolarzellen in adulten Horizontalzell-

ablatierten Mäusen. (A-H’) Doppelmarkierung retinaler Kryoschnitte von Cx57+/+- und Cx57+/DTR-

Mäusen mit Antikörpern gegen die Glutamatrezeptor-Untereinheit GluK1 (grün) und den Zapfen-

Marker cone arrestin (magenta). Sowohl in den Wildtyp- als auch den Horizontalzell-ablatierten Retinen 

war zwischen P8 und P56 GluK1-Immunoreaktivität an der Basis der Zapfenterminalien in der OPL zu 

beobachten (A-H‘), was darauf hinweist, dass flache Kontakte zwischen Zapfen und OFF-Bipolarzellen 

vorhanden sind. Zudem bildeten auswachsende GluK1-positive OFF-Bipolarzelldendriten an P56 

Kontakte mit neuen Zapfenterminalien in der ONL (H, H‘). Retina-Ganzpräparate von adulten Cx57+/+- 

und Cx57+/DTR-Mäusen (P56) wurden mit Antikörpern gegen GluK1 und cone arrestin gefärbt. Auf Höhe 

der OPL waren die Zapfen-Endfüßchen in den Wildtyp- und Horizontalzell-ablatierten Retinen stark mit 

den GluK1-immunoreaktiven Clustern assoziiert (I, J). Auch in der ONL der Cx57+/DTR-Mäuse zeigte 

sich eine Verknüpfung von GluK1-positiven OFF-Bipolarzelldendriten und neu gebildeten 

Zapfenterminalien (K-N), was darauf hindeutet, dass neue Synapsen zwischen Zapfen und OFF-

Bipolarzellen gebildet wurden. Maßstabsbalken: 20 µm (H, K), 10 µm (H‘, N). 
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Abbildung 24: Expression von N-Cadherin-mRNA in murinen Horizontalzellen. (A) 

Mikroskopische Aufnahme einer isolierten Horizontalzelle der Mausretina. (B) RT-PCR-Analyse mit 

Einzelzell-RNA aus Horizontalzellen (H) und Gesamt-Retina-RNA (R). Um zu überprüfen, ob es sich 

bei den untersuchten Zellen um Horizontalzellen handelt, wurde eine RT-PCR mit Cx57-Primern 

(Amplikon-Größe: 451 bp) durchgeführt. Eine RT-PCR mit Intron-überspannenden N-Cadherin-

Primern (Amplikon-Größe: 176 bp) zeigte, dass sowohl in der Retina als auch in einzelnen 

Horizontalzellen N-Cadherin-mRNA vorhanden ist. 

 

Zur zusätzlichen Untersuchung der N-Cadherin-Proteinexpression wurden retinale 

Kryoschnitte von adulten Wildtyp-Mäusen mit einem Antikörper gegen N-Cadherin und einem 

Antikörper gegen den Horizontalzell-Marker Calbindin doppelmarkiert. Die analysierten 

Retinen wiesen eine starke N-Cadherin-Immunoreaktivität in der OPL, der proximalen und 

distalen IPL sowie der äußeren limitierenden Membran auf (Abb. 25 A). Darüber hinaus war in 

Übereinstimmung mit der Studie von Xiang et al. (2017), in der ein N-Cadherin-Antikörper zur 

Visualisierung der Morphologie der Horizontalzellen eingesetzt wurde, eine deutliche Färbung 

der Horizontalzellmembranen erkennbar (Abb. 25 D-F). Die starke N-Cadherin-

Immunoreaktivität in der OPL kolokalisierte jedoch nur geringfügig mit den dendritischen und 

axonalen Endigungen der Horizontalzellen (Abb. 25 F), was darauf schließen lässt, dass N-

Cadherin nicht nur von Horizontalzellen, sondern auch von mindestens einem weiteren Zelltyp 

der äußeren Retina exprimiert wird. Aufgrund der überwiegenden Lokalisierung der N-

Cadherin-Immunoreaktivität in der distalen OPL handelt es sich bei diesem Zelltyp 

möglicherweise um Stäbchen, deren Terminalien in diesem Bereich stratifizieren (Abb. 22 C, 

F). 
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Abbildung 25: N-Cadherin-Proteinexpression in den Horizontalzellen der Mausretina. (A-F) 

Immunhistochemische Färbung von adulten Wildtyp-Retinen mit Antikörpern gegen N-Cadherin (grün) 

und Calbindin (magenta). Die OPL, die proximalen und distalen Bereiche der IPL sowie die äußere 

limitierende Membran wiesen eine starke N-Cadherin-Immunoreaktivität auf (A). Zudem war eine 

intensive Markierung der Membranen der Calbindin-positiven Horizontalzellen zu beobachten (D-F). 

In dem Overlay zeigte sich, dass die N-Cadherin-Immunoreaktivität in der OPL kaum mit den 

dendritischen und axonalen Spitzen der Horizontalzellen kolokalisierte, was darauf hindeutet, dass N-

Cadherin in dieser Schicht von einem anderen Zelltyp exprimiert wird (F). Maßstabsbalken: 50 µm (C), 

10 µm (F). 

 

3.3.2 Auswirkungen eines konditionalen N-Cadherin-Knock-Outs auf die 

Überlebensfähigkeit von Mäusen 

Um zu untersuchen, welche Rolle die N-Cadherin-Expression in Horizontalzellen für die 

Wegfindung der ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-Endfüßchen und die sonstige 

Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse spielt, wurden im Rahmen der vorliegenden 

Dissertation mithilfe des Cre/loxP-Systems konditionale N-Cadherin-Knock-Out-Mäuse 

erzeugt. Dazu wurden N-cadflox-Mäuse, in denen das Exon 1 des N-Cadherin-Gens von loxP-

Stellen flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Mäusen, welche die Cre-

Rekombinase unter der Kontrolle des endogenen Cx57-Promotors exprimieren (Ströh et al. 

2013), gekreuzt. In Nachkommen, die beide genetischen Veränderungen tragen, wird das Exon 

1 des N-Cadherin-Gens in den Cre-Rekombinase-exprimierenden Zellen herausgeschnitten. 

Der Cx57-Promotor ist in retinalen Horizontalzellen (Hombach et al. 2004), in medullären 

Thymus-Epithelzellen (Tykocinski et al. 2010), im olfaktorischen Epithel und Bulbus 
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olfactorius (Zhang 2011) sowie in einigen Regionen des Hirnstamms, Cerebellums und 

Rückenmarks (Zappalà et al. 2010) aktiv. Demzufolge wird N-Cadherin auch in 

Horizontalzellen ausgeknockt. Bei der Verpaarung von Cdh2+/fl:Cx57+/Cre-Mäusen mit 

Cdh2fl/fl:Cx57+/+- oder Cdh2+/fl:Cx57+/+-Mäusen wurde jedoch festgestellt, dass die Genotypen-

Verteilung der Nachkommen nicht mit der erwarteten Mendelschen Verteilung übereinstimmte. 

Homozygote Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Knock-Out-Mäuse traten nur sehr selten auf, was vermuten 

lässt, dass die Embryonen im Uterus versterben und resorbiert werden. Die wenigen 

Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Mäuse, die lebend geboren wurden, verstarben in der Regel innerhalb der 

ersten Tage nach der Geburt. Da die Photorezeptor-Bandsynapse zwischen P4/P5 und P14 

gebildet wird (Olney 1968; Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003), eignet sich die N-cadflox-

Cx57-Cre-Mauslinie somit nicht zur Untersuchung der Entwicklung der Photorezeptor-

Bandsynapse in Abwesenheit der N-Cadherin-Expression in Horizontalzellen.  
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4 Diskussion 

An der ersten Synapse der Retina, der Photorezeptor-Bandsynapse, werden die visuellen 

Informationen der Photorezeptoren auf Horizontalzellen und Bipolarzellen übertragen. Die 

Endfüßchen der Photorezeptoren besitzen präsynaptische Proteinbänder, die von synaptischen 

Vesikeln umgeben sind und eine schnelle und kontinuierliche Ausschüttung von Glutamat 

ermöglichen. Während die Horizontalzellfortsätze und ON-Bipolarzelldendriten in das 

Photorezeptor-Endfüßchen invaginieren, bilden die OFF-Bipolarzelldendriten nicht-

invaginierende Kontakte an der Basis des Photorezeptor-Endfüßchens aus. Vorherige Studien 

haben gezeigt, dass im Verlauf der Entwicklung zuerst die Horizontalzellfortsätze und danach 

die ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-Endfüßchen invaginieren (Blanks et al. 

1974; Sherry et al. 2003). Die molekularen Mechanismen, die der Ausbildung der 

Photorezeptor-Bandsynapse unterliegen, sind bisher jedoch nicht vollständig verstanden. Um 

zu einem besseren Verständnis der Synapsenbildung beizutragen, wurde in der vorliegenden 

Dissertation zum einen die Rolle der Horizontalzellen und zum anderen die Rolle von N-

Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse untersucht. 

4.1 Die Cx57/DTR-Mauslinie als Werkzeug zur Untersuchung der Rolle von 

Horizontalzellen in der Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse 

Zur Erforschung der Rolle von Horizontalzellen in der Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse 

wurden in dieser Arbeit die Auswirkungen einer frühen postnatalen Horizontalzell-Ablation auf 

die Ausbildung der synaptischen Kontakte zwischen Stäbchen und Stäbchen-Bipolarzellen 

untersucht. Bisherige Versuche, die Horizontalzellen während der retinalen Entwicklung zu 

ablatieren, waren entweder nicht Zelltyp-spezifisch oder resultierten in einer unvollständigen 

Eliminierung der Horizontalzellpopulation. Messersmith und Redburn (1990) injizierten 

Kainsäure in den Glaskörper von neonatalen Kaninchen, wodurch sowohl A-Typ-

Horizontalzellen als auch Amakrin- und Ganglienzellen abgetötet wurden (Messersmith und 

Redburn 1990). Transgene Mäuse, die das Simian-Virus 40-(SV40-)T-Antigen unter der 

Kontrolle des humanen Phenylethanolamin-N-Methyltransferase-(PNMT-)Promotors 

exprimieren, weisen ebenfalls eine Degeneration von Horizontal- und Amakrinzellen auf 

(Hammang et al. 1993). In einer Studie von Keeley et al. (2013) wurden konditionale LIM 

homeobox 1(Lim1)-Knock-Out-Mäuse generiert, in denen die Horizontalzellen während der 

Entwicklung in der inneren Retina verbleiben und in die IPL projizieren. Aufgrund einer 

unvollständigen Rekombination konnten durch diesen Ansatz allerdings nur bis zu 65 % der 
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Horizontalzellen aus der äußeren Retina entfernt werden. Auch ein Knock-Out des 

Transkriptionsfaktors Oc1 führt zu einer Eliminierung von nur ~ 80 % der Horizontalzellen 

(Wu et al. 2013). 

In der vorliegenden Dissertation wurden die Horizontalzellen der Mausretina mittels 

Diphtherietoxinrezeptor-vermitteltem Zell-Knock-Out ablatiert (Saito et al. 2001). Diese 

Methode basiert auf der Tatsache, dass Mäuse von Natur aus keinen funktionalen 

Diphtherietoxinrezeptor besitzen (Mitamura et al. 1995). Der membranständige Vorläufer des 

Heparin-bindenden EGF-ähnlichen Wachstumsfaktors, der in Primaten als 

Diphtherietoxinrezeptor fungiert (Naglich et al., 1992), ist in Mäusen nicht in der Lage, das 

Diphtherietoxin zu binden, wodurch es nicht von der Zelle aufgenommen wird. Aus diesem 

Grund sind Mäuse resistent gegenüber Diphtherietoxin (Mitamura et al., 1995). Die verwendete 

Cx57/DTR-Mauslinie exprimiert den Primaten-Diphtherietoxinrezeptor unter der Kontrolle des 

endogenen Cx57-Promotors (Sonntag et al. 2012). Da der Cx57-Promotor in der Mausretina 

ausschließlich in Horizontalzellen aktiv ist (Hombach et al. 2004), kann dieser Zelltyp durch 

eine Injektion von Diphtherietoxin selektiv ablatiert werden (Sonntag et al. 2012). Ein weiterer 

Vorteil des Diphtherietoxinrezeptor-vermittelten Zell-Knock-Outs ist, dass die Ablation zu 

einem beliebigen Zeitpunkt induziert werden kann. In der Kaninchenretina wird durch eine 

Eliminierung der Horizontalzellen an P0 die Auftrennung der retinalen Zellen in die 

verschiedenen Schichten sowie das Verhältnis von Stäbchen zu Zapfen verändert (Messersmith 

und Redburn 1990). Um mögliche Nebeneffekte der Horizontalzell-Ablation auf die retinale 

Laminierung und Zelldifferenzierung der Cx57+/DTR-Mäuse zu minimieren, wurden die 

Diphtherietoxin-Injektionen an P4 und P5 vorgenommen. Zu diesem Zeitpunkt haben die 

Horizontalzellsomata ihre endgültige Position in der distalen INL eingenommen (Poche et al. 

2007) und die Horizontalzellaxonterminalien sind kurz davor, Kontakte mit den 

Stäbchenterminalien auszubilden (Sherry et al. 2003). Zur Überprüfung der Horizontalzell-

Ablation wurden immunhistochemische Färbungen mit einem Calbindin-Antikörper 

durchgeführt. Die Calbindin-Immunoreaktivität in den Horizontalzellen der Cx57+/DTR-Mäuse 

war bereits an P8 kaum noch erkennbar und von P11 an vollständig verschwunden. Diese 

Befunde zeigen, dass durch den Diphtherietoxinrezeptor-vermittelten Zell-Knock-Out eine 

Ablation der gesamten Horizontalzellpopulation erreicht werden kann. In den 

elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden allerdings vereinzelt Stäbchenterminalien mit 

Überresten von Horizontalzellfortsätzen beobachtet, was darauf hindeutet, dass die 

Diphtherietoxin-Injektionen etwas zu spät durchgeführt wurden, um eine Invagination der 
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Horizontalzellen vor der Ablation komplett zu verhindern. Im Gegensatz zu den 

Horizontalzellen wiesen die weiteren untersuchten Zelltypen (Stäbchen, Zapfen, Stäbchen-

Bipolarzellen, Typ 3a- Typ 3b- und Typ 4-OFF-Bipolarzellen, Secretagogin-positive 

Bipolarzellen, Calbindin-positive Amakrin- und Ganglienzellen, starburst-Amakrinzellen und 

Müllerzellen) keine offensichtlichen Anzeichen einer Degeneration auf, wodurch die Spezifität 

der Horizontalzell-Ablation bestätigt wird (Nemitz et al. 2019). 

Die Ergebnisse dieser Arbeit demonstrieren, dass die Horizontalzellen durch einen 

Diphtherietoxin-vermittelten Zell-Knock-Out selektiv und vollständig während der frühen 

postnatalen Entwicklung ablatiert werden können und die Cx57/DTR-Mauslinie daher ein 

geeignetes Werkzeug zur Untersuchung der Ausbildung der Stäbchen-Bandsynapse in 

Abwesenheit der Horizontalzellen darstellt. 

4.2 Die Rolle von Horizontalzellen in der Entwicklung der Stäbchen-

Bandsynapse 

Die Entwicklung der Stäbchensynapse wird in der Mausretina an P8 durch das Einwandern der 

Stäbchenterminalien in die OPL initiiert. Zu diesem Zeitpunkt wird das präsynaptische 

Proteinband an der Membran verankert und ein Kontakt mit einem einzelnen 

Horizontalzellfortsatz ausgebildet. Am darauffolgenden Tag wird ein zweiter 

Horizontalzellfortsatz rekrutiert, der zusammen mit dem ersten Fortsatz in das Stäbchen-

Endfüßchen invaginiert. Die beiden Horizontalzellfortsätze nehmen dabei die Positionen lateral 

zum Proteinband ein. Ab P10 wird die Synapse durch die Invagination von ein oder zwei 

zentralen Stäbchen-Bipolarzelldendriten vervollständigt (Sherry et al. 2003). Dieser Prozess 

war in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen erheblich gestört (Abb. 26). Durch die 

immunhistochemische und elektronenmikroskopische Analyse konnte gezeigt werden, dass 

ON-Bipolarzelldendriten in Abwesenheit der Horizontalzellen nicht in der Lage waren in die 

Stäbchenterminalien zu invaginieren, der präsynaptische Proteinband-Aufbau beeinträchtigt 

war und die postsynaptische Rekrutierung von mGluR6 und GPR179 gehemmt wurde. Diese 

Befunde demonstrieren, dass die Horizontalzellen für die Ausbildung der synaptischen 

Kontakte zwischen Stäbchen und Stäbchen-Bipolarzellen unverzichtbar sind (Nemitz et al. 

2019). 
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Entwicklung der Stäbchen-Bandsynapse in An- und 

Abwesenheit der Horizontalzellen. In Wildtyp-Mäusen beginnt die Entwicklung der Stäbchen-

Bandsynapse mit der Verankerung des Proteinbands an der Membran und der Bildung eines Kontakts 

mit einem einzelnen Horizontalzellfortsatz (H). Im Anschluss wird ein zweiter Horizontalzellfortsatz 

rekrutiert und beide Fortsätze invaginieren in das Stäbchenterminal, wobei sie die Positionen lateral zum 

Proteinband einnehmen. Im letzten Schritt werden ein oder zwei invaginierende Stäbchen-

Bipolarzelldendriten (B) hinzugefügt, welche die zentralen Elemente der Stäbchen-Bandsynapse bilden. 

In den Horizontalzell-ablatierten Mäusen sind die Stäbchen-Bipolarzellen nicht in der Lage in das 

Stäbchen-Endfüßchen zu invaginieren und wachsen in die ONL aus. Präsynaptische Proteinbänder sind 

entweder nicht vorhanden oder kürzer im Vergleich zu denen der Wildtyp-Mäuse (Nemitz et al. 2019). 

 

Die Auswirkungen eines Verlusts der Horizontalzellen auf die retinale Entwicklung wurden 

bereits mittels verschiedener Ansätze in vorherigen Studien untersucht. Messersmith und 

Redburn (1990) ablatierten die A-Typ-Horizontalzellen der neonatalen Kaninchenretina durch 

eine intravitreale Injektion von Kainsäure. Während die Retina der Kontroll-Kaninchen an P1 

in drei Schichten (ONBL, IPL, GCL) organisiert war, wies die Retina der Kainsäure-

behandelten Kaninchen nahezu keine Laminierung auf. An P5 hatten sich die retinalen Zellen 

der Horizontalzell-ablatierten Tiere zwar in einer ONL, OPL, INL, IPL und GCL angeordnet, 

aber die Dicke der INL war um die Hälfte reduziert und das Verhältnis von Stächen zu Zapfen 
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erhöht. Trotz dieser Veränderungen deutet das Vorhandensein einer OPL als dünne, irreguläre 

Schicht zwischen der ONL und INL darauf hin, dass die A-Typ-Horizontalzellen keine absolute 

Voraussetzung für die Ausbildung der OPL darstellen. In einer Studie von Hammang et al. 

(2003) wurde eine transgene Maus untersucht, die das SV40-T-Antigen unter der Kontrolle des 

humanen PNMT-Promotors exprimiert. Eine immunhistochemische Analyse zeigte, dass die 

T-Antigen-Expression zu einem fortschreitenden Verlust der Horizontalzellen ab der zweiten 

postnatalen Woche führt. Im Einklang mit den Beobachtungen aus dieser Arbeit war die OPL-

Dicke in den transgenen Mäusen bereits in der zweiten postnatalen Woche verringert, während 

in der zehnten postnatalen Woche fast alle synaptischen Kontakte in der OPL verschwunden 

waren. Keeley et al. (2013) erforschten die Rolle der Horizontalzellen für die Ausbildung und 

den Erhalt der OPL anhand von konditionalen Lim1-Knock-Out-Mäusen, bei denen bis zu 65 

% der Horizontalzellen in der inneren Retina lokalisiert sind. In Übereinstimmung mit den 

Ergebnissen dieser Arbeit demonstrierten sie, dass die Horizontalzellen nicht für die korrekte 

Wegfindung der Photorezeptorterminalien und Bipolarzelldendriten in die OPL notwendig 

sind. Ab P13 war in den konditionalen Lim1-Knock-Out-Mäusen jedoch eine Entkopplung von 

Stäbchenterminalien und Stäbchen-Bipolarzellen zu beobachten, was darauf hinweist, dass die 

Horizontalzellen eine wichtige Bedeutung für die Aufrechterhaltung der Stäbchen-

Bandsynapse haben. In einer Studie von Wu et al. (2013) wurden zur Untersuchung der 

Auswirkungen einer Horizontalzell-Eliminierung auf die Entwicklung und den Erhalt der 

synaptischen Kontakte in der OPL Oc1-Knock-Out-Mäuse verwendet, in denen die Anzahl der 

Horizontalzellen um ~ 80 % reduziert ist. Ähnlich wie die Photorezeptorterminalien der 

Cx57+/DTR-Mäuse, wiesen die Stäbchen- und Zapfen-Endfüßchen der Oc1-defizienten Mäuse 

an P16 und P30 selten postsynaptische Invaginationen auf und enthielten weniger oder kürzere 

Proteinbänder. Das vereinzelte Auftreten von invaginierenden Elementen in den 

Photorezeptorterminalien der Oc1-Knock-Out-Mäuse könnte darin begründet liegen, dass in 

dieser Mauslinie noch ~ 20 % der Horizontalzellen gebildet werden. Darüber hinaus wurde 

gezeigt, dass eine Diphtherietoxinrezeptor-vermittelte Ablation der Horizontalzellen in der 

adulten Mausretina ebenfalls zu einem Verlust der synaptischen Kontakte zwischen 

Photorezeptoren und ON-Bipolarzellen führt (Sonntag et al. 2012). 

Diese Studien demonstrieren gemeinsam mit der vorliegenden Arbeit (Nemitz et al. 2019) die 

essenzielle Rolle der Horizontalzellen für die Ausbildung und dem Erhalt der Stäbchen-

Bandsynapse (Messersmith und Redburn 1990; Hammang et al. 1993; Sonntag et al. 2012; 

Keeley et al. 2013; Wu et al. 2013). Der molekulare Mechanismus, der diesem Sachverhalt 
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zugrunde liegt, bleibt jedoch ungeklärt. Eine Möglichkeit, wie Horizontalzellen zur 

Entwicklung und Aufrechterhaltung der synaptischen Kontakte zwischen Stäbchen und 

Stäbchen-Bipolarzellen beitragen könnten, ist die Expression von Membran-gebundenen oder 

sekretierten Wegweisermolekülen, die den Stäbchen-Bipolarzelldendriten helfen, den Weg ins 

Stäbchenterminal zu finden.  Diese Theorie wird dadurch gestützt, dass ON-

Bipolarzelldendriten in der ersten postnatalen Woche eng mit Horizontalzellneuriten assoziiert 

sind  (Morgan et al. 2006) und Stäbchen-Bipolarzelldendriten in Bassoon-mutanten (Specht et 

al. 2009) und CNGA3/CNGB1-Knock-Out-Mäusen (Michalakis et al. 2013) mit 

auswachsenden Horizontalzellfortsätzen kofaszikulieren. Wegweisermoleküle beeinflussen die 

Wuchsrichtung von Wachstumskegeln, indem sie an Rezeptoren auf der Zelloberfläche binden 

und so intrazelluläre Signalkaskaden aktivieren, die in Veränderungen der Dynamiken des 

Zytoskeletts resultieren (O’Donnell et al. 2009). Bislang sind nur wenige Wegweisermoleküle 

bekannt, die von Horizontalzellen exprimiert werden. In einer Studie von Soto et al. (2013) 

wurde das synaptische Adhäsionsprotein NGL-2 an den Spitzen von Horizontalzellaxonen 

identifiziert, das an der Zielfindung von Horizontalzellaxonen und der Synapsenbildung 

zwischen Stäbchen und Horizontalzellen beteiligt ist. Ngl-2-Knock-Out-Mäuse weisen jedoch 

eine normale Stratifizierung der Photorezeptorterminalien und Bipolarzelldendriten in der OPL 

auf, was darauf hindeutet, dass NGL-2 nicht für die gescheitere Invagination der Stäbchen-

Bipolarzellen in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen verantwortlich ist. Matsuoka und 

Kollegen (2012) zeigten darüber hinaus, dass Horizontalzellen das Wegweisermolekül 

Semaphorin 6A (Sema6A) und seinen Rezeptor PlexinA4 (PlexA4) exprimieren. Sema6A und 

PlexA4 sind ebenfalls in die Zielfindung der Horizontalzellaxone involviert, werden aber nicht 

für die Invagination der Stäbchen-Bipolarzellen benötigt. Ein weiteres Zelladhäsionsmolekül, 

das in den Horizontalzellen der Hühnchen- (Tanabe et al. 2006) und Mausretina (Xiang et al. 

2017) nachgewiesen wurde, ist N-Cadherin. Die Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der 

Photorezeptor-Bandsynapse wird in Kapitel 4.6 ausführlich diskutiert. Darüber hinaus könnten 

die Horizontalzellen die Expression von extrazellulären Matrixproteinen oder 

Zelladhäsionsproteinen wie Pikachurin (Sato et al. 2008), Dystroglycan (Omori et al. 2012), 

SynCAM1 (Ribic et al. 2014) oder ELFN1 (Cao et al. 2015) beeinflussen, die von Stäbchen 

exprimiert werden und für die Invagination der Stäbchen-Bipolarzellen von Bedeutung sind. 

Eine weitere Möglichkeit, wie Horizontalzellen die Bildung und den Erhalt der Stäbchen-

Bandsynapse unterstützen könnten, ist ihre synaptische Aktivität (siehe Kapitel 1.1.4). Mehrere 

Studien haben gezeigt, dass die neuronale Transmission in der äußeren Retina für die 



Diskussion 

60 

 

Entwicklung und/oder den Erhalt der Photorezeptor-Bandsynapsen essenziell ist. Mäuse mit 

Mutationen in Bassoon (Dick et al. 2003; Specht et al. 2009), CaBP4 (Haeseleer et al. 2004), 

Cav1.4 (Mansergh et al. 2005; Chang et al. 2006; Bayley und Morgans 2007; Liu Xiaoni et al. 

2013; Zabouri und Haverkamp 2013), α2δ4 (Wycisk et al. 2006; Wang et al. 2017; Kerov et al. 

2018), CAST (tom Dieck et al. 2012) oder CNGA3/CNGB1 (Michalakis et al., 2013), welche 

die Glutamatausschüttung der Photorezeptoren regulieren, weisen einen Verlust der 

synaptischen Kontakte in der OPL, eine Retraktion von Stäbchenterminalien sowie ein 

abnormales Auswachsen von Horizontalzell- und Bipolarzellfortsätzen auf. Eine 

Horizontalzell-spezifische Deletion der Glutamatrezeptor-Untereinheiten GluA2 und GluA4 

(und die damit verbundene Eliminierung der Licht-abhängigen Modulation des Feedbacks und 

Feedforwards der Horizontalzellen) verhindert jedoch nicht die Ausbildung der Synapsen 

zwischen Stäbchen und Stäbchen-Bipolarzellen (Ströh et al. 2018). Auch ein Knock-Out des 

Enzyms GAD67, welches für die Synthese von GABA zuständig ist, hat keinen Einfluss auf 

die Struktur der Stäbchen-Bandsynapse (Schubert et al. 2010). Da GABA vermutlich an dem 

Horizontalzell-Feedback (Kemmler et al. 2014; Grove et al. 2019) und -Feedforward (Yang 

und Wu 1991; Puller et al. 2014) beteiligt ist, spricht dieser Befund ebenfalls dagegen, dass die 

gescheiterte Synapsenbildung in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen auf die Abwesenheit 

der Horizontalzell-Signale zurückzuführen ist. 

Um den molekularen Mechanismus, durch den die Horizontalzellen zum Aufbau und Erhalt der 

Stäbchen-Bandsynapsen beitragen, letztendlich aufzuklären, werden weitere Experimente 

benötigt, wie z. B. eine Analyse der Expression von Wegweisermolekülen zur Identifizierung 

potenzieller molekularer Kandidaten und die Generierung von entsprechenden Knock-Out-

Mäusen zur Untersuchung der Funktion der ausgeschalteten Moleküle. 

4.3 Die Rolle von Horizontalzellen in der Entwicklung und dem Erhalt der 

Zapfen-Bandsynapse 

Die Entwicklung der Zapfen-Bandsynapse erfolgt in derselben Reihenfolge wie die der 

Stäbchen-Bandsynapse. Zuerst invaginieren zwei Horizontalzellfortsätze in das Zapfen-

Endfüßchen und anschließend wird die Triade durch das Einwandern von ein oder zwei ON-

Bipolarzelldendriten vervollständigt. Während die Stäbchen-Synaptogenese an P8 initiiert 

wird, beginnt die Zapfen-Synaptogenese jedoch bereits an P4/P5 (Blanks et al. 1974; Sherry et 

al. 2003). Da zu diesem Zeitpunkt auch die Ablation der Horizontalzellen induziert wurde, ist 

es nicht überraschend, dass in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von P11 einige 
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Zapfenterminalien mit Überresten von Horizontalzellfortsätzen gefunden wurden, die offenbar 

noch in der Lage waren, in das Endfüßchen einzuwandern. Invaginierende ON-

Bipolarzelldendriten traten allerdings sehr selten und nur gemeinsam mit Horizontalzell-

Überresten auf, was darauf hinweist, dass die Horizontalzellen nicht nur für die Invagination 

der Stäbchen-Bipolarzellen in das Stäbchenterminal (siehe Kapitel 4.2), sondern auch für die 

Invagination der Zapfen-ON-Bipolarzellen in das Zapfenterminal notwendig sind. Aufgrund 

der Tatsache, dass ON-Bipolarzellen schon an P7/P8 mit der Invagination in das Zapfen-

Endfüßchen beginnen, kann allerdings nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass zu 

einem früheren Zeitpunkt ON-Bipolarzell-Invaginationen vorgelegen haben. 

In den adulten Horizontalzell-ablatierten Mäusen (P56) waren sowohl die ON-Bipolarzell-

Invaginationen als auch die GPR179-Expression an den Spitzen der ON-Bipolarzelldendriten 

vollständig verschwunden, was auf einen kompletten Verlust der synaptischen Kontakte 

zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen hindeutet. Dieser Befund ist konsistent mit der Studie 

von Sonntag et al. (2012), in der gezeigt wurde, dass eine Ablation der Horizontalzellen in der 

adulten Mausretina ebenfalls zu einer Degeneration der Zapfen-Bandsynapsen führt. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation deuten auf eine essenzielle Rolle der 

Horizontalzellen für die Entwicklung und den Erhalt der synaptischen Kontakte zwischen 

Zapfen und ON-Bipolarzellen hin. Wie für die Stäbchen-Bandsynapse bleibt jedoch auch für 

die Zapfen-Bandsynapse unklar, ob die Horizontalzellen durch die Expression von bisher 

unidentifizierten Wegweisermolekülen oder durch ihre synaptische Aktivität zur Ausbildung 

und Aufrechterhaltung der synaptischen Kontakte zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen 

beitragen (siehe Kapitel 4.2). Da die Zapfenterminalien von Horizontalzelldendriten und die 

Stäbchenterminalien von Horizontalzellaxonen kontaktiert werden (Peichl und González-

Soriano 1994), unterliegen die Entwicklung und der Erhalt der Zapfen-Bandsynapse 

möglicherweise einem anderen Mechanismus als die Ausbildung und Aufrechterhaltung der 

Stäbchen-Bandsynapse. 

4.4 Synaptische Remodellierung im OFF-Zapfen-Signalweg infolge der frühen 

postnatalen Horizontalzell-Ablation 

Zapfen sind typischerweise aus einem Augensegment, einem Innensegment, einem Soma und 

einem Axon mit einem synaptischen Endfüßchen aufgebaut. Die Somata der Zapfen sind in der 

distalen ONL lokalisiert und die Zapfenterminalien formen ein regelmäßiges Mosaik in der 
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OPL, wo sie invaginierende Kontakte mit Horizontalzellen und ON-Bipolarzellen und flache 

Kontakte mit OFF-Bipolarzellen ausbilden. In den Horizontalzell-ablatierten Mäusen war die 

Morphologie, Stratifizierung und Verschaltung der Zapfen drastisch verändert. Zu Beginn der 

dritten postnatalen Woche wiesen die Zapfen einige mislokalisierte Somata in der OPL sowie 

einen Verlust der regelmäßigen Anordnung ihrer Endfüßchen auf. Adulte Zapfen zeigten 

schließlich ein abnormales Aussprossen von Neuriten und eine Bildung von zusätzlichen 

Terminalien. Während synaptische Kontakte zwischen Zapfen und ON-Bipolarzellen gar nicht 

erst entstanden oder degenerierten (siehe Kapitel 4.3), wurden neue Synapsen zwischen Zapfen 

und OFF-Bipolarzellen gebildet. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Synapsenbildung 

bzw. der -erhalt für invaginierende und flache Kontakte unterschiedlich reguliert wird. 

Vorherige Studien haben gezeigt, dass verschiedene retinale Erkrankungen im Menschen und 

im Tiermodell ebenfalls zu einem abnormalen Auswachsen von Photorezeptorneuriten führen. 

Ein aberrantes Aussprossen von Stäbchenneuriten wurde in Menschen mit Retinitis pigmentosa 

(Li et al. 1995; Milam und Li 1996), Schweinen mit einer Rhodopsin-Mutation (Li et al. 1998) 

und Katzen mit autosomal-dominanter Stäbchen-Zapfen-Dysplasie (Chong et al. 1999) 

beobachtet. Auch nach einer Ablösung (Sethi et al. 2005) und Wiederanlage (Lewis et al. 2002) 

der Netzhaut weisen die Stäbchen eine Bildung von zahlreichen Varikositäten und ein axonales 

Auswachsen in die innere Retina auf. Ein abnormales Aussprossen von Zapfenneuriten wurde 

bislang für Menschen mit Retinitis pigmentosa (Milam und Li 1996) und altersabhängiger 

Makuladegeneration (AMD) (Pow und Sullivan 2007) sowie für retinal degeneration 1-(rd1-) 

(Fei 2002; Lin et al. 2009) und Cav1.4-Knock-Out-Mäuse (Raven et al. 2008; Zabouri und 

Haverkamp 2013) beschrieben. Rd1-Mäuse besitzen eine Mutation in der β-Untereinheit der 

Stäbchen-spezifischen cGMP-Phosphodiesterase und sind durch eine primäre Degeneration 

von Stäbchen, eine sekundäre Degeneration von Zapfen und eine Remodellierung von 

Horizontal- und Bipolarzellen gekennzeichnet (Strettoi und Pignatelli 2000; Strettoi et al. 2002; 

Lin et al. 2009). Im Einklang mit den Befunden dieser Arbeit enthalten die aussprossenden 

Zapfenneuriten der rd1-Mäuse häufig präsynaptische Proteinbänder (Lin et al. 2009). In 

Mäusen, denen die Cav1.4-Untereinheit des spannungsabhängigen L-Typ-Calciumkanals fehlt, 

wird der Ca2+-Einstrom in die Endfüßchen der Photorezeptoren und somit die 

Glutamatfreisetzung der Stäbchen und Zapfen verhindert. Ähnlich wie Horizontalzell-ablatierte 

Mäuse zeigen Cav1.4-Knock-Out-Mäuse einen Verlust von präsynaptischen Proteinbändern 

und postsynaptischen Invaginationen in Photorezeptorterminalien, eine Retraktion von 

Stäbchen-Endfüßchen, ein Auswachsen von Bipolarzelldendriten sowie ein aberrantes 
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Aussprossen von Zapfenneuriten (Mansergh et al. 2005; Raven et al. 2008; Zabouri und 

Haverkamp 2013). Während in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen neue Synapsen zwischen  

Zapfen und OFF-Bipolarzellen gebildet wurden, werden in den Cav1.4-Knock-Out-Mäusen 

neue Kontakte zwischen Zapfen und Horizontalzellen geknüpft (Zabouri und Haverkamp 

2013). Überraschenderweise wurde für konditionale Lim1-Knock-Out-Mäuse, in denen die 

Horizontalzellen während der retinalen Entwicklung in der inneren Retina verbleiben, kein 

abnormales Auswachsen von Zapfenneuriten berichtet (Keeley et al. 2013). Aufgrund einer 

unvollständigen Rekombination sind in dieser Mauslinie jedoch noch einige Horizontalzellen 

in der äußeren Retina vorhanden, was möglicherweise ausreichend ist, um die 

Zapfenmorphologie aufrechtzuerhalten oder die Auswirkungen so sehr verringert, dass diese 

unentdeckt blieben. Auch in Mäusen, in denen die Horizontalzellen im adulten Stadium 

ablatiert wurden, wurde kein Aussprossen von Zapfenaxonen beobachtet (Sonntag et al. 2012). 

Obwohl bereits mehrere Studien ein aberrantes Auswachsen von Zapfenneuriten beschrieben 

haben, bleibt es unklar, wodurch die abnormale Morphologie verursacht wird. Eine Möglichkeit 

ist, dass die morphologischen Veränderungen der Zapfen ein Anzeichen einer Degeneration 

darstellen. Im Einklang mit dieser Hypothese beginnt das Aussprossen der Zapfenaxone in rd1-

Mäusen gleichzeitig mit der Degeneration der Zapfen-Außensegmente an P8 (Fei 2002; Lin et 

al. 2009). In den Cav1.4-Knock-Out-Mäusen tritt der Verlust der Zapfen jedoch erst mehrere 

Monate nach den ersten morphologischen Veränderungen ein (Zabouri und Haverkamp 2013) 

und in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen war die Anzahl der Zapfen an P56 nicht reduziert, 

was dagegen spricht, dass die aberrante Morphologie der Zapfen ein Merkmal für eine 

Degeneration repräsentiert. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass die Zapfen in 

den Cx57+/DTR-Mäusen zu einem späteren Zeitpunkt sterben. 

Eine andere Möglichkeit ist, dass der Verlust der synaptischen Kontakte mit Horizontal- und 

ON-Bipolarzellen intrazelluläre Signalwege aktiviert, die das abnormale Auswachsen der 

Neurite und die Suche nach neuen Kontakten initiieren. Bislang sind die molekularen 

Mechanismen, die dem axonalen Wachstum der Zapfen und der Synapsenbildung zwischen 

Zapfen und OFF-Bipolarzellen unterliegen, kaum verstanden. Vorherige Versuche haben 

gezeigt, dass Semaphorin 3A das Aussprossen von kultivierten Salamander-Stäbchen reduziert 

(Kung et al. 2017). In den Horizontalzellen der Mausretina wurde Sema6A nachgewiesen. Ein 

Knock-Out von Sema6A führt jedoch nicht zu einem abnormalen Auswachsen von 

Zapfenneuriten (Matsuoka et al. 2012), was dagegen spricht, dass die Abwesenheit dieses 
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Moleküls für die aberrante Morphologie der Zapfen in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen 

verantwortlich ist. In einer weiteren Studie wurde demonstriert, dass eine Blockierung von 

cGMP-gesteuerten Kanälen mittels Cobaltbromid oder L-cis-Diltiazem das Neuritenwachstum 

und die Varikositätenbildung der Zapfen inhibiert, während eine Aktivierung der cGMP-

gesteuerten Kanäle durch den Agonisten 8Br-cGMP die Varikositätenbildung der Zapfen 

fördert (Zhang und Townes-Anderson 2002). Des Weiteren wurde in den aussprossenden 

Zapfen von Menschen mit AMD eine starke Expression des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 

2 (MAP2) beobachtet, welches an dem Auswachsen von Neuriten beteiligt ist (Pow und 

Sullivan 2007). Es bleibt jedoch abzuwarten, ob MAP2 auch in das abnormale Auswachsen der 

Zapfenneuriten in den Horizontalzell-ablatierten Mäusen involviert ist. Um die molekularen 

Mechanismen, die dem Neuritenwachstum und der Synapsenbildung der Zapfen unterliegen, 

vollständig aufzuklären, werden weitere Untersuchungen benötigt. 

4.5 Die N-cadflox/Cx57-Cre-Mauslinie als Werkzeug zur Untersuchung der Rolle 

von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse 

N-Cadherin ist ein Zelladhäsionsmolekül, das an verschiedenen Schritten der Synapsenbildung 

wie dem Neuritenwachstum (Bixby und Zhang 1990; Paradies und Grunwald 1993; Riehl et al. 

1996; Esch et al. 2000; Yu und Malenka 2003), der axonalen Zielfindung (Inoue und Sanes 

1997; Poskanzer et al. 2003) und der prä- und postsynaptischen Differenzierung (Togashi et al. 

2002; Jüngling et al. 2006; Stan et al. 2010) beteiligt ist. In dieser Arbeit wurde mittels RT-

PCR und Immunhistochemie nachgewiesen, dass N-Cadherin in murinen Horizontalzellen 

exprimiert wird. Dieser Befund ist konsistent mit einer Studie von Xiang et al. (2017), in der 

ein Antikörper gegen N-Cadherin zur Visualisierung der Horizontalzellmorphologie in der 

Mausretina eingesetzt wurde. Um zu überprüfen, ob die Expression von N-Cadherin in den 

Horizontalzellen für die Wegfindung der ON-Bipolarzelldendriten in das Photorezeptor-

Endfüßchen oder die sonstige Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse von Bedeutung ist, 

wurden in der vorliegenden Dissertation mithilfe des Cre/loxP-Systems konditionale N-

Cadherin-Knock-Out-Mäuse erzeugt. Hierzu wurden N-cadflox-Mäuse, in denen das Exon 1 des 

N-Cadherin-Gens von loxP-Stellen flankiert ist (Kostetskii et al. 2005), mit Cx57-Cre-Mäusen, 

welche die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des Cx57-Promotors exprimieren (Ströh et al. 

2013), verpaart. In Nachkommen mit beiden genetischen Veränderungen wird das Exon 1 des 

N-Cadherin-Gens in den Cre-Rekombinase exprimieren Zellen herausgeschnitten und N-

Cadherin dadurch ausgeknockt. Unglücklicherweise zeigte sich bei der Verpaarung von 
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Cdh2+/fl:Cx57+/Cre-Mäusen mit Cdh2fl/fl:Cx57+/+- oder Cdh2+/fl:Cx57+/+-Mäusen, dass die 

Genotypen-Verteilung der Nachkommen nicht der erwarteten Mendelschen Verteilung 

entsprach. Homozygote Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Knock-Out-Mäuse wurden nur sehr selten geboren, 

was darauf hindeutet, dass die Embryonen im Uterus versterben. Die Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Mäuse, 

die lebend geboren wurden, starben in der Regel innerhalb weniger Tage nach der Geburt. Da 

die Bildung der Photorezeptor-Bandsynapse erst zwischen P4/P5 und P14 stattfindet (Olney 

1968; Blanks et al. 1974; Sherry et al. 2003), war die N-cadflox-Cx57-Cre-Mauslinie somit nicht 

dazu geeignet, die Entwicklung der Photorezeptor-Bandsynapse in Abwesenheit der N-

Cadherin-Expression in Horizontalzellen zu untersuchen. 

Die embryonale bzw. frühe postnatale Letalität der Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Mäuse demonstriert, dass 

die N-Cadherin-Expression in den Zellen, in denen der Cx57-Promotor aktiv ist, für die 

Entwicklung von Mäusen essenziell ist. Neben der Expression von Cx57 in retinalen 

Horizontalzellen (Hombach et al. 2004) wurde in der Maus auch eine Cx57-Expression in 

medullären Thymus-Epithelzellen (Tykocinski et al. 2010), im olfaktorischen Epithel und 

Bulbus olfactorius (Zhang 2011) sowie in einigen Regionen des Hirnstamms, Cerebellums und 

Rückenmarks  (Zappalà et al. 2010) beschrieben. Darüber hinaus wurde Cx57-mRNA in 

geringem Maß in dem Herzen, dem Darm, den Hoden, der Niere, der Lunge, der Haut und den 

Eierstöcken von embryonalen Mäusen nachgewiesen (Manthey et al. 1999). Der Thymus ist 

ein primäres lymphatisches Organ, das einen Bestandteil des Immunsystems darstellt und für 

die Reifung von T-Lymphozyten zuständig ist. Wie Cx57 wird auch N-Cadherin in medullären 

Thymus-Epithelzellen exprimiert (Martins et al. 2008). Aufgrund der Tatsache, dass eine 

vollständige Entfernung des Thymus am Tag der Geburt jedoch erst nach zwei bis vier Monaten 

zu einem Tod von Mäusen führt (Miller 1962), ist die fehlende N-Cadherin-Expression in 

medullären Thymus-Epithelzellen vermutlich nicht für die Letalität der Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-

Mäuse verantwortlich. Es ist ebenfalls unwahrscheinlich, dass die Abwesenheit von N-

Cadherin im olfaktorischen System ein embryonales Versterben von Mäusen verursacht. Auch 

die Aktivität des Cx57-Promotors im Hirnstamm, Cerebellum und Rückenmark liefert keine 

Erklärung für die frühe Letalität der Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Mäuse, da eine Cx57-Expression in 

diesen Regionen erst ab P12 bzw. P28 nachgewiesen werden konnte (Zappalà et al. 2010). 

Vorherige Studien haben bereits gezeigt, dass N-Cadherin für die embryonale Entwicklung des 

Herzens unerlässlich ist. Sowohl ein konventioneller (Radice et al. 1997) als auch ein Herz-

spezifischer (Piven et al. 2011) Knock-Out von N-Cadherin resultiert in einer embryonalen 

Letalität aufgrund einer Fehlbildung des Herzens. Um letztendlich herauszufinden, ob eine 
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mangelnde Expression von N-Cadherin im Herzen oder in einem anderen Gewebe für den Tod 

der Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Mäuse verantwortlich ist, müssen weitere Untersuchungen an den 

konditionalen Knock-Out-Tieren vorgenommen werden. 

Das Problem des frühzeitigen Versterbens der Mäuse könnte vermutlich umgangen werden, 

indem die N-cadflox-Mauslinie mit einer Mauslinie gekreuzt wird, die eine Liganden-abhängige 

Cre-Rekombinase (Feil et al. 1996) unter der Kontrolle des Cx57-Promotors exprimiert. 

Dadurch wäre es möglich, N-Cadherin erst zu einem späteren Zeitpunkt durch die 

Verabreichung des entsprechenden Liganden auszuknocken. Die vorliegende Arbeit 

demonstriert, dass eine Ablation der Cx57-exprimierenden Zellen während der frühen 

postnatalen Entwicklung nicht zu einem Tod der Mäuse führt. Es ist daher wahrscheinlich, dass 

die Tiere auch einen an P4/P5 induzierten Knock-Out von N-Cadherin in Cx57-exprimierenden 

Zellen überleben würden. 

4.6 Die Rolle von N-Cadherin in der Entwicklung der Photorezeptor-

Bandsynapse 

Eine Vielzahl von Studien haben gezeigt, dass N-Cadherin an verschiedenen Prozessen der 

Synapsenbildung wie dem Neuritenwachstum (Bixby und Zhang 1990; Paradies und Grunwald 

1993; Riehl et al. 1996; Esch et al. 2000; Yu und Malenka 2003), der neuronalen Zielfindung 

(Inoue und Sanes 1997; Poskanzer et al. 2003) und der Morphogenese von dendritischen 

Dornen (Togashi et al. 2002; Mysore et al. 2007; Mendez et al. 2010) beteiligt ist. Des Weiteren 

ist N-Cadherin in die Rekrutierung von synaptischen Vesikeln (Togashi et al. 2002; Jüngling et 

al. 2006; Stan et al. 2010) und postsynaptischen Komponenten wie PSD-95 (Togashi et al. 

2002; Nikitczuk et al. 2014) und AMPA-Rezeptoren (Nuriya und Huganir 2006; Saglietti et al. 

2007) involviert. In einer Studie von Tanabe et al. (2006) wurde nachgewiesen, dass N-

Cadherin in den Horizontalzellen der Hühnerretina exprimiert wird. Darüber hinaus wurde in 

dieser Studie untersucht, welche Rolle die Cadherin-Funktion für die Morphogenese und 

Synapsenbildung der Horizontalzellen spielt. Dazu wurde mithilfe eines Transposon-

vermittelten Gentransfer-Systems eine dominant-negative Form von N-Cadherin in den 

Horizontalzellen der Hühnerretina exprimiert, welche die Funktion der endogenen Cadherine 

blockiert. Die Inhibition der Cadherin-Funktion führte zu einer reduzierten Größe der 

dendritischen Felder, einer verringerten Anzahl an dendritischen Terminalien und einer 

beeinträchtigten postsynaptischen Akkumulierung von GluA4. Diese Befunde deuten darauf 

hin, dass N-Cadherin in der Hühnerretina für die dendritische Morphogenese der 
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Horizontalzellen und die Synapsenbildung zwischen Photorezeptoren und Horizontalzellen 

wichtig sein könnte. 

In der vorliegenden Dissertation wurde durch RT-PCR und Immunhistochemie bestätigt, dass 

N-Cadherin auch in den Horizontalzellen der Mausretina exprimiert wird. Zudem wurde eine 

starke N-Cadherin-Immunoreaktivität in der distalen OPL nachgewiesen, die nur geringfügig 

mit den dendritischen und axonalen Endigungen der Horizontalzellen kolokalisierte, was darauf 

schließen lässt, dass N-Cadherin von mindestens einem weiteren Zelltyp der äußeren Retina 

exprimiert wird. Eine Analyse der N-Cadherin-Expression mittels in-situ-Hybridisierung weist 

außerdem darauf hin, dass N-Cadherin in Müllerzellen exprimiert wird (Honjo et al. 2000). Um 

ein vollständiges Bild von allen N-Cadherin-exprimierenden Zelltypen in der Mausretina zu 

erhalten, sollten weitere Untersuchungen, wie z. B. Doppelmarkierungen von N-Cadherin und 

Zell-Markerproteinen oder immunelektronenmikroskopische Analysen, durchgeführt werden. 

Leider war es im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich, die Rolle von N-Cadherin für die 

Ausbildung der Photorezeptor-Bandsynapse anhand der N-cadflox/Cx57-Cre-Mauslinie zu 

untersuchen. Homozygote Cdh2fl/fl:Cx57+/Cre-Knock-Out-Mäuse wurden entweder nicht 

geboren wurden oder verstarben während der ersten Lebenstage, was die essenzielle Bedeutung 

von N-Cadherin für die Entwicklung von Mäusen unterstreicht (Radice et al. 1997) (siehe 

Kapitel 4.5). Um die Bedeutung von N-Cadherin für die Entwicklung der Photorezeptor-

Bandsynapse in der Mausretina aufzuklären, bedarf es daher weiterer Studien. 
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6 Anhang 

6.1 Material 

6.1.1 Mauslinien 

Tabelle 9: Verwendete Mauslinien 

Mauslinie Quelle Katalognummer 

C57BL/6J The Jackson Laboratory 000664 

Cx57-Cre (Ströh et al. 2013)  

Cx57-DTRfrtCre (Sonntag et al. 2012), European 

Mouse Mutant Archive 

EM:06024 

N-cadflox/ 

B6.129S6(SJL)-Cdh2tm1Glr/J 

(Kostetskii et al. 2005), The 

Jackson Laboratory 

007611 

 

6.1.2 Geräte 

Tabelle 10: Verwendete Geräte 

Gerät Modell Hersteller 

Analysen- und Präzisionswaage BP211D Sartorius 

Analysen- und Präzisionswaage TP-303 Denver Instrument 

Digitales Forschungsmikroskop Leica DM6 B Leica Microsystems 

Elektrophoresekammer Agagel Midi-Wide Biometra 

Geldokumentationssystem AlphaImager EP Alpha Innotech 

pH-Meter pH 422 WTW 

Inkubator HERAcell Heraeus 

Konfokalmikroskop Leica TCS SP8 Leica Microsystems 

Kryostat Leica CM1860 Leica Biosystems 

Magnetrührer RH basic 2 IKA 

Objektiv HC PL APO 40x/1.30 OIL 

CS2  

Leica Microsystems 

Objektiv HC PL APO 63x/1.40 OIL 

CS2  

Leica Microsystems 

Niederspannungsnetzgerät Standard Power Pack P25 Biometra 

Sterilbank Holten LaminAir 1.2 Thermo Fisher Scientific 

Thermocycler Mastercycler gradient Eppendorf 
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Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM 902A Carl Zeiss 

Ultramikrotom Ultracut E Reichert-Jung 

Zentrifuge 5424 R Eppendorf 

 

6.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 11: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

Deckgläser Stärke 1, Durchmesser 12 mm Thermo Fisher Scientific 

Deckgläser Stärke 1, 24 x 50 mm Carl Roth 

Falcon® 5 ml Rundbodenröhrchen, Polystyrol Corning 

Netzchen, Kupfer, 200 mesh, hexagonal Plano 

Mikroskop-Objektträger mit farbigem Mattrand, weiß VWR 

PASTEUR CAPILLARY PIPETTES SHORT SIZE 150 mm WU Mainz 

PCR 8er-SoftStrips 0.2 ml, farblos Biozym 

SafeSeal Gefäß 1,5ml Sarstedt 

Spritzenfilter ROTILABO® PVDF, 0,22 µm Carl Roth 

Zellkulturplatte 6-well Sarstedt 

 

6.1.4 Chemikalien, Enzyme und Kits 

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien, Enzyme und Kits 

Chemikalie/Enzym/Kit Hersteller 

Aceton Merck 

Agar 100 Resin Kit Agar Scientific 

Agarose Biozym 

ChemiBlocker Millipore 

Chromkaliumsulfat Fluka 

Concanavalin A from Canavalia ensiformis 

(Jack bean) 

Sigma-Aldrich 

Deoxyribonuclease I from bovine pancreas Sigma-Aldrich 

di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat VWR 

Diphtherietoxin Sigma-Aldrich 
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Dulbecco's Modified Eagle's Medium Biochrom 

D(+)-Saccharose Carl Roth 

EDTA Sigma-Aldrich 

Essigsäure Thermo Fisher Scientific 

Ethanol Carl Roth 

Fetales Kälberserum Biochrom 

Gelatine Sigma-Aldrich 

Glutaraldehyde 25% EM Grade Agar Scientific 

Hank’s Balanced Salt Solution without Ca2+, 

Mg2+, with phenol red, with 0.35 g/l NaHCO3 

Biochrom 

Hepes-Buffer (1M) Merck 

Kaliumchlorid Acros 

Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth 

KAPA HotStart Mouse Genotyping Kit Sigma-Aldrich 

L-Cystein Hydrochlorid Sigma-Alrich 

L-Glutamin 200 mM PromoCell 

Natriumazid Merck 

Natriumbicarbonat Merck 

Natriumchlorid VWR 

Natriumdihydrogenphosphat Dihydrat Fluka 

Natriumtetraborat Decahydrat Sigma-Aldrich 

Normalserum (Ziege)-unkonj. Dianova 

NucleoSpin RNA XS MACHEREY-NAGEL 

Nuklease-freies Wasser Qiagen 

Oligo(dT)15 Primer Promega 

OmniPur, WFI Quality Water, Sterile Filtered Calbiochem 

Osmiumtetroxidlösung 4 % Carl Roth 

Penicillin/Streptomycin Biochrom 

Papain, Suspension Worthington Biochemical Corporation 

Paraformaldehyd Carl Roth 

Random Primers Promega 

RiboLock RNase-Inhibitor Thermo Fisher Scientific 

Roti®Mix PCR3 Carl Roth 

Tissue-Tek O.C.T. Compound Sakura Finetek 
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Toluidine Blue O zinc chloride double salt Acros Organics 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) VWR 

Triton X-100 Sigma-Aldrich 

VECTASHIELD Mounting Medium Vector Laboratories 

 

6.1.5 Antikörper 

Tabelle 13: Verwendete primäre Antikörper 

Antigen Spezies, Typ Verdünnung Hersteller, Katalognummer, 

RRID 

Calbindin Kaninchen, polyklonal 1:500 Swant, CB-38, AB_2721225 

ChAT Ziege, polyklonal 1:1000 Millipore, AB144P, AB_2079751 

Cone arrestin Kaninchen, polyklonal 1:1000 Millipore, AB15282, AB_1163387 

Calsenilin Maus, monoklonal 1:2000 Millipore, 05-756, AB_309969 

Cav1.1 Maus, monoklonal 1:500 Millipore, MAB427, AB_2069582 

CtBP2 Maus, monoklonal 1:5000 BD Biosciences, 612044, 

AB_399431 

GluK1 Maus, monoklonal 1:200 Santa Cruz Biotechnology, sc-

393420, AB_2716684 

HCN4 Ratte, polyklonal 1:100 Frank Müller (Forschungszentrum 

Jülich, Jülich, Deutschland) (Müller 

et al. 2003) 

mGluR6 Schaf, polyklonal 1:100 Kirill A. Martemyanov (The 

Scripps Research Institute, Jupiter, 

Florida, USA) (Cao et al. 2011) 

N-Cadherin Maus, monoklonal 1:200 Thermo Fisher Scientific, 33-3900, 

AB_2313779 

PKARIIβ Maus, monoklonal 1:1500 BD Biosciences, 610625, 

AB_397957 

PKCα Ziege, polyklonal 1:500 R&D Systems, AF5340, 

AB_2168552 

PKCα Maus, monoklonal 1:500 Santa Cruz Biotechnology, sc-80, 

AB_628141 

PSD-95 Maus, monoklonal 1:5000 NeuroMab, 75-028, AB_2307331 

SCGN Schaf, polyklonal 1:1000 BioVendor Laboratory Medicine, 

RD184120100, AB_2034062 
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Tabelle 14: Verwendete sekundäre Antikörper 

Sekundärer Antikörper Verdünnung Hersteller, 

Katalognummer, RRID 

Donkey anti-Goat IgG (H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 568 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A-11057, AB_142581 

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 

488 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A-21202, AB_141607 

Donkey anti-Mouse IgG (H+L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 

568 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A10037, AB_2534013 

Donkey anti-Sheep IgG (H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A-11015, AB_2534082 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 488 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A-11001; AB_2534069 

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 568 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A-11004, AB_2534072 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor 

488 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A-11034, AB_2576217 

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Cross-Adsorbed 

Secondary Antibody, Alexa Fluor 568 

1:600 Thermo Fisher Scientific, 

A-11011, AB_143157 

 

6.1.6 Primer 

Tabelle 15: Verwendete Primer 

Primer Sequenz (5‘->3‘) Amplikon-Größe 

Cx57 forward CAGATGATGGACGGTGTTGA 
451 bp 

Cx57 reverse CATCTCGGCATCAGGAAAAT 

N-Cadherin forward AGGCTTCTGGTGAAATTGCAT 
176 bp 

N-Cadherin reverse GTCCACCTTGAAATCTGCTGG 
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6.1.7 Programme 

Tabelle 16: Verwendete Programme 

Programm Hersteller, RRID 

Adobe Photoshop CS6 Extended Adobe Systems, SCR_014199 

Fiji (Schindelin et al., 2012), SCR_002285 

GraphPad Prism 5 GraphPad Software, SCR_002798 

Huygens Software Scientific Volume Imaging, SCR_014237 

Leica Application Suite X Leica Microsystems, SCR_013673 

 

6.1.8 Lösungen und Puffer 

Tabelle 17: Verwendete Lösungen und Puffer 

Lösung/ Puffer Zusammensetzung 

Blockierlösung 5 % (v/v) ChemiBLOCKER 

0,3 % (v/v) Triton X-100 

0,02 % (w/v) NaN3 

in 0,1 M PB 

sterilfiltiert 

Cystein-Stocklösung 10 mM (w/v) L-Cystein 

in HBSS mit Zusätzen 

Einstellung des pH-Werts auf 7,4 mit NaOH 

sterilfiltriert 

DNase I-Lösung 1 mg DNaseI (2840 U/mg) 

in 25,6 ml DMEM mit Zusätzen 

+ 2,8 ml fetales Kälberserum (10 %) 

sterilfiltriert 

Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM) mit 

Zusätzen 

10 ml Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

+ 2,7 ml Natriumbicarbonat (7,5 %) 

+ 1 ml Penicillin/Streptomycin 

+ 1 ml L-Glutamin (200 mM) 

+ 1 ml Hepes (100 mM) 

+ 83,3 ml OmniPur, WFI Quality Water, Sterile Filtered 

EDTA-Stocklösung 10 mM EDTA 

in Hank’s Balanced Salt Solution ohne Ca2+ und Mg2+ 

sterilfiltiert 

Elektrodenlösung 0,375 µl RiboLock RNase-Inhibitor 

+ 0,75 µl 10X DNase I Reaction Buffer 

+ 6,375 µl Nuklease-freies Wasser 
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Fixierlösung für 

Elektronenmikroskopie 

1 % (w/v) Paraformaldehyd 

3 % (w/v) Sucrose 

2,5 % (v/v) Glutaraldehyd 

in 0,05 M PB 

Fixierlösung für 

Immunhistochemie 

2 % (w/v) Paraformaldehyd 

3 % (w/v) Sucrose 

in 0,1 M PB 

Beschichtungslösung für 

Objektträger 

1,3 % (w/v) Gelatine 

0,09 % (w/v) Chromkaliumsulfat 

25 % (v/v) Ethanol 

6,1 % (v/v) Essigsäure 

in H2O 

Hank’s Balanced Salt Solution 

(HBSS) mit Zusätzen 

97 ml Hank’s Balanced Salt Solution ohne Ca2+ und Mg2+ 

+ 1 ml EDTA-Stocklösung 

+ 1 ml Hepes (100 mM) 

+ 1 ml Penicillin/Streptomycin 

Papain-Lösung 884 µl HBSS mit Zusätzen 

+ 100 µl Cystein-Stocklösung 

+ 16 µl Papain, Suspension (1254 U/ml) 

Phosphatpuffer (PB), 0,1 M 0,1 M Na2HPO4 

in H2O 

Einstellung des pH-Werts auf 7,4 durch Zugabe von 

0,1 M NaH2PO4 in H2O 

Phosphat-gepufferte 

Salzlösung (PBS) 

140 mM NaCl 

2,7 mM KCl 

1,5 mM KH2PO4 

8,1 mM Na2HPO4 

in H2O 

TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-

Puffer (50x) 

242 g TRIS 

+ 57 ml Essigsäure 

+ 100 ml 0,5 M EDTA in H20 (pH 8,0) 

ad 1000 ml H2O 

TRIS-gepufferte Salzlösung 

mit Triton X-100 (TBSTX) 

50 mM TRIS 

1,5 % (w/v) NaCl 

0,3 % (v/v) Triton X-100 

Einstellung des pH-Werts auf 7,6 mit HCl 
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6.2 Publikationen 

6.2.1 Übersicht 

Die Inhalte folgender Publikationen sind Bestandteil der vorliegenden Dissertation: 

1. Nemitz L, Dedek K, Janssen-Bienhold U (2019): Rod bipolar cells require horizontal 

cells for invagination into the terminals of rod photoreceptors. Front Cell Neurosci 13, 

423 

2. Nemitz L, Dedek K, Janssen-Bienhold U (2020): Synaptic remodeling in the cone 

pathway after early postnatal horizontal cell ablation. (Front Cell Neurosci, in Revision) 

 

Weitere Publikation, deren Inhalt nicht in dieser Arbeit thematisiert wird: 

3. Tetenborg S, Wang HY, Nemitz L, Depping A, Espejo AB, Aseervatham J, Bedford 

MT, Janssen-Bienhold U, O’Brien J, Dedek K (2020): Phosphorylation of connexin36 

near the C‑terminus switches binding affinities for PDZ‑domain and 14–3–3 proteins in 

vitro. Sci Rep 10, 18379 
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6.2.2 Rod bipolar cells require horizontal cells for invagination into the terminals of rod 

photoreceptors 

 

Autoren: 

Lena Nemitz1, Karin Dedek2,3, Ulrike Janssen-Bienhold1,3 

1Neurobiologie des Sehens, Department für Neurowissenschaften, Universität Oldenburg, 

Oldenburg, Deutschland 

2Neurosensorik, Institut für Biologie und Umweltwissenschaften, Universität Oldenburg, 

Oldenburg, Deutschland 

3Forschungszentrum Neurosensorik, Universität Oldenburg, Oldenburg, Deutschland 

 

Autorenbeiträge:  

LN, KD und UJB konzipierten die Experimente; UJB führte die DT-Injektionen und 

Gewebepräparation durch; LN führte die Immunhistochemie, Bildaufnahmen, 

Elektronenmikroskopie, Quantifizierung und statistische Analyse durch; alle Autoren trugen 

zur Interpretation der Daten bei; LN erstellte die Abbildungen und schrieb einen ersten Entwurf 

des Manuskripts; KD und UJB überarbeiteten das Manuskript. 

 

Veröffentlicht in:  

Frontiers in Cellular Neuroscience 
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6.2.3 Synaptic remodeling in the cone pathway after early postnatal horizontal cell 

ablation 

 

Autoren: 

Lena Nemitz1, Karin Dedek2,3, Ulrike Janssen-Bienhold1,3 

1Neurobiologie des Sehens, Department für Neurowissenschaften, Universität Oldenburg, 

Oldenburg, Deutschland 

2Neurosensorik, Institut für Biologie und Umweltwissenschaften, Universität Oldenburg, 

Oldenburg, Deutschland 

3Forschungszentrum Neurosensorik, Universität Oldenburg, Oldenburg, Deutschland 

 

Autorenbeiträge:  

LN, KD und UJB konzipierten die Experimente und interpretierten die Daten; LN führte die 

Experimente, Quantifizierung und statistische Analyse durch, erstellte die Abbildungen und 

schrieb einen ersten Entwurf des Manuskripts; KD und UJB überarbeiteten das Manuskript. 

 

In Revision bei:  

Frontiers in Cellular Neuroscience 
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6.2.4 Phosphorylation of connexin36 near the C‑terminus switches binding affinities for 

PDZ‑domain and 14–3–3 proteins in vitro 

 

Autoren: 
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3Neurobiologie des Sehens, Department für Neurowissenschaften, Universität Oldenburg, 
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Autorenbeiträge:  

ST, JO’B, MTB, UJB und KD konzipierten die Studie; ST, LN, AD, ABE, JA und HYW 

führten die Experimente und Datenanalyse durch; ST, HYW, MTB und JO’B erstellten die 

Abbildungen, die von KD bearbeitet wurden; KD schrieb mit Hilfe von ST einen ersten Entwurf 

des Manuskripts; der Entwurf wurde von allen Autoren überarbeitet und kommentiert; KD 

stellte das Manuskript fertig. 
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