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Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss. 36, 21-51 (1980

Institut FUr Himforschung der Universitdt Zurich

RETROGRADER AXONALER TRANSPORT UND NEURONALE
TRANSMITTORSPE ZIFITAT

P. STREIT

Zummmanqusung_

Die Hypothese Uber die transmittor-spezifische, retrograde Markierung von Nervenbahnen
und dafUr relevante Befunde werden diskutiert. Nach Injektion von [JH}-GIyzin in das
Tectum opticum der Taube tritt in einem beschriinkten Teil des subtectalen MNucleus isthmi,
pars parvocellularis (lpc), eine rasche Markierung von intrinsischen Elementen auf, die eine
schnelle, retrograde Wanderung von Rodioaktivitat in Neuronen der glyzinergen Ipc-tectalen
Bahn anzeigt. Die folgenden Markierungs-Muster sprechen fur eine retrogrede Markierung
mit einer gewissen, teilweise tronsmittor-spezifischen Selektivittt in den betroffenen Bohnen:
Markierung von Nervenzel [ktrpern in der Substontia nigra, in den Zellgruppen A8 und A0
und im Nucleus raphé dorsalis nach [GH}—Dopumin— oder @H}—Seroronin—lniekfion, hingegen
im Cortex und im Thalamus nach (SH)-D-Asparrat-Iniekrion in das Coudoputamen der Ratte
und im Nucleus raphé dorsalis nach PH)-Seroroninflniekrion, aber im Caudoputomen nach
(3 H)-GABA-Injekiion in die Substantia nigra. Transmittorbezogener, retrograder Transport
kdnnte als neuro-anatomische Methode nUtzlich werden. Die Zellbiologie und eine mgliche
biologische Badeutung des Phidnomens bleiben abzukléren.

Summary

The hypothesis on transmitter specific, retrograde labeling of neuronal pathways and observa-
tions relevant to this hypothesis are discussed.

After injection of (3H)-glycine into the pigeon optic tectum fast labeling of intrinsic elements
in a restricted part of the subtectal n. isthmi, pars parvocellularis (lpc), is found - strongly
suggesting a rapid retrograde migration of radiooctivity in neurons of the glycinergic Ipe-
tectal pathway. Labeling of neuronal perikarya in the substantia nigra, in cell groups A8

ond Al10 and in the n. raphé dorsalis aofter FH]-dopun‘ine- and FH)-serotonin-inietﬂon,

however in the cortex ond in the thalamus aofter EH)-D—mpnrrul'e—in jection into the rat
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caudoputamen and in the n. raphé dorsalis after (3 H)-serotonin-injection but in the cavdo-
putomen after @H}-GABA-iniectim into the substantia nigra - all these patterns indicate a
retrograde labeling with a certain - portly transmitter specific - selectivity in the pathways
_concerned. Transmitter reloted, retrograde transport moy become a useful neuro-anatomical
method. The cell biology and a possible biological function of the phenomenon remain to be

investigated.

Neurone, die Bausteine des Nervensystems, besitzen - wie alle anderen lebenden Zellen
auch - gewisse ollgemeine genetische, organisatorische und biochemische Grundeigenschoften,
sind aber durch spezialisierte strukturelle, biophysikalische und chemische Eigenheiten ausge-
zeichnet. Verzweigte Zellforisitze, Axon und Dendriten, bestimmen im wesentlichen die
komplexe Hussere Form und auch die Anordnung von Lokal - und Fernverbindungen, die
Konnektivitit, der Neurone. Nervenzellen knnen aufgrund von besonderen lonenmechonis-
men an der Zellmembron bioelekirische Impulse generieren und weiterleiten. Diese Signale
werden mittels einer speziellen zelluldren Maschinerie und gewissen chemischen Substanzen,
Tronsmittoren, und deren Rezeptoren als hemmende oder erregende EinflUsse von einer Ner-
venzelle auf eine andere MNervenzelle Ubertragen, mit denen meist besonders gestaltete
Kontaktstellen, Synapsen, bestehen. Von den miglichen Chemospezifitdten der Neurone ist
die tronsmittorbezogene om besten erforscht und bekannt. Eine immer grtssere Viel zahl von
etablierten oder vermuteten Transmittoren einerseits und die unglauvbliche Vielfalt der
neuronalen Konnektivitit andererseits summieren sich zv einer komplexen chemo-anatomi-
schen Orgonisation des Nervensystems, die noch keineswegs bekannt, ja teilweise nicht
einmal methodisch fassbar erscheint.

Im Zusammenhang mit der Transmittorspezifitdt wurde in den letzten Johren ein neves Prinzip
der neuronalen Zell-Biologie erkonnt: gewisse Nervenendigungen besitzen einen selektiven
Aufnahme-Mechanismus mit hoher Affinitat fur den Tronsmittor, den sie freisetzen (Ubersicht:
SNYDER et ol., 1973). Dieser "high offinity uptake™ wurde gefunden fur die Monoamine
(Noradrenalin, Dopamin und Serotonin). und ebenso fur gewisse Aminostiuren (GABA, i.e.

y -Amincbutterstiure, Glyzin und Glutamat). Transportvorgtinge in Axon und Dendriten wur-
den in den |letzten Johren ols weitere Prinzipien in der neuronalen Zellbiologie herausge-
orbeitet. Solche Transportvorgtinge bedeuten eine Art von Kommunikation in einem weiten
Sinne, die notwendig ist nur schon von der Tatsache her, dass die verschiedenen zelluldren
Maschinerien - allgemeine und spezialisierte - nicht homogen Uber das Neuron mit seinen
Fortsttzen verteilt sind. Der somatofugele oder anterograde axonale Transport spielt eine
wichtige Rolle fUr Struktur und Funktion der Synapse (Uebersicht: CUENOD, 1974). Der
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somatopetale oder retrograde axonale Transport wurde bekannt als "ein Weg fur trophische
Signale und Neuratoxine" (SCHWAB et al., 1979; Uebersicht: SCHWAB, 1980, vorangehende
Arbeit). Es werden daneben aber auch weitere Fremdsubstanzen wie Meerrettich-Peroxidase
(Uebersichten: KRISTENSSON, 1975; LAV AIL, 1975), gewisse Lektine (SCHWAB et al .,

1978; DUMAS et al., 1979) und viele andere mehr i|;n Bereiche der Nervenendigungen auf -
genommen und intra-axonal zum Zellksrper transportiert. Es sei an dieser Stelle nur ongedeu-
tet, dass der retrograde Transport von Markierungs-Substanzen zu einem wichligen Werkzeug
in der experimentellen Neuroanatomie gewordenist (Uebersicht: JONESund HARTMAN 1978).
In der vorliegenden Arbeit sollen die experimentellen Befunde zusammengefasst und Uber-
dacht werden, die zur Hypothese fuhrten, dass eine Kombination der zellbiologischen Prin-
zipien "transmittor-selektive Aufnohme" und "retrograder axonaler Transport™ méglich wire.
Diese Hypothese fond ihren Ursprung in der Beobachtung im Sehlappen der Taube, doss glyzin-
abhtingige Rodicaktivitdt nach Aufnabme im entsprechenden Endigungsgebiet retrogred zum
Zellktrper wanderte (HUNT et al., 1977; CUENOD und HE NKE , 1978; CUENOD .und STREIT,
1980; STREIT et al., 1979b). Weitere Untersuchungen in Projektionen zum Striatum und zur
Substantia nigra der Ratte, die in Bezug ouf ihren Transmittor gut charakterisiert sind, zeitig-
ten Resultate, die vereinber sind mit der Hypothese einer transmittor-spe zifischen, retrograden
Markierung von Nervenverbindungen. Da die Hypothese noch jung ist, !'n-!igen zudem einige

"Wenn-und-Aber", {edoch auch einige Spekulotionen-angebracht sein.

Glyzin und die isthmo-tectale Bahn der Taube

Nach einer lokalen Anwendung von tritiiertem Glyzin im caudalen Teil des optischen Tec-
tums der Taube und Ueberlebenszeiten von 30 Minuten bis zv einem Tag wurden in einem
sehr beschrinkten Teil des subtectalen Nucleus isthmi, pars parvocellularis (lpc), Ansomm-
lungen von outoradiographischen Silberkimern gefunden, die auf das Vorhandensein von
markierten Nervenzellksrpem hinwiesen (HUNT et al., 1977). Die markierten Perikarya
bilden eine dUnne, radidr angeordnete "Stule" in Ipc mit einer Entfernung von efwa 4 mm
vom Injektionsort. Es besteht eine reziprok angelegte Verbindung zwischen dem Tectum und
lpc, die streng topographisch organisiert ist Fig. 2; CAJAL, 1899; HUNTund KUNZLE, 1976a;
HUNT et al., 1977; CUENOD und STRE IT, 1979). Diese anatomischen Grundlagen sind fOr
die Interpretation des obigen Befundes sehr wichtig.

Es bestehen drei Méglichkeiten, das Auftreten einer solchen Zellktrper-Merkierung zv er-
kldren (Fig. 1): i) Direkte, lokole Aufnohme von Radicaktivitdt aus einem Diffusionsgradien-
ten, der sich von der Injektionsstelle bis in dos umgebende Gewebe ausdehnt. ii) Antero-
grade, axonale Wanderung von Radioaktivitit in Neuronen, die aus der Gegend der Injek-

tionsstelle projizieren, und nachfolgende, transneuronale Uebertragung von Redioaktivitat
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Wie gelangt die Radioaktivitat A) Direkte Aufnahme aus
von der Injektionsstelle (in 1) einem Diffusionsgradi-
in die Nervenzellkérper (in 2)7? enten

B} Anterograd - transneurcnale C}Retrograde Markierung
Markierung

Fig. 1. Schematische Darstellung zur Erkldrung einer Markierung von Neweniellkurpem.

in Nervenzel lkérper, die im Endigungsgebiet einer solchen Projektion liegen. iii) Aufnohme
von Radicaktivitit durch Endigungen {oder Axone) im Injektionsgebiet gefolgt von retrograder,
axonaler Wanderung solcher Radicaktivitit in Bahnen, die in oder durch die Injektionsstelle
projizieren. In allen drei Fillen resultieren Muster von Nervenzellmarkierungen in Auto-
radiogrammen, ferner aus der Retention von Rodioaktivitiit, die in solche Zellktrper eintritt.
Diese Retention fuhrt schliesslich - im Vergleich zum umgebenden Gewebe - zv einer An-
sammlung von Rodioaktivitat. )

Die erste Mglichkeit kann trotz der kleinen Distanz zwischen dem Injektionsort im Tectum
und markierten Zellktrpem in Ipc ausgeschlossen werden, weil die Lokalisation und die be-
schriinkre sdulenartige Anordnung der morkierten Perikarya nicht der Verteilung des Diffu-
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T\~ [*H]-caBa
\ (rostro-ventral)

DAS IPC- TECTALE SYSTEM
DER TAUBE 15T

= REZIPROK TECTUM
— STRENG TOPOGRAPHISCH OPTICUM
ORGANISIERT

DIFFERENTIELLE RETROGRADE
MARKIERUNG ZEIGT REGIONA -
LEN UNTERSCHIED DER
CHEMOSPEZIFITAT YON
IPC-NEURONEN AN.

[H]-GLYZIN
{latero-caudal)

Fig. 2. Schematische Darstellung der retrograden Markierung von Nervenzel lktrpern im N.
istheni , pars parvocellularis (ipc) nach tectaler CH)-Glyzin- bzw. (3H)-GABA-Injektion.

sionsgradienten, hingegen bestens der Topographie des reziproken isthmo-tectalen Systems
entsprechen. Die tectale Injektion einer Substanz, die fur die Markierung von Verbindungen
wohl etabliert ist - wie 2.B. Meerrettich-Peroxidase (HRP) - bringt eine praktisch identische
Verteilung und Anordnung von markierten Nervenzellksrpem in Ipc hervor. Im Falle von

HRP kann bei einem solchen Markierungsmuster eine Aufnchme aus eiﬁern Diffusionsgradien=
ten mit grosser Sicherheit verneint und viel eher eine Markierung durch retrograde, axonale
Wanderung von HRP in diesen markierten Ipc-tectalen Neuronen angenommen werden (Ueber-
sichten: KRISTENSSON, 1975; LAVAIL, 1975). In einem solchen HRP-Experiment werden
lpc-Neuronen ols multipolare Zellen dargestellt, die ihre Dendriten radidr in die Umgebung
ausbreiten (STREIT et al., 197%b).



Hochaufl sungs-Autoradiographie mit Material von Tieren, die 30 Minuten nach Beginn
einer [sH]-Glyzin-Ini'ek#im {0.05-0.2 pl [2-3H)G|yzin, 20 uCi, 3.8 Ci/mmol) mit Gluta-
roldehyd perfundiert wurden, zeigt eine "Sdule” von stark markierten Zellksrpem in Ipc,
was die Befunde von HUNT et al. (1977) bestatigt (Fig. JA). Jene Becbachtungen werden
dadurch aber auch gesichert, denn die hhere Auflsung lasst erst eine wirkliche Zuordnung
von Silberkorn-Ansammlungen und Gewebselementen zu. Neben den Perikarya Fig. 3A, B,
C) wurde Markierung auch Uber einigen initiclen Axeon-Segmenten und zahlreichen Dendriten
{Fig. 3D) gefunden. Auffallend war die Seltenheit von markierten synaptischen Endigungen
nach der kurzen Ueberl ebenszeit von hischstens 30 Minuten. Diese Becbachtung ist insofern -
von Bedeutung, als sie die anterograd-fransneuroncle Markierung der Ipc-Neurone wenig
wahrscheinlich erscheinen lasst. Denn dafir mUssten solche Endigungen, die zur tecto-
isthmischen Bahn gehren kénnten, hiiufig una intensiv markiert sein (BARBER et ol ., 1978).
Die rasche Markierung von intrinsischen lpc-Elementen weist also ouf eine schnel le retro-

" grade, intra-oxoncle Wandérung von Radiccktivitdt in Ipc-tectalen Neuronen hin (STREIT

et al., 197%b).

Fig. 3. Licht- (Ipm Schnitte in A B) und elektronenmikroskopische (C,D) Autoradiogramme
im subtectalen Nucleus isthmi, pars parvocellularis {Ipc), 30 Minuten nach Beginn einer
{3H}-Giyziﬂ-lniekfion in das Tectum opticum der Taube. Perfusions-Fixation mit Glutaral -
dehyd. Skala: 50 pym in A, 10pm in B.Cund 1 ym in D. '

A: Stark markierte Nervenzel iksrper (Pfeite und zohlreiche kleine Anhtufungen (weisse
Pfeilspitzen)) von autoradiographischen Silberkirerm in einem beschriinkten Teil von |pe.
Einige markierte, dicke und myelinisierte Axone (schwarze Pfeilspitzen) verlaufen zwischen
unmarkierten Ipc-Perikarya. Expositionszeit drei Monate. Gegenfrbung mir Azur [I-Methy-
lenblau. '

B: Markierter Nervenzel lkgrper (Pfeil) mit Markierung im Zellkern[n). Ansammlungen von
Silberksmem Uber schwach gefdrbten Elementen (weisse Pfeilspitzen) und Uber einigen
myelinisierten Axonen {schwarze Pfeilspitzen). gcn: Kem einer unmarkierten Glia-Zelle.
Ein Monat Expositionszeit. Selbe Gegenfarbung wie in A,

C: Markierter Nervenzellksrper mit Markierung im Zellkemin} und mit einem proximalen
Dendriten(d). Silberktmer treten haufig in Gruppen auf - wie das im Detailbild bei doppel -
ter Vergrisserung zu sehen ist, wo sie offenbar Uber Zisternen des Golgi-Apparates liegen.
Mehrere unmarkierte Nervenendigungen (z.B. "t" im Detailbild} stehen in synaptischem
Kontakt mit dem markierten Neuron. gen: Kemn einer unmorkierten Glia-Zelle. bv: Blutge-
fass.

D: Markiertes postsynaptisches Element mif dem eine unmarkierte Endigung in synaptischem
Kontakt (s} steht. Die mit einem Stern bezeichneten Silberkmer sind wahrscheinlich bedingt
durch eine radicaktive Quelle im markierten Dendriten{d). Ansammlungen von SilberkBmern
in der Nthe einer synoptischen Kontakistelle sind recht typisch in diesem Material aus dem
Ipc-Neuropil .
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Dieser Schluss erhtlt weitere Bestdrkung durch Schichimarkierungs—-Experimente, die auf der
genaveren Kenntnis der Verhtll Inisse im Tectum in Bezug auf die reziproke, isthmo-tectale
Verbindung aufbouen. Diese Kenntnis kann mittels einer HRP-Untersuchung erdangt werden.
HRP-Injektion in Ipc kann zu einem Golgi-artigen Markierungs-Bild in einem - dem Injek-
tionsort entsprechenden - Teil des Tectums fuhren. Es sind dabei sowch| die oberfitichlich
gelegenen Endigungen der Ipc-tectalen Bahn in Form von "boutons en passage”, als auch
Neurone mit "hirtenstobférmigem" Axon und tief liegenden Perikarya ols Ursprung der tecto-
isthmischen Projektion zu sehen Fig. 2; HUNT et al., 1977; CUENOD und STRE IT, 1979).
Sogar nach langerer Ueberlebenszeit (26 Stunden) ergibt eine tiefe tectale Injektion von

(3 H)-Glyzin nur eine gewisse Neuropil-Markierung in Ipc. Radicaktivitit, die anterograd

in der tecto-isthmischen Bohn transportiert wurde, konnte also nicht in gentigender Menge
transneuronal transferiert warden, um lpc-Perikaryo zu markieren. Dreissig Minuten nach
einer Anwendung von (SH}-Giyzl'n auf der Tectum=-Cherfldche hingegen konnten markierte
Perikarya in lpc beobachtet werden, was wiederum ouf eine Aufnchme von (SH)-Gl)ern
durch Endigungen, gefolgt von einer retrograden axonalen Wanderung und einer Ansammliung
von radioaktivem Material im Zellksrper hinweist (HUNT et al., 1977). '
Es muss an dieser Stelle betont werden, dass eine retrograde Markierung von Nervenzell-
k8rpem nach tectaler Injektion von tritiiertem Glyzin nur in Ipc, nicht aber in den anderen
offerenten und efferenten Vetbindungen mit dem optischen Tectum gefunden werden konnte.
Was bedeutet eine solche Systemspezifitat 7 Welche Beziehung besteht zwischen Glyzin und
der Ipc-tectalen Bahn? Da Glyzin in gewissen Teilen des Nervensystems als hemmender
Transmittor bekannt ist, lag es nohe, eine Beziehung zwischen dem Phiinomen und der Trans-
mittorspezifitit des Systems zu vermuten (HUNT et al., 1977; CUENOD und HENKE, 1978;
CUENOD und STREIT, 1979).

kt also Glyzin ein Transmittor in der Ipc-tectalen Verbindung? Resultate von Versuchen,
bei denen das Perfusat einer ins Tectum gesteckten "Push-Pull"-KanUle vor und noch elek-
trischer Reizung in lpc onalysiert wurde, knnen tatsdchlich so interpretiert werden. Nach
einer Vomarkierung mit exogenem, rodioaktivem Glyzin wurde in solchen Experimenten eine
stimul ationsbedingte Erhthung der Radicoktivitdt im Perfusat gefunden, die zv 80 % als
Glyzin vorlag (REUBI und CUENOD, 1976). Kurzlich konnte zudem mit Hilfe von kombinier-
ter gaschromatographischer und massenfragmentographischer Analyse eine reizinduzierte
Freisetzung von endogenem Glyzin ins Perfusat nochgewiesen werden (WOLFENSBERGER

et al., 1979). Dieser letztere Befund hat grosses Gewicht fur die Etablierung von Glyzin als
Transmittor in wenigstens einem Teil der lpc-tectolen Bahn. Es ist durchaus denkbar, dass bei

derartigen Versuchen die Freisetzung von noch weliteren Substonzen bei der Reizung der lpc-
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tectolen Bahn gefunden werden wird. Es ist ausserdem vom Prinzip der Experimente her nicht
auszuschliessen, dass Glyzin transsynaptisch freigesetzt wurde , noch dass es ein Metabol it
einer onderen, verwondten Substanz ist. Doss Glyzin eine Rolle als Transmittor im Tectum
opticum der Taube spielt, kann noch von anderen, elektrophysiologischen und biochemischen
Hinweisen abgeleitet werden. Es besteht ein natrium- und temperatur-abhiingiger "high
affinity uptake" fur Glyzin in subzellultren Fraktionen, die Synaptosomen ous dem Tectum
enthalten (HENKE et al., 1976). Eine durch Strychnin unterdruckbare, glyzin-induzierte
Hemmung konnte bei einer grossen Zohl von tectalen Einheiten gefunden werden (BARTH

und FELIX, 1974). Eine glyzin-spezifische Strychnin-Bindung zeigt das Vorhandensein von
Glyzin- Rezeptoren in Membron-Fraktionen von Hohnchen- (ZUKIN et al., 1975) und .
Tauben-Tectum (LEFORT et al., 1978) an. Die indirekten und direkten Indizien bilden eine
vielversprechende, wenn auch unvollstindige Grundlage fur die Annohme, dass Ipc-tectale
Neurone tatstichlich Glyzin als einen Tronsmittor benutzen. Der 5chluss, dass die selektive,
retrograde Markierung von Ipc-Neuronen nach tectaler Anwendung von (SH}-GIyzin trans-
mittorspezifisch ist, scheint also nich.f unberechtigt zu sein.

Gemuss den Ergebnissen von Hemmungs-Experimenten scheint das "high affinity uptake"=
System fUr Glyzin ous zwei Komponenten zu bestehen - nidmlich aus einem Kompartiment

fur die ausschliessliche Aufnahme von Glyzin und aus einem anderen, gemischten Aufnahme-
Kompartiment, das auch fuUr Serin und a-Alanin zugtinglich ist (HENKE und CUENOD, 1978).
Man ist versucht, diese Resultate mit der Beobachtung in Verbindung zu bringen, dass Zell-
kdrpermarkierung in lpc auch noch tectaler Injektion von (BH}-Serin und (EH)-q-Alunin
auftritt (HUNT et ol., 1977). Ob diese Markierung ouf eine gewisse Unspezifitdt des Aufnah-
mesystems oder eher auf mehreren Populationen von lpc-Neuronen mit verschiedenen Spezi-
fittten und mit miglicherweise verschiedenen Tronsmittoren hinweist, konn gegenwdirtig
nicht entschieden werden. Das gleiche gilt auch fur die Markierung von |pc-Perikarya nach
tectaler Injektion von (3H)-Cholin. Immerhin besitzt das System doch eine gewisse
Chemospezifitat, do keine markierte Zellktrper in Ipc zu finden sind, wenn EH]-GAM oder
acht andere tritiierte Aminosturen statt (SH)-GI yzin in das caudale Tectum gespritzt werden.
Es besteht zudem ein rostro-caudaler, regionaler Unterschied dieser Chemospezifitat, indem
eine Zellktrpermarkierung im entsprechenden Teil von Ipc nach Injektion von (3 H)-GABA,
nicht aber von (zH)-GIyzin ins rostrale Tectum zu erhalten war Fig. 2; HUNT und KUNZLE,
1976b; HUNT et al., 1977). Noch gewdhnlichen histologischen Kriterien beurteilt erscheint
die Neuronen-Population in lpc im ganzen Kem gleichartig zu sein. Sie besitzt aber offenbar
regional verschiedene Chemospezifititen, die durch eine differentielle, retrograde Markie-
rung aufgedeckt wurden.

29



Transmittoren in Projektionen zum Caudoputamen und zur

Substantia nigra der Ratte

Kann mon die Hypothese Uber eine transmittor-spezifische, retrograde Markierung von Ner-
venbahnen verallgemeinern ? Um diese wichtige Frage onzugehen, wurde die Hypothese in
Systemen des Rattengehims geprUft, deren Transmittoren = wenigstens teilweise = gut bekannt
sind. Es wurden zu diesem Zwecke also radioaktive, transmittorbezogene Substanzen in die.
Endigungsgebiete solcher Bahnen im Caudoputamen oder in der Substantia nigra gespritzt
(STREIT et al., 1979a; CUENOD et al., 1979; STREIT und CLE'NDD, 1979; STREIT, 1980).
Wenn sich ausserhalb der Injektionsstel le markierte neuronale Zellkdrper fanden, wurden
folgende Fragen an dos Markierungsmuster gestellt: o) Welche Vorgtinge waren bei der
"Werschiebung" von Radicaktivitit aus der Injektionsstelle in die markierten Nervenzell-
kdrper beteiligt (s.Fig. 1)? b} Kann aus den Markierungsmustern eine Selektivitat obgeleitet
werden, die gewisse Substanzen mit bestimmten onatomischen Verbindungen in Zusommen-
hang bringt? c) Gibt es sine Beziehung zwischen selektiven Markierungsmustern und dem
Transmittor, der in der markierten Bahn verwendet wird?

a) Transfer von Radioaktivitdt aus der Injektionsstelle in die markierten neuronalen Zell-

ktrper: Wie bereits im Falle des Ipc-tectalen Systems diskutiert, kann man sich prinzipiell
drei Prozesse vorstellen Fig. 1):

i) Waren die Muster von markierten Nervenzellkdrpem durch direkte, lokale Aufnchme von
Rodioaktivitdt ous einem Diffusionsgradienten von der Injektionsstelle her bedingt? Diese
Muglichkeit durfte nicht vemachltssigt werden, da nach Applikation der meisten Substanzen
eine relativ starke Hintergrunds-Markierung festzustellen war. Immerhin wurde Zellktrper-
Markierung nicht bei allen Substonzen beobachtet, was sogar im Falle einer solchen direkten,
lokalen Aufnchme ouf eine gewisse chemische Selektivittt hindeuten wurde. Eine chemische
Selektivitat von Aufnahme-Vorgingen war auch tatstichlich beschrieben und mit der Trans-
mittor-Spezifitat dieser neuronalen Systeme in Zusammenhang gebrocht worden (Uebersichten:
SNYDER et al., 1973; HOKFELT und LJUNGDAHL, 1975; WERSEN et al., 1975). Wenn lokale
Aufnahme in Nervenzellktrper tatstichlich der entscheidende Faktor wire, dann sollte die
Verteilung von markierten Perikarya bestimmt sein durch die Anordnung von Neuronen mit
einer solchen chemischen Selektivitat. Es ist hingegen kaum vorstellbar, Zellkbrper, die

durch direkte Aufnahme markiert worden waren, nur in Himregionen zu finden, die bekann-
terweise mit der Injektionsstelle durch Nervenbohnen verbunden sind.

Im Falle von Markierungs=-Substanzen, wie die zur Kentrolle verwendeten Proteine, {] 25'}"

Weizenkeim-Agglutinin und HRP, konnten die beobachteten Muster von Zellkérper-Markie=-
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rung kaum durch Aufnchme aus einem Diffusionsgradienten oder durch anterograd-transneuro-
nale Uebertragung des Tracers erkltirt werden. Bei diesen Substanzen bestonden wenige Zwei-
fel, dass die Muster cus einer Aufnohme - vomehmlich im Endigungsgebiet - und aus der
retrograden Wanderung in Neuronen solcher Bahnen resultierten (Uebersichten: KRISTENS-
SON, 1975; LAVAIL, 1975; SCHWAB et al., 1978). Die in Experimenten mit den erwithnten
Tracer-Proteinen nach Injektion in das Caudoputamen oder in die Substantia nigro der Rotte
erhobenen Befunde beststigten Daten aus der Literatur (JONES und LEAV ITT, 1974; KUYPERS
et al., 1974; NAUTA et al., 1974; SOTELO und RICHE, 1974; LIUNGDAHL et al., 1975;
BUNNEY und AGHAJANIAN, 1976; KANAZAWA et al., 1976; WISE und JONES, 1977;
SCHWAB und AGID, perstnliche Mitteilung). Aus diesen und methodisch anderen Studien
konnte abgeleitet werden, dass das Caudoputamen Projektionen erhtlt aus der Grosshimrinde
(WEBSTER, 1961; SCHWAB et al., 1977) - v.a. aus Schicht V (WISE und JONES, 1977), aus
dem Thalamus - v.a. aus den intralamindren Keme-n (JONES und LEAV ITT, 1974; KUYPERS
et ol., 1974; NAUTA et ol., 1974; SCHWAB et al., 1977); aus der Substantia nigra - v.a.

aus der Pars compacta (Uebersicht: LINDVALL und BJORKLUND, 1978: MOORE und BLOOM,
1978), offensichtlich aus einem Teil der Dopamin-Zellgruppen A8 und A10 (DAHLSTROM ;
und FUXE, 1964; LINDVALL und BJORKLUND, 1974; DOMESICK et al., 1976; LINDVALL
et al., 1978; NAUTA et al., 1978) und aus dem dorsalen Raphé-Kem (NAUTA et al., 1974;
BOBILLIER et al., 1975; MILLER et al., 1975; SCHWAB et al., 1977). Es ist auch bekannt,
dass die Substantia nigra Afferenzen erhilt von der Grosshimrinde (BUNNEY und AGHAJAN-
IAN, 1976), vom Coudoputamen (GROFOVA und RINVIK, 1970; GROFOVA, 1975; BUNNEY
und AGHAJANIAN, 1967), vom Globus pallidus (GROFOVA, 1975; HATTORI et al., 1975;
BUNNEY und AGHAJANIAN, 1976), vom Nucleus accumbens (POWELL und LEMAN, 1975;
SWANSON und COWAN, 1975; CONRAD und PEAFE, 1976; NAUTA et al., 1978), vom
dorsalen Raph&-Kem (BRODAL et al., 1960; BOBILLIER et al., 1976; BUNNEY und
AGHAJANIAN, 1976; KANAZAWA et al., 1976; TABER-PIERCE et al., 1976; FIBIGER und
MILLER, 1977; JACOBS et al., 1978; MOORE et ol ., 1978) und vom Nucleus locus coeruleus
(JONES und MOORE, 1977). .

ii) Da viele der eben genannten Verbindungen reziprok sind, muss man sich fragen, ob die
beabuchf_emn Zel lktrper-Markierungsmuster durch anterogred-transneuronale Uebertragung
von Radioaktivitét zustande kamen. Immerhin kommt eine solche Interpretation fUr die beob-
achtete Zellkdrpermarkierung in nicht-reziproken Systemen wie der cortico=striatalen und

raphé-striatalen Bahn nicht in Frage.

31



iii} Im Falle der tritiierten Substanzen, die ins Caudoputamen oder in die Substontia nigro
gespritzt wurden, zeigte die Analyse der erhaltenen Morkierungsmuster, dass markierte Zell-
ktrper nur in Gebieten zvu finden waren, die zum jeweiligen Injektionsgebiet projizieren.
Diese Korrelation von Zel |krper-Markierung und anatomischen Bahnen ist am ehesten mit
der ldee der retrograden Markierung vereinbor, wihrend auch bei diesen tritiierten Sub-
stanzen eine direkte Aufnohme in Zellkdrper oder eine anterograde, transneuronale Markie-
rung wenig wahrscheinlich erscheint.

b} Chemische Selektivitdt der retrograden Markierung, die gewisse Substanzen mit bestimm-

ten anatomischen Verbindungen in Zusammenhang bringt: Eine gewisse Selektivitiat der Mar-

kierungsmuster scheint tatstichlich zu bestehen. Es muss allerdings zundchst die Froge gestellt
werden, ob es sich dabei um eine chemische oder um eine onatomische Selektivitdat handelt.
Eine anatomische Selektivittt kisnnte darauf beruhen, dass Projektionen zu einem bestimmten
Himgebiet dort nicht homogen sondern eher in fleckfrmigen Kompartimenten endigen. Wenn
nun der "funktionell wichtige Teil" einer Injektionsstelle innerholb eines solchen Komparti-
ments zu liegen kommt, dann musste daraus cuch eine Selektivitat der Murknerung entstehen.
Allgemelmre also weniger selektive Muster, wie sie etwa mit HRP oder { & )-Weizenkeim-
Agglutinin zu erhalten sind, knnten durch eine grssere Empfindlichkeit fur die Aufnahme
dieser Markierungs-Substanzen bedingt sein, wodurch die wirksame Injektionsstelle mehr als
ein Kompartiment umfassen kéinnte. Die Ausdehnung der "wirksomen" Injektionsstelle kann
aber - ganz allgemein - bei retrograden Markern nur sehr schlecht und kaum genau erfasst
werden. Folgende Probleme sind zu erwithnen: Das Aussehen einer Injektionsstelle kann sich
mit der Zeit vertnderm, wie das z.B. auch fur HRP gezeigt wurde (VANEGAS et al., 1977).
Nur mit einer umfangreichen, elektronen-mikroskopischen Untersuchung ktinnte das Gebiet
von Aufnahme und Retention in Nervenendigungen obgesteckt werden. Um dabei aber ein
richtiges Bild zu bekommen, mUssten histochemische Methoden vorhanden sein, mit denen die
radioaktiven Substanzen quantitativ im Gewebe gebunden werden ktinnten. Selbst wenn daos
Aufnochme - und Retentionsgebiel aber zu erfassen wire, mUsste es nicht unbedingt quontitativ
mit dem Gebiet Ubereinstimmen, aus dem Material retrograd zu den Nervenzel lktrpem won-
dem kann; d.h. das totale Aufnahme-Gebiet wirde zwor das fUr retrograde Markierung
"wirksame" Aufnohmegebiet enthalten, wire aber mbglicherweise grtisser. Es ist durchaus
denkbar, dass dle Menge von Radioaktivitst, die aufgenommen wird, nicht unbedingt pro-
portional und fur alle Neurone gleichartig mit dem Grad der retrograden Markierung in Be-

ziehung steht.
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Fig. 4. Schematische Darstellung der selektiven, retrograden Markierungsmuster nach Injek-
tion von (3H)-Dopamin {A) oder von @H]—D-Aspurtur (B) in dos Coudoputamen der Ratte.

Da Injektionsstellen nicht immer am exakt gleichen Ort zu liegen kommen, sondern gewisser-
massen "statistisch" im Zielgebiet verteilt sind, ist es unwohrscheinlich, doss ein bestimmtes
anatomisches Kompgrtiment bei der Injektion einer gewissen Substanz systematisch immer
wieder getroffen wilrde. Bei den Experimenten mit Injektionen ins Caudoputamen oder in die
Substantia nigra der Raotte wurden aber keine allgemeine Verschiedenheiten der Zellkrper-
Markierungsmuster innerhalb einer Gruppe von Versuchen mit der gleichen Substonz gefunden.
Solche Verschiedenheiten traten jedoch zwischen Versuchsgruppen mit verschiedenen Substan-
zen auf. Eine solche Systematik spricht gegen eine onatomische und fur eine chemische Selek-
tivitit. '

Welcher Art war diese Selektivitdt? Nach Injektion von f?H}-Dopumin (0.05-0.2 pl (Aethyl-
amin-1 ,2-3H)Dopam1n-H}rdrnch|orid, 10-18 pCi, 7 Ci/mmol, 3 bzw. 6 Stunden Ueberlebens-
zeit, Fig. 5A) oder (aH)—Nuradrenulin (0.05 pl (7-3H)-Nomdrenu|in-Hydro:hlorid, 16 pCi,
15 Ci/mmol, 1 bzw. é Stunden Ueberlebenszeit) in das Caudoputomen trat Zellk8rpermarkie-
rung in der Substontia nigra (Fig. 58, C, D), in Teilen der Zellgruppen AB und A10 und wenig
im dorsalen Raphé=Kern, nicht aber im Cortex und im Thalamus auf Fig. 4A). Als Bestdtigung



von Beobachtungen von LEGER und Mitarbeitern (1977) wurde ein shnliches Muster nach der
Anpwendung von [SH)—Serotonin {0.05 pl 5-Hydroxy (G-SH)Tryptumin-'Crec:riniﬁ-SulFut,
13-18.5 Ci, 0.7 Ci /mmol , & Stunlden Ueberlebenszeit) erhalten, allerdings mit starker Markie-
rung im dorsalen Raphé-Kern, wihrend die Zellkdrpermarkierung nach (SH)-GAEA-InieFdSan
(0.05 pl 4-—Amino—n—(2,-3—3H)Burrer5tiure, 18 pCi , 54 Ci/mmal , & Stunden Ueberlebenszeit)
sogar in der Substantia nigra dusserst gering war. -El'n im Yergleich umgekehrtes Muster fand
sich nach Injektion von (SH)-D-Aspurruf {0.05 pl D-{?.S-SH)-Aspuraginsaure 0.8/14 pCi,

12 Ci/mmol, 6/24 h) oder PH)-DABA {0.05 pl L-2,4-»Diumino{4h}-aH)BuHersﬂure-Mcnohydm-
chlorid, 15 pCi, 15 Ci/mmol, 6h); nun waren némlich Neurone im Cortex und Thalemus mar-
kiert, hingegen keine in der Substantia nigra und im dersalen Raphé-Kem {Fig. 4B). PH}-D,L-
Glutomat (0.05 pl D,L—{?&i}SH}Glutaminsaure, 16 pCi, 1,77 Ci/mmol, 6h) brachte ausschliess-
lich Markierung im Cortex hervor - und zwar beschrankt auf Nervenzellksrper in Schicht V1.
Allerdings projizieren solche Neurcne in den Thalamus und nicht ins Caudoputamen, dos sie
nur mit ihren Axonen durchqueren. Diese Markierung war also wohrscheinlich durch Aufnahme
in durchlaufende Fasemn bedingt. |

Differentielle Zell'kﬁrﬁer—Murkierungsmuster wurden auvch nach Injektionen in die Substantia
nigra becbachtet. Nach Anwendung von (SH]-GABQ. (0.05-0.1 pl, 10-15 pCi, 6h) oder

{SH}F < =Alanin (0.05.p1, -(S-SH)Alanin, 17 pCi, 32 Ci/mmol, 6h) waren markierte Nerven-
zellk&rper auf einen Teil des Caudoputamens beschrinkt (Fig. 6A). Nach (sH)-Seroi'onin

(0.05 pl, 13-16 pCi, &h) hingegen waren sie nur im dorsalen Raphé-Kern zu find;en Fig. 6B).

Fig- 5. A: Autoradiogramm an der Injektionsstelle sechs Stunden nach Anwendung von (OH)-
Dopamin {weniger als 10 pCi in 0.1 pl}. Der weisse Punkt liegr Uber dem Gebiet mit der
stirksten Gewebeverdnderung. Die Markierung Uberdeckt einen Teil des Caudoputamen
(Ratte). Cresylechtviolet-Gegenfarbung. x 2.5

B: Muster von retrograd markierten Nervenzellkdrpem in der Pars compacta der Substantia
nigra {SNc¢) und im rostralen Teil der Zellgruppe Al10 auf einem Schnitt des gleichen Falles
wie in A. Die Neuropil-Markierung im lateralen Teil der Pars reticulata (SNr) zeigt antero-
grade Wanderung von Radicaktivitit in der strioto-nigrolen Babhn an. Der mit C bezeichnete
Rahmen gibt den in C abgebildeten Teil an. Auflicht-Dunkelfeld-Beleuchtung.

C: Autoradiographisches Markierungsmuster in dem in B angegebenen Teil von SNe. Zu be-
achten sind stark markierte Nervenzel lktrper (Pfeile). Einige Silberkorn-Ansammlungen
haben die Form von proximalen Dendriten (Pfeilspitzen). Cresylechtviolet-Gegenfarbung.
Hellfeld-Beleuchtung.

D: Autoradiographische Markierung Uber einem Halbdtnnschnitt (1 pm Dicke) in der Gegend
von SNc in einem Fall mit einer Injektion von (H)-Dopamin (18 uCi in 0.05 pl) in das
Coudoputamen. Dichte Ansammlungen von Sitberkdmem Uber einem Teil eines linglichen
Nervenzel lkirpers. Starke Firbung des Nucleolus(n) in dem beinahe unmarkierten Zellkern.
Gegenfarbung mit Azur [1-Methylenblau. x 700.
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Fig. &. Schematische Darstellung der selektiven, retrograden Markierungsmuster nach Injek-
tion von (3H)-GABA (A) oder von (3H)-Serotonin (5HT; B) in die Substantia nigra der Ratte.

Die Markierung in diesem Kem war aber nur schwach nach (aH}-anumin-lniekrim

{0.05 pl, 18 uCi, 6h). Eine starke Markierung war jedoch im Nucleus locus coeruleus zu
sehen. Es bestehen denn auch Hinweise fur eine Projektion dieses Kerns zur Substantia nigra
{JONES und MOORE, 1977). Eine gewisse Markierung im dorsalen Raph&-Kem wurde auch
nach (CH)-D-Aspartat (0.05 pl, 12 uCi, 6 baw. 24 h) oder CH)-DABA (0.05 i, 14 uCi, 6h)
gefunden - mdglicherweise aber in kleineren Neuronen als z.8. nach (JH}-Serofonin. In den
Experimenten mit (3 H) -D-Aspartat und (3 H)-DABA wurden auch markierte Neurone in der
Grouhimiiode wnd sinige T Globis pallidis becbockien, Obwohl:die CH)-D-Asporiai-
Injektionsstellen auch diejenigen Teile der Substantia nigra einzubeziehen schienen, die
bei den (SH)-GABA-—Experimemen betroffen waren, fehlten markierte Nervenzel lktrper im
Cauvdoputamen beinahe vollstandig, aber sie waren sehr hiufig im Nucleus accumbens. Dieser
Kem projiziert tatstichlich in die Substontia nigra - und zwar v.o. in die Pars compacta
(NAUTA et al., 1978).

Die eben beschriebenen Zellktrper-Markierungsmuster scheinen also tatsdchlich eine syste-

matische Beziehung herzustellen zwischen gewissen Substanzen und bestimmten anatomischen
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Bahnen - und das in einer Art, die sich gut mit der Idee einer selektiven, retrograden Markie-

rung vereinbaren |asst.

¢} Transmittor-Spezifitst der retrograden Nervenzellksrper-Morkierung: Zeigt nun die Selek-

tivitdt der Markierungsmuster die transmittor-bezogene Chemospezifitdt der betroffenen Bah-
nen an? Welches sind die Transmittoren - die gesicherten und die vermuteten - in den mar-
kierten Projektionen zum Coudoputomen und zur Substantio nigra der Ratte ? Es bestehen kaum
mehr Zweifel , dass Dopamin ein Transmittor in der nigro-siriatalen Bahn und in den Projektio-
nen der Zellgruppen AB und A10 ist (ANDEN et al., 1964; DAHLSTROM und FUXE, 1964;
UNGERSTEDT, 1971; HOKFELT und UNGERSTEDT, 1973; LINDVALL und BJORKLUND,
1974; Uebersichten: LINDVALL und BJORKLUND, 1978; MOORE und BLOOM, 1978).
L-Glutamat und/oder L-Aspartat kommen als Transmittor in der cortico-striatalen Bahn in
Frage (SPENCER, 1976; DIVAC et ol., 1977; KIM et ol ., 1977; MCGEER et al., 1977; REUBI
und CLENDD, 1979). Es bestehen Hinweise fur eine cholinerge Projektion von den intra-
lamindren Thalamus-Kemen zum Cauvdoputamen (SIMKE und SAELENS, 1977; SAELENS et
al., 1979). Hingegen fanden sich keine Indizien fUr eine Transmittor-Rolle von Glutamat
oder Aspartat in dieser Verbindung (MCGEER et ol., 1977). Eine serotonin-vemittelte Ueber-
tragung ist wohlbekannt fUr das raphé=striatale und dos raphé-nigrale System (KUHAR et al.,
1972; LORENS und GULDBERG, 1974; F IBIGER und MILLER, 1977; DRAY et al., 1978;

REUBI und EMSON, 1978. GABA und auch Substanz P sind Transmittoren in der striato-
nigralen Bahn (KIM et al., 1971; PRECHT und YOSHIDA, 1971; FONNUM et al., 1974;
KATAQKA et al., 1974; BROWNSTEIN et al., 1976; DRAY et al., 1976; HONG et al.,

1977; NAGY et al., 1978). Die Projektionen des N. accumbens zum ventralen Tegmentum
kinnten ebenfalls GABA als Transmittor benutzen FONNUM et al., 1979; WALAAS und
FONNUM, 1979). Das selbe scheint auch fUr die Verbindung zwischen dem Globus pallidus
und der Substantia nigra zu gelten (HATTORI et ol., 1973; FONNUM et ol., 1974; HATTORI
et al., 1975; KIM et al., 1976; KANAZAWA et al., 1977; JESSELL et al., 1978).

Wie gut passt also die Selektivittit der Markierungs-Muster zu den Transm iffarspezifi;tiren

der untersuchten Bahnen? Die Zellkdrper-Markierungsmuster nach Anwendung von (EH)-
GABA oder (JH)-Semranin in der Substantia nigra sind mit der Idee einer transmittor-spezi-
fischen retrograden Markierung gut vereinbar (STREIT et al., 1979a). Es muss immerhin er-
withnt werden, dass es im Falle von (aH)—GABA nicht méglich war, zv Uberprifen, ob auch
Markierung in Substanz P-MNeuronen der striato-nigralen Bahn vorlag. Die Substonz P-Neurone
sollen allerdings eher weiter rostral im Caudoputamen liegen als die becbachteten markierten
Nervenzellktrper BROWNSTEIN et al., 1977; JESSELL et al., 1978). Die Kreuz-Spezifitat
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der Markierungs-Muster nach (3H}-Dopumin- oder EH]-Sarotonin-lniekﬂon knnte migli-
cherweise durch die wohlbekannte Kreuz-Spezifitut des Aufnohme-Systems in dopaminergen
und serotoninergen Nervenendigungen erklrt werden, die sogor bei sehr tiefen Konzentratio-
nen des angebotenen Transmittors zu finden ist (SHASKAN und SNYDER, 1970; BERGER und
| GLOWINSKY, 1978).Die gleichen Argumente knnten auch fur die Erkldrung der Kreuz-
Spezifitdt zwischen Dopamin und Noradrenalin in dopominergen und noradrenergen Systemen
angewandt werden (SNYDER et al ., 1970}.
Der Befund einer corticalen Nervenzellkdrper-Markierung nach Injektion von (SH}-D-
Aspartat ins Caudoputamen ist deshalb interessant, weil diese saure D=Aminosdure durch das
gleiche "high affinity uptoke"-System aufgenommen werden soll wie ihr L-Stereoisomer und
wie L-Glutamat BALCAR und JOHNSTON, 1972; DAVIES und JOHNSTON, 1976). Wie
bereits erwtthnt, werden L-Aspartat und /oder L-Glutamat cls Transmittoren in der cortico-
striatalen Bahn vermutet (SPENCER et al., 1976; DIVAC et al., 1977; KIM et al., 1977;
MCGEER et ol., 1972;: REUB| und CLI’ENOD, 1979). Die starke Zellktrpermarkierung in der
scheinbor cholinergen thalomo-striatalen Bahn stellt allerdings die Tronsmittor-Spezifitst
dieser nach (:3 H)-D-Aspartat-Injektion ins Caudoputamen becbachteten Markierungs-Muster
in Frage. Es soll an dieser Stelle immerhin betont werden, dass die Annahme nur eines
Transmittors in einer gewissen Bahn zu vereinfacht sein ktnnte. Eine gewisse Spezifitst des
Markierungsmusters in den erwthnten (SH}-D—Asparmr-Experimenlen ist dennoch bemerkens-
wert, denn die Monoamin-Bahnen zum Caudoputamen waren nicht markiert. Die Zellktrper-

Markierungsmuster nach nigraler Anwendung von {BH]—D-Asparmr hingegen zeigten eine

Fig. 7. A: Autoradiogromm der Injektionsstelle sechs Stunden nach Anwendung von (3H)-
GABA in der Substantia nigra (15 pCi in 0.05 ul}. Weisser Punkt zentriert Uber Gebiet mit
Gewebevertinderung. x 2.5

B: Gleicher Fall wie in A, Autoradiographisches Markierungsmuster mit starker Mqulerung
in der Form eines dicken FaserbUndels ber der Capsula intera (CI), das sich in ein kom-
pliziertes System von kleineren Bundeln aufsplittert im Gebiet des Globus pallidus (GP)
und des Caudoputamen (Doppelstem), wo auch kleine Einzelbundel (Steme} zu finden sind.
Einzelne {weisse Pfeile) oder gruppierte (Doppelpfeil} markierte Nervenzellkérper sind in
einem Teil des Caudoputamen zu sehn. Keine Markierung in Cortex (Cx). Starke Hinter-
grundsmarkierung teilweise Uber Blutgefissen (bv) im hinteren Teil des Bildes. Die mit C
und D bezeichneten Rahmen zeigen die in C und D abgebildeten Details an. .
C: Die vier mit Pfeilen bezeichneten Neurone sind auch in B sichtbar, x 270

D: Detail des Nervenzel lktsrper-Markierungsmusters in dem in B mit C bezeichneten Geblet
g: unmarkiertes "Riesen-Neuron". x 270.
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noch geringere Spezifitét. Da es zur Zeit keine guten histochemischen Methoden zur Dar-
stellung von Bahnen gibt, die L-Glutamat oder L-Aspartat als Transmittor benUtzen, sollte
nicht Ubersehen werden, dass eine Uberzeugende Nervenzellkdrper-Markierung im Cortex
. nur mit der Anwendung von (:]H)—D-Aspurtut zu finden war. Es kénnte daher interessant und
wichtig sein, Experimente durchzufthren mit dem Ziel , die Markierungsmuster auf Glutamat
oder Aspartatsysteme zu beschridnken. Wenn tatsichlich die Spezifitit der Zellksrpermarkie-
rung durch die Spezifitat des Aufnahme-Systems bestimmt ist, dann wiire vielleicht folgende
Lésung miglich: Nicht-Spezifitdt kdnnte eventuel| vermindert werden, indem nicht-radio-
aktive Substanzen in hoher Konzentration beigemischt wiirden, um sie bei der Aufnchme mit
dem radioaktiven D-Aspartat an Endigungen in Kompetition treten zu lassen, die nicht
Glutomat oder Aspartat als Transmittor verwenden.
Mit Ueberraschung musste festgestel It werden, dass die Anwendung von (3H]-DABA und
(JH)-D-Aqurrut zu gleichen, diejenige von PH-GABA ober zu verschiedenen Nervenzell-
kdrper-Markierungsmustern fohrte , cbwohl DABA als Indikator fur eine GABA-spezifische
Aufnahme bekannt ist {SIMON und MARTIN, 1973; KELLY et al., 1974; WERSEN et al.,
1975). Die Muster, die ncl-ch Injektion von FH}-B—Alunin in die Substantia nigra zu be-
schreiben waren, waren vereinbar mit der. ldee, dass Neurone der striato-nigralen Bahn mit
. GABA-vermittel ter synoptischer Uebertragung markiert worden waren. Es muss aber erwihnt
werden, dass B-Alanin als Marker fur glicle und nicht fur neuronale Aufnahme beschrieben
worden war (IVERSEN et al., 1975; SCHON und KELLY, 1975).
Es soll auch die Tatsache hervorgehoben werden, dass keine retrograden Markierungsmuster
zu finden waren noch Injektion von chemischen Vorstufen wie (3H)-L-G|pramnf (0.05 pl
L-(G-2H)Glutaminsaure , 14 uCi, 28 Ci/mmol, 6 ) oder (CH)-Glutamin (0.05 pl L-(G-"H)
Glutemin, 14.5 pCi, 21 Ci/mmol, &6 h) fur GABA (REUBI et al., 1978; Uebersichten: VAN
DEN BERG et al., 1975; BAXTER et al., 1976; COTMAN und HAMBERGER, 1978; BRAD-
FORD et al., 1978), (3H)-Tyrosin {0.05 pl L-(3,5-3H)Tyrosin 16 bzw. 19 uCi, 45 Ci/mmol
5-6h) fur Doparin (Uebersicht: GEFFEN und JARROTT, 1977} und (-H)-Tryptophan (0.05 i
bzw. 0,2 ul L-G-SH)Tr}rptophm, 17.5 bzw. B pCi, 5.96 Ci/mmel, &h) fur Serctonin {Ueber-
sicht: GERSHON, 1977). Diese negativen Befunde haben inscfern ein besonderes Gewicht,
als sie anzeigen, dass retrograde Zellkdrper-Markierung nicht mit allen und nicht einmal
mit metabolisch nahe verwandten Substonzen zu erhalten ist, was die Idee der chemischen
Spezifitst dieser retrograden Markierung unterstutzt, Es ist aber auch miglich, dass nicht
genUgend neu-synthetisierter Transmittor in dasjenige Komparfiment gelangen konnte, das

im Zusammenhang mit den Prozessen der retrograden Wanderung steht,



Zusammenfassend kann festgestel |t werden, dass die Markierungs-Muster, die nach Injektion
des jeweiligen Tronsmittors in tritiierter Form auftraten, vereinbar sind mit der Hypothese
einer retrogroden, transmittor-spezifischen Zellkdrper-Markierung in den getesteten Bahnen
mit GABA-, dopamin- und serotonin-vemittelter synaptischer Uebertragung. Es wird sich
zeigen, ob dies auch fur andere Bahnen mit diesen Transmittoren zutrifft. Was Buhne_n mit
anderen Troansmittoren betrifft, so durfte eine transmittor-bezogene, retrograde Markierung
tatséchlich nicht fur alle Transmittoren méglich sein. Das sollte v.a. fuUr jene Tronsmittoren
gelten, fur die - wie z.B. im Falle von Substanz P - kein Aufnahme-System zu bestehen
scheint (WERSEN et al., 1974).

Transmittorbezogene, retrograde Morkierung kiinnte dennoch ein nitzliches Instrument wer-
den, mit dem der histochemisch orientierte Neurcanatome gleichzeitig die Konnektivitat
und die Transmittor-Spezifitat von gewissen Bohnen abzukldren vermag. Radicaktiv markierte
Transmittoren kinnten auch zusammen mit anderen retrograden Markierungs-Substanzen
(z.B. HRP) zur Darstellung von Bahnen mit kollaterclen Axonverzweigungen Verwendung

finden (Doppe!- oder Mehrfachmarkierungsstudien).

Zellbiologische Aspekte der transmittor-spezifischen, retrograden

Markierung

Man ist versucht, die Selektivitit der transmittor-spezifischen, retrograden Markierung durch
die Spezifitat eines Aufnahme-Systems der Endigungen zu erkidren. Bei allen erwihnten
Tauben- und Ratten-Experimenten waren die Konzentrationen der gespritzten, transmittor-
bezogenen Substanzen aber im Bereiche fUr eine "low affinity"-Aufnahme. Nur das "high
affinity" nicht aber das "low offinity uptake" -System sollte eine Transmittor-Spezifitidt be-
sitzen. Man musste also erwarten, dass die bei retrograder Markierung beobachtete Chemo-
spezifitdt im allgemeinen durch dos "high affinity uptake" -System bestimmt werden sollte,
das bei den verwendeten hohen Konzentrationen durchaus in Funktion ist - wenn auch unter
Stttigungsbedingungen. Es scheint, dass vorzUglich Material , das vermittels des "high affinity
uptaoke" -Systems in die Zelle eintrat, Zugang erhilt zum Axon - méglicherweise zu einem
Kompartiment fur aktiven retrograden, axonalen Transport. Wegen relativ geringen spezifi-
schen Aktivitdten der radiocaktiv markierten Substanzen mussen aber offenbar hohe Konzen-

_ trationen engewandt werden, um die Aufnahme von geniigend Radicaktivitdt zu sichern, von
der wenigstens ein Teil ins Axon gelangen, weiter zum Zellksrper wandem und dort schliess-
lich in ausreichender Menge angesammelt werden muss, um Uberhaupt autoradiographisch er-

fassbar zu sein. Es bleibt ollerdings experimentell abzukléren, ob daos der retrograden Mar-

4]



kierung zugrunde liegende Aufnahme-System &hnliche Eigenschoften besitzt wie das z.8.

fur die spezifische Aufnochme von Trensmittoren in Synoptosomen bekannte "high affinity
uptake" -System (Uebersichten: SN‘ITDER et al., 1973: FAGG und LANE, 1979). Findet die
Aufnahme von Radioaktivitat fur eine transmittor-spezifische, retrograde Markierung tat-
sichlich an den Nerven-Endigungen statt? Dinalici'e experimentelle Hinweise liegen zur Zeit
nicht vor, S¢ war es z.B. nicht einmal mit elektronenmikroskopischer Autoradiographie mag-
lich, eine Ansommlung von Radicaktivitidt nach tectaler PH}-GIy:in-Anwendung in Endi-
gungen der Ipc-tectalen Bahn darzustellen (STREIT, unpublizierte Beobachtungen). Ob dabei
primér technische Schwierigkeiten (Fixation) oder der sofortige, axonale Wegtronsport auf-
genommener Radioaktivittit ausschlaggebend waren, ldsst sich momentan nicht entscheiden.
Neben einer Aufnahme in Nervenendigungen kommt aber theoretisch-auch eine Aufnahme
in intakte oder insbesondere in beschiddigte Nervenfasem in Froge. Eine Lision irgendwelcher
Art kann auch tatstichlich bei keinem der beschriebenen Experimente ausgeschlossen werden.
Im Falle des Ipc-tectalen Systems fuhrt die tectale Anwendung der markierten Substanzen
immer zu einer gewissen Lésion im Tectum und demgemiiss auch in den selektiv markierten
Fasem, Ktnnte gonz allgemein eine Lision notwendig sein, um die spezifischen Aufnahme-
Eigenschaften der Nervenzell-Membran aufzudecken ? Es ist durchaus miglich, dass dafur
die Membran vom Schutz der umhullenden Gliazellen befreit werden muss, oder dass die
Membron, die eine Verletzung z.B. im Bereiche eines durchschnittenen Axon-Endes ver-
schliesst, besondere Aufnahme-Eigenschaften besitzt. CUENOD und STREIT {1979) wiesen
darouf hin, doss das Konzept des "high offinity uptake" fUr Transmittoren auf der Untersu-
chung von Systemen wie Gewebe-Slices und Synaptosomen beruht, die definitionsgemiss
verletzte axonale Membranen besitzen. Sollte eine Aufnahme durch eine verletzte oder gar
durch eine intakte, axonale Membran fur transmittor-bezogene Substanzen bei Injektionen
in ein Himgabiei von Bedeutung sein, dann hat das fur anatomische Untersuchungen schwer-
wiegende Konsequenzen. In diesem Falle wirden nimlich nicht nur Fasern, die im Injektions-
gebiet endigen, sondern auch Axone, die durch das Gebiet hindurch auf dem Weg zu anderen
Regionen laufen und dementsprechend deren Zellkérper markiert. Der Einbezug von "fibers
of passage" ist sowohl bei den dlteren Degene}atimmelhoden als auch bei der modemeren,
retrogroden Markierung mit HRP (KRISTENSSON und OLSSON, 1974; 1976) die wichtigste
Quelle fur Interpretationsprobleme . ouch Uebersicht: JONES und HARTMANN, 1978).
Die Abklarung dieser Problematik in ausgesuchten experimentellen Systemen wird auch fur

die tronsmittor-spezifische , retrograde Markierung notwendig sain.
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Bisher waren Markierungen von Nervenzellkérpern nach Anwendung von radicaktiven Trans-
" mittoren durch eine direkte Aufnahme in diese Perikarya interpretiert worden (Uebersichten:
HOKFELT und LJUNGDAHL, 1975; WERSEN et al., 1975). In der folgenden Nebenbemer-

.kung soll die AllgemeingUltigkeit dieser Interpretation in Frage gestellt werden. Die erwiihnte

Interpretation setzt voraus, duss Neurone nicht nur im Bereiche ihrer Endigungen sondem
auch ihrer Zellksrper mit einem fUr den eigenen Transmittor spezifischen Aufnahme-System
ausgestattet wiiren. Bei den in der Literatur beschriebenen Fillen von transmittor-spezifischer
Markierung von Neuronen mit Endigungen (und/oder Axonen) im Bereiche der Applikations=-
Stetlen ldsst sich ober keineswegs ausschliessen, doss die Aufnahme im Bereiche von Endi-
gungen (und/oder Axonen) erfolgte und die Radioaktivitat retrograd, axonal zum Zellkérper
wanderte. Weitere experimentelle Untersuchungen sind also nicht nur fur die retrograde
transmitor-spezifische Markierung sondem auch fUr die direkte, transmittor-spezifische
Markierung von Nervenzellkdrpem notwendig.
MNach der Aufnahme im Bereiche der Injektionsstelle wandert das radicaktive Material im
Axon zum Nervenzellkarper. Welche Mechanismen sind bei dieser Wanderung im Spiel 7
Bis jetzt wurde das Phdnomen der transmittor-bezogenen, retrograden Markierung nur in
relativ kurzen Nervenbahnen {mehrere Millimeter) gefunden und untersuci}i'. Bei kurzen
Distanzen kann eine passive intra-axonale Diffusion nicht vollig ausgeschlossen werden.
Andererseits ist die Wanderungsgeschwindigkeit durchaus vereinbar mit aktivem, re.fro—
gradem Transport. Retrograder, axonaler Transport - z.B. von HRP - ist durch Colchicin
blockierbar (kEISTENSSON und SJOSTRAND, 1972; LAVAIL und LAVAIL, 1974). Bei den
getesteten Bahnen konnte diese Art von Experiment nicht einwandfrei durchgefuhrt werden,
denn es wijre schwierig, einen Einfluss auf die Aufnahme der tronsmittor-bezogenen Sub-
stanz auszuschliessen. Fur Blockierungsversuche muss also wiederum zuerst ein geeignetes
experimentelles System gesucht werden. Es ist auch zu erwlhnen, dass das Fehlen einer
Blockierung durch Celchicin nicht einen aktiven, retrograden, axoplosmatischen Transport
an sich ausschliesst; das Fehlen einer Blockierung wiirde nur bedeuten, doss der Prozess von
einer anderen Art \Qtire als beim Tronsport der untersuchten Makromolekule (z.B. HRP). Eine
-sorgfiitige Untersuchung des Markierungsmusters in einem dickfaserigen System kdnnte mig-
licherweise ebenfalls Hinweise geben Uber die Art des Prozesses. So wirde die statistisch
gesicherte Zuordnung von Radioaktivitdt z.B, zu Elementen des glatten endoplasmatischen
Reticulums im Axon auch auf einen aktiven Transport hindeuten. Eine solche Lokalisation
veon transportiertem Material wurde z.B. auch im Falle von retrograd transportiertem, HRP-
markiertem Weizenkeim-Agglutinin, Tetanus-Toxin und Nerve Growth Factor und von HRP
selbst gefunden (SCHWAB et al., 1979; LAVAIL und LAVAIL, 1974).



In welcher chemischen Form liegt die als Transmittor im Endigungsgebiet injizierte radio-
aktive Substanz bei ihrer Wanderung im Axon und nach ihrer Ankunft im Zellkrper vor?
Zurzeit fehlen chemische Analysen, denn auch fur diese Problematik muss erst ein geeigne-
tes experimentel les Modell gefunden werden. Im Falle des Ipc-tectalen Systems deuten
histologische Fixations-Versuche darauf hin, dass kurze Zeit nach Injektion von (JH)-GI)-'—
zin ins Tectum der grisste Teil der Radicaktivitat in Axonen und Zellksrpermn der markierten
ipc-tectalen Neurone in einer kleinmolekularen, |8slichen Form vorliegt (CUENOD und
STREIT, 1979; STREIT et al., 19790), Murkiefung in Zellk&rpem , Axonen und Dendriten
dieser Neurone wurde nach Glutaral dehyd-Fixation gefunden, wihrend Formaldehy-
Fixation in Kurzzeit-Experimenten nur eine schwache Zellkdrpermarkierung ergab. Dass in
den formaldehyd-perfundierten Fallen Retention einer gewissen Menge von Radioakrivitat
Uberhaupt festzustellen war, kinnte auf zwei verschiedene Arten erkldrt werden. Radioaktives
Material kdnnte nach retrograder Wanderung entweder |okal, in den Zellktrpem in Makro-
molekule eingebaut worden sein, die durch Formaldehyd prazipitierbor sind - oder es hitte
in geringer Menge durch dieses Fixationsmittel ans Gewebe gebunden werden sein. Formal -
dehyd vermag tatsdchlich eine kleine Menge freien Glyzins zu fixieren (PRICE et al., 1978).
Nur eine chemische Analyse wird alterdings abklaren kinnen, ob die |&sliche Radicaktivitdt,
die gewisse Ipc-Zellkdrper erreicht, wirklich freies Glyzin oder miglicherweise einen Meta-
boliten darstellt. HUNT et al. (1977) beschrieben eine gute Retention von Radioaktivittt
sogar durch Formoldehyd, aber in jenen Fallen waren viel léngere Ueber| ebenszeiten ge-
braucht worden, so dass geniigend Zeit fir einen lokalen Einbau von Radicaktivitét in
Makromolekiile der Ipc-Perikarya verfugbar war. Nach Injektien von (3H}-Dopumin (0.05ul,
10 uCi, 6h) in das Caudoputamen wurde in der Substantia nigra nach Formaldehydfixation
eine ebenso starke Zellkdrper-Markierung gefunden wie nach Perfusion mit Glutaraldehyd
(STREIT, 1980).Ein solches Resultat kann nun aber nicht unbedingt dohingehend interpretiert
werden, dass die Radioaktivitdt von Dopamin oder miglicherweise eines Metaboliten in ein
Makromolekul eingebaut worden war. Es ist aber denkbar, dass sich Dopamin oder Metabolit
mit einer Art Trager-Substanz bindet fUr die retrograde Wanderung, und dass diese Bindung
durch Formaldehyd stabilisiert wird, so doss die Rodicaktivitdt bei der Gewebe-Verarbeitung
nicht verloren geht.

Tronsmitiorspezifische , retrograde Markierung mag auf dem " Irrtum" einiger Transmitor-
MolekUle oder ihrer Metaboliten berubhen, die nach der Aufnabme in die Endigungen nicht

in das Freisetzungs-Kompartiment gelangten, sondern in ein Kompartiment fiir retrograde,
axonale Wanderung verschoben wuraen. Eine solche kiunstliche Yerschiebung kdnnte bedingt

sein durch eine Ueberschwemmung des Systems wegen der Anwendung einer grossen Menge



von exogenem Transmittor. Das ganze Ph8nomen kinnte aber auch auf einem physiclogischen
Vorgang beruhen. Was kdnnte die physiologische Bedeutung des retrograden Transportes von
oufgenommenen Tronsmittoren oder deren Metaboliten sein? Es lassen sich zu diesem
interessanten Punkt nur Spekulationen angeben. Es scheint am “sinnvollsten®, das Phinomen
im Rahmen einer intrazelluldren Kommunikation zu sehen. In diesem Falle kénnte der Trans-
mittor oder ein Metabolit als Signal im ZellkBrper und vielleicht auch in den Dendriten
gebraucht werden. Was kinnte dieses Signal bedeuten? Die Menge des retrograd transpor-
tierten Stoffes knnte durch die Menge des freigesetzten Tronsmittors, d.h. also durch die
prisynaptische Aktivitat festgelegt werden. Es kinnte also dodurch die Intensitit dieser
synaptischen Aktivitdt und die metabolitische Maschinerie im Zellkérper des Neurons zu-
rickgemeldet werden. Das kinnte wiederum fur Regulations-Prozesse z.B. im Rahmen des
Energie-Haoushaltes der Zelle oder auch der Transmittor-Synthese von Bedeutung sein. Sollte
der retrogred transportierte Stoff ober auch zu den postsynaptischen Komplexen im Zellkgrper
und Dendriten gelangen, so kbnnte er dort z.B, die Empfindlichkeit der synaptischen Ein=
giinge modulieren und domit wiederum die Impuls-Aktivitat und letztlich die Aktivitdt der
Newenendigur;geﬂ des betroffenen Neurons verdndem. Die Regel zeiten wiren im wesentli-
chen bestimmt durch die Geschwindigkeit der axonalen Transportvorgtinge und die Linge

der Axone, d.h. es widren nur langerfristige Regulationen miglich. Wie schon fruher erwihnt
kdnnte das Phiinomen des transmittor-spezifischen, retrograden Transportes ouf gewisse
Transmittaren beschrénkt sein. Das k&nnte eine Spezialisierung dieser Neurone bedeuten,
ouf die andere Neurone mit anderen Tronsmittoren verzichten ktnnen. Es bleibt der kunftigen
Forschung vorbehalten, abzukliren und zu entscheiden, ob der transmittorspezifische, retro-

grade Transport eine Bedeutung fur Leben und Funktion von Neuronen hat.
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