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Turbulenzen um Synapsen

Hlustr.: iDoRecall.com

Miissen womdglich viele Erkenntnisse (iber erregende Synapsen wegen eines systematischen methodischen
Messfehlers revidiert werden? Zwei US-Forscher sind davon iliberzeugt. Laborjournal hat hierzulande nachgefragt.

Synapsen bilden die funktionellen Schnittstel-
len der Informationsiibertragung im Nerven-
system. Entsprechend bestimmt ihre Physiolo-
gie auch komplexe neurobiologische Prozesse
wie Lernen und Gedéchtnis. Vieles tiber ihre
Funktionsweise wissen wir aus Experimenten
mit der sogenannten Spannungsklemm-Schal-
tung (Voltage-Clamp). Eine aktuelle Veroffent-
lichung von zwei Neurobiologen vom Massa-
chusetts Institute of Technology (MIT) in Cam-
bridge (USA) postuliert jedoch, dass diese Me-
thode an den meisten erregenden Synapsen
keine verldsslichen Daten liefern kann (Neu-
ron 97:75-82).

Um diese provokante Aussage zu ver-
stehen, muss man sich kurz den Aufbau von
Nervenzellen samt der Mechanismen der Er-
regungsleitung in Erinnerung rufen. Synapsen
sind die Kontaktstellen zwischen zwei Nerven-
zellen und dienen der Ubertragung von elekt-
rischen Signalen. Diese entstehen als Antwort
auf einen Reiz und breiten sich Giber die Mem-
bran von Nervenzellen (Neurone) aus. Das Ru-
hepotential im Inneren des Neurons ist negativ
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im Vergleich zum AuBenmedium. Im postsyn-
aptischen Neuron kommt es dann an der Syn-
apse zu einer voriibergehenden, charakteris-
tischen Abweichung des Membranpotenzials.
Diese Abweichung entsteht durch kurzfristige
Anderungen der Leitfihigkeit der Zellmem-
bran infolge der Aktivitét liganden- und span-
nungsgesteuerter lonenkandle in der Mem-
bran. Deren zeitabhangig unterschiedliche Ak-
tivierung fiihrt zu lonenstrémen, die das Po-
tenzial mit der typischen Abfolge von Depo-
larisation und Repolarisation erzeugt. Sobald
die Membrandepolarisation einen bestimm-
ten Schwellenwert tiberschreitet, 6ffnen sich
die spannungsabhdngigen lonenkanile, so-
dass neue lonenstréme auftreten.

Baumchen und Kanalarbeiter

Nervenzellen nehmen also Signale von an-
deren Zellen auf, Gberflihren diese in gradu-
ierte Potenziale und bilden spater Aktionspo-
tenziale, die entlang des Axons bis zur nachs-
ten Synapse fortgeleitet werden. Bei chemi-

schen Synapsen wird das elektrische Signal
(Aktionspotenzial) wieder in ein chemisches
Signal (Transmitter-Ausschiittung) umgewan-
delt, bevor auf der anderen Seite der Synap-
se erneut ein elektrisches Signal (graduiertes
Potenzial) erzeugt wird.

Typische Nervenzellen bestehen aus ei-
nem Zellkorper (Soma), an dessen einer Seite
sich das langgestreckte Axon befindet. Die an-
dere Seite ist reich an verzweigten Zellauslau-
fern, den Dendriten, die der Nervenzelle das
Aussehen eines kleinen Bdumchens verleihen
(griech. Dendron = Bdumchen). Synapsen wer-
den zwischen dem Axonende der vorgeschal-
teten und den Dendriten der nachgeschalte-
ten Nervenzelle ausgebildet. Die Dendriten
fungieren somit als Signaleingangsstellen ei-
ner Nervenzelle.

Wenn Neurobiologen etwas tiber die Funk-
tionsweise des Gehirns herausfinden méch-
ten, untersuchen sie meistens die erregen-
den (exzitatorischen) chemischen Synapsen
—vor allem die Veranderung der Rezeptordich-
te, die einen Teil der synaptischen Plastizitat



ausmacht. Letztere ist eine wichtige Voraus-
setzung fiir Lernprozesse und die Funktion des
Gedachtnisses. Bei Lernprozessen wird die Sy-
napsenstarke - also die Fahigkeit, auch klei-
ne Erregungen zu libertragen - reguliert. Dies
passiert meist Uber eine Verdnderung der Re-
zeptordichte und -zusammensetzung auf post-
synaptischer Seite.

Klemmwerkzeuge

Eine weit verbreitete Methode zur Unter-
suchung von Synapsen ist die Spannungs-
klemm (Voltage-Clamp)-Schaltung, mit der
sich die an der postsynaptischen Membran
flieBenden Membranstréme messen lassen. Im
Unterschied zur beriihmten Patch-Clamp-Me-
thode, bei der gezielt die Aktivitdt eines einzel-
nen lonenkanals vermessen wird, untersucht
die Spannungsklemme die Summe aller Ka-
néle an der Synapse.

Die Spannungsklemme ist seit mehr als
dreiBig Jahren das Hauptwerkzeug zur Unter-
suchung der Synapsen-Physiologie. Sie wurde
in den 1950er Jahren durch Alan Lloyd Hodg-
kin und Andrew Fielding Huxley entwickelt,
um die Membranstrome an Tintenfisch-Axo-
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Beitrdge von Na*- und K*-Strémen ermittelt
werden.

Mit Hilfe der Spannungsklemm-Schal-
tung lasst sich genau quantifizieren, wie vie-
le lonen pro Zeiteinheit durch die Zellmem-
bran flieBen. Dabei hangt die Stromstarke
nach dem Ohmschen Gesetz vom elektri-
schen Widerstand und der Spannung ab. Je
geringer der Potenzialunterschied (Spannung)
zwischen Zellinnerem und ZellduBBerem ist,
desto kleiner sind die flieBenden lonenstro-
me. Verringert sich die Membranspannung,
kommen demnach auch die Membranstrome
zum Erliegen — man kann diese folglich nur
messen, wenn die Membranspannung kons-
tant gehalten wird. AuBerdem wird dadurch
verhindert, dass spannungsabhangige Kana-
le aktiviert werden, die wiederum andere lo-
nenstrome erzeugen. Die Klemmelektrode er-
hélt die Membranspannung durch Ausgleich
der Ladungen aufrecht, aber nur, wenn zwi-
schen beiden intrazelluldren Elektroden eine
gute leitende Verbindung besteht. Aus raum-
lichen Griinden liegen die Elektroden jedoch
nicht immer in unmittelbarer Ndhe zueinan-
der - und genau hier liegt flir Mark Harnett
und seinen Mitarbeiter Lou Beaulieu-La- »»



http://www.finescience.de

Sorgen die Dornfortsdtze (,Spines’, rot)

fiir falsche Ergebnisse bei Voltage-Clamp-Messungen?

roche die Ursache fiir deren aktuelle Kritik an
der Methode.

Die beiden Neurowissenschaftler vom MIT
postulieren in ihrem Neuron-Artikel, dass bei
vielen erregenden Synapsen die Spannung
nicht effizient geklemmt und folglich die Ak-
tivitat der Synapse nicht mit Hilfe einer Span-
nungsklemme untersucht werden kann. Den
Grund dafiir sehen sie in den sogenannten
Dornfortsatzen (Spines), die viele Nervenzell-
typen besitzen. Die Dornfortsétze wolben sich
aus den Dendriten und bilden die Kontakte
zur vorgeschalteten Nervenzelle aus. An der
Verbindungsstelle zum Dendriten sind sie
rdumlich verengt, sodass eine Art Flaschen-
hals entsteht, der weniger Ladungen durch-

» Es scheint plausibel, dass die
Synapse biochemisch und wohl
auch elektrisch vom Dendriten

isoliert werden soll. «

Thomas Oertner
vom Institut

fiir Synapsen-
physiologie

am Zentrum

fiir Molekulare

_ Neurobiologie in
#2  Hamburg
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lasst. Dadurch steigt an dieser Stelle der In-
nenwiderstand.

Beaulieu-Laroche und Harnett sprechen
davon, dass die Dornfortsédtze durch diesen
hohen Innenwiderstand die elektrischen Sig-
nale kompartimentieren, die einzelnen Dorn-
fortsatze also elektrisch voneinander isoliert
sind. Im Klartext bedeutet dies, dass bei Ner-
venzellen mit Dornfortsatzen innerhalb eines
Dendriten - also der Signaleingangsstelle der
Nervenzellen - keine gute leitende Verbindung
besteht. Da Mess- und Klemmelektrode nicht
beide im Dornfortsatz Platz haben, sitzt letz-
tere im Dendriten. Das Membranpotenzial
des Dornfortsatzes kann aber aufgrund sei-
ner isolierenden Eigenschaft nicht durch ei-
ne auflerhalb liegende Klemmelektrode kon-
trolliert werden.

Die MIT-Wissenschaftler postulieren, dass
als Konsequenz der elektrischen Komparti-
mentierung der Dornfortsétze die Ausgleichs-
spannung verloren geht. Bisherige Untersu-
chungen von Synapsen mit Dornfortsatzen
weisen deshalb nach Ansicht der Autoren ei-
nen bisher unbemerkt gebliebenen, systema-
tischen Fehler auf. Dies scheint umso bedeut-
samer, als Dornfortsdtze gerade bei Nerven-
zelltypen vorkommen, die Gegenstand in-
tensiver Forschung sind - wie beispielswei-
se kortikale sowie CA1-pyramidale Neurone,
dopaminerge Neurone und olfaktorische Kor-
nerzellen.

Pyramidenzellen sind vergleichsweise gro-
3e Nervenzellen, die im Bereich der Gro3hirn-
rinde sowie im Mandelkern (Amygdala) lokali-
siert sind und dort bis zu 85 Prozent der Neu-
rone ausmachen konnen. Sie bilden mit bis zu
zwei Meter langen Axonen die Pyramidenbahn

lllustr.: iDoRecall.com

aus, mit der die Muskulatur der Gliedmafen
angesteuert wird, und lassen sich durch ih-
re groBBen Zellkdrper sehr gut untersuchen.
CA1-Zellen sitzen im Hippocampus, der fiir das
Abspeichern von Gedachtnisinhalten wichtig
ist — und reprasentieren dort jeweils einen ge-
wissen Teil einer Umgebung, weshalb sie auch
Ortszellen genannt werden.

Problem schon lange bekannt?

Mussen deshalb jetzt alle Forschungser-
gebnisse, die diese Zelltypen betreffen, um-
geschrieben werden?,Nein’, sagt Peter Jonas
vom Institute of Science and Technology Aust-
ria (IST Austria) in Klosterneuburg auf Nach-
frage von Laborjournal. Er hélt das neue Paper
im Wesentlichen fiir einen ,alten Hut” und fir
ein schones Beispiel dafiir, dass man als Autor
nur lange genug warten misse, bis die Gut-
achter die friiheren Daten vergessen haben
und man sie als neu verkaufen kann:,Das Vol-
tage-Clamp-Problem ist seit Langem bekannt
und wurde auch in vielen alteren Arbeiten de-
tailliert untersucht”.

Patch-Clamp-Nobelpreistrager Erwin Ne-
her, Direktor am Max-Planck-Institut fiir Bio-
physikalische Chemie in Gottingen, raumt im-
merhin ein: ,Dornfortsétze sind sehr unter-
schiedlich, und es kann schon sein, dass in
solchen mit sehr diinnem Hals die Folgerun-
gen von Beaulieu-Laroche und Harnett zutref-
fen!” Auch Jonas betont die Heterogenitét der
Dornfortsatze, die sich nicht tiber einen Kamm
scheren lassen. ,Spines sind auBerordentlich
variabel, so dass die Klemmfehler nicht immer
gleich sind: Eine einfache Korrektur der Feh-
ler ist nicht méglich. Man kann aber die Gro-
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Nervenzell-Dendriten kbnnen ganz schén ,dornig” sein.
Foto: Guomei Tang and Mark S. Sonders / CUMC

Be des Fehlers in einem detailgetreuen, pas-
siven Kabelmodell abschatzen.”

Thomas Oertner vom Institut fir Synap-
senphysiologie am Zentrum fiir Molekulare
Neurobiologie in Hamburg betont:,Die Fra-
ge nach der Funktion der dendritischen Spines
ist so alt wie ihre Entdeckung durch Ramon y
Cajal im Jahre 1888. Warum haben sie so ei-
nen extrem diinnen Hals? Es scheint plausi-
bel, dass die Synapse biochemisch und wohl
auch elektrisch vom Dendriten isoliert werden
soll. Ein solcher elektrisch isolierter Spine kann
durch einen winzigen synaptischen Strom sehr
stark depolarisiert werden. Es ist aber fast un-
maoglich, die Depolarisation des Spine-Kopfes
direkt zu messen.”

Wie dies dennoch mdglich sein kann, pub-
lizierte Mark Harnett vor sechs Jahren. Oertner

» Die Publikation hat eine
wichtige neurobiologische
Botschaft: Die Kompartimen-
tierung der dendritischen Dorn-
fortsdtze ist viel stdrker als
oftmals angenommen. «

Andreas Dra-
guhn, Direktor
des Instituts fiir
Physiologie und
Pathophysiolo-
gie der Universi-
tat Heidelberg
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spricht von der Verwendung eines den Dorn-
fortsatzen eingebauten,Voltmeters” aus span-
nungsabhéngigen Kalziumkanalen.,Uber ei-
ne optische Kalziummessung kann man die
Spine-Depolarisation wahrend der synapti-
schen Aktivitat mit einer kiinstlichen Depo-
larisierung Uber eine dendritische Elektrode
vergleichen. Ist das Kalziumsignal identisch,
weill man, dass der Spine die gleiche Depo-
larisierung erfahren hat’, erklart er.

Einige Methoden unbrauchbar?

Die Methode eigne sich jedoch nur zur
Untersuchung von Dornfortsatzen am di-
cken, apikalen Dendritenstamm und nicht
an den feinen dendritischen Asten. Harnett
errechnete mit dieser Methode einen Wider-
stand von 500 Megaohm zwischen Dornfort-
satz und Dendrit (Nature 491: 599-602). Noch
héhere Widerstdande von bis zu 1,2 Gigaohm
fand Oertners Team fiir die distalen Dornfort-
sdtze, indem es einen dhnlichen Trick anwen-
dete. So nutzten die Hamburger Neurobiolo-
gen statt spannungsabhéangigen Kalziumka-
nalen NMDA-Rezeptoren als Voltmeter (J. Neu-
rosci. 28: 13457-66).

Aufgrund dieser Ergebnisse halt Oert-
ner die Grundaussage der Neuron-Veroffent-
lichung fiir berechtigt:,Der hohe Widerstand
des Spine-Halses sorgt fiir eine starke elektri-
sche Autonomie der Spines: Das Spine-Poten-
zial kann nicht tiber eine dendritische Elekt-
rode kontrolliert werden. Wie Harnett in dem
neuen Artikel zeigt, kann man aber Giber den
Elektrodenstrom Riickschlisse auf die synap-
tische Leitfahigkeit ziehen.”

Das wichtigste Resultat der Studie sei, dass
die synaptische Leitfahigkeit, die ein Schlis-
selparameter fir die Effizienz der Synapse ist,
in Wahrheit deutlich gréBer ist als bisher an-
genommen. Denn wenn die Spannung nicht

konstant gehalten wird, steigt das negative
Membranpotenzial - und es kommt zu einer
starken Membrandepolarisation. Dadurch wer-
den spannungsabhéngige lonenkandle akti-
viert, die durch ihre Aktivitédt die Messergeb-
nisse verfalschen. Werden diese Kanale phar-
makologisch gehemmt, flieBen plotzlich ande-
re Strome als normalerweise gemessen wer-
den —und daraus lasst sich ableiten, dass die
synaptische Leitfahigkeit an Dornfortsdtzen
bislang stark unterschatzt wurde.

Oertner fasst daher zusammen:,Der syn-
aptische Strom wird dadurch begrenzt, dass
der Spine fast bis zum Umkehrpotenzial der
AMPA-Rezeptoren depolarisiert [ - also demje-
nigen Potenzial, bei dem der Membranstrom
die Starke Null hat, Anmerkung der Redakti-
on]! Einige Methoden, die zur Abschédtzung
der AMPA-Rezeptor-Eigenschaften entwickelt
wurden, sind damit fiir Spine-Synapsen prak-
tisch unbrauchbar - das ist eine wichtige Er-
kenntnis.” Zu diesen Methoden gehort etwa
die Fluktuationsanalyse, mit der Eigenschaf-
ten einzelner lonenkandle ermittelt werden,
indem die Schwankungen der Membranstro-
me mittels Fourieranalyse untersucht werden.

AMPA-Rezeptoren werden durch den
Transmitter Glutamat aktiviert und spielen eine
zentrale Rolle bei Lernprozessen. Fir diese ist
die synaptische Plastizitdt entscheidend, also
die Fahigkeit der Synapsen, ihre Ubertragungs-
starke zu verandern, sodass haufig aktivierte
Synapsen leichtgangiger werden - dhnlich wie
ein Waldpfad durch hdufiges Benutzen auch
breiter und einfacher begehbar wird. AMPA-
Rezeptoren, die als Kanalproteine Kationen in
die postsynaptische Zelle schleusen, kommen
zahlreich im Zentralnervensystem der Wirbel-
tiere vor. Sie stellen die schnelle Komponente
des Membranstroms dar, denn ihre Aktivierung
ruft Leitfahigkeitsénderungen in der postsy-
naptischen Membran fiir eine Dauer von nur
wenigen Millisekunden hervor.

Uber die Zusammensetzung und Dich-
te der Glutamatrezeptoren kann somit die
Ubertragungsstirke an den Synapsen regu-
liert werden. So kann allein eine Erh6hung der
AMPA-Rezeptordichte im Kleinhirn oder Hip-
pocampus bewirken, dass die betroffenen Sy-
napsen die einlaufenden Signale besser tiber-
tragen. Fiir eine solche Langzeitpotenzierung
(LTP) als langandauernde Verstarkung der sy-
naptischen Ubertragung miissen aber zusétz-
lich Glutamat-abhangige NMDA-Rezeptoren
vorhanden sein, die nicht nur einwertige Na-
trium- sondern auch zweiwertige Kalzium-
ionen durchschleusen, sodass die Antwort
in der postsynaptischen Zelle gréR3er ausfallt
als vor dem Lernprozess.

Auch Udo Kraushaar vom Naturwissen-
schaftlichen und Medizinischen Institut der
Universitat Tubingen findet die Publikati-



on von Harnett und Beaulieu-Laroche ,nicht
uninteressant”:, Ich bin nicht tiberrascht, dass
die Autoren einen Space-Clamp-Fehler an den
Spines postulieren, besonders bei so schnel-
len Rezeptoren wie den AMPA-Rezeptoren. Die
Nicht-Klemmbarkeit hat sicherlich einen Effekt
auf Aussagen, die zum Beispiel den Beitrag
von NMDA-Rezeptoren an denselben Spines
betreffen. Diese werden ja erst durch eine De-
polarisation,aktivierbar, da sie spannungsab-
hangig ihren Magnesium-,Pfropfen’verlieren
missen. Wenn die Spines nicht unter guter
Spannungsklemme gehalten werden kénnen,
wird der gemessene EPSC [Erregender Post-
synaptischer Strom, Anmerkung der Redakti-
on] sicherlich eine Mischung aus NMDA- und
AMPA-Beitrdgen darstellen, auch wenn man
die Dendriten auf einem negativen Potenzial
klemmt [ - es also nicht zur Membrandepola-
risation kommt, Anmerkung der Redaktion]. Es
sei denn, man inhibiert die NMDA-Rezepto-
ren pharmakologisch.” Insofern sei die Arbeit
fur die Synapsenforschung durchaus relevant.

Frustrierende Schlussfolgerungen

Noch iberzeugter klingt Andreas Dra-
guhn, Direktor des Instituts fiir Physiologie
und Pathophysiologie der Universitdt Hei-
delberg. ,Der Artikel von Lou Beaulieu-Laro-
che und Mark Harnett greift tatséchlich ein
wichtiges Problem auf und kommt zu eini-
germallen frustrierenden Schlussfolgerun-
gen: Offenbar ist die Kontrolle der biophysi-
kalischen Parameter bei der Messung exzitato-
rischer synaptischer Strome extrem schlecht.
Die Methoden und Kontrollen sind iberzeu-
gend, und es ist zu erwarten, dass kiinftige
elektrophysiologische Arbeiten auf dieses Pa-
per Bezug nehmen mussen und werden. Aller-
dings sollte man nicht das Kind mit dem Ba-
de ausschiitten, sondern diese wichtige Pu-
blikation in den breiteren Kontext der aktu-
ellen Forschung einordnen”.

Um dies zu verdeutlichen, zéhlt Draguhn
drei Punkte auf. Zum einen gabe es bereits ei-
ne langjahrige Diskussion iber Messfehler bei
der Spannungsklemm-Methode in komplex
gebauten Neuronen, so dass die Veroffentli-
chung die Skepsis zwar auf die Spitze treiben
wiirde, in der Tendenz aber nicht neu sei. Zum
anderen wiirden viele relevante Messungen,
beispielsweise zur Plastizitat erregender Syn-
apsen, als Relativ-Messungen durchgefiihrt,
welche die Starke der Synapse vor und nach
der Intervention im Vergleich zueinander be-
stimmen.,Solche Relativ-Messungen behalten
trotz systematischer Fehler in den Absolutwer-
ten der Strome weitestgehend ihren Wert".Und
zuletzt seien ,bereits jetzt mehrere Alternativ-
verfahren etabliert, die Messungen unabhan-
gig von den beschriebenen Fehlern ermdgli-

chen (...) und einen Grof3teil unseres Wissens
Uber synaptische Plastizitdt generiert haben.”

Dennoch stellt Draguhn der Arbeit aus
Cambridge ein positives Zeugnis aus: ,Ne-
ben dem Hinweis auf Messfehler hat die Pu-
blikation aus meiner Sicht eine wichtige neu-
robiologische Botschaft - die Kompartimentie-
rung der dendritischen Dornfortsatze ist viel
starker als oft angenommen, und sie hangt
kritisch vom Durchmesser des,Halses’ dieser
Protrusionen ab. Dieses Thema ist ebenfalls
nicht neu, wird aber hier mit hoher Prazisi-
on und liberraschend deutlichen Resultaten
bearbeitet. Und schlieBlich wird der Artikel
die Entwicklung neuer Methoden der Elektro-
physiologie und des,Imaging’ vorantreiben.”

Oertner ist dagegen der Meinung, dass
in der Veroffentlichung viele relevante Fra-
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gen noch gar nicht thematisiert wurden:, Wie
macht man eine Spine-Synapse starker? Wie
wird der Hals-Widerstand reguliert? Hier sind
noch fundamentale Fragen offen, die fir Ler-
nen und Gedachtnis eine wichtige Rolle spie-
len kdnnten.”

Dieser kurze Ausblick verdeutlicht, dass
die Funktionsweise der Dornfortsdtze noch
lange nicht gut verstanden ist und wohl auch
in Zukunft Gegenstand intensiver Forschung
und Diskussion bleiben wird.

Wer allerdingsl leider kein Interesse hatte,
sich an diesem Meinungsaustausch zu betei-
ligen, sind die Verfasser des Neuron-Artikels.
Sie antworteten trotz wiederholter Nachfra-
ge nicht auf die Fragen der Laborjournal-Re-
porterin.

Larissa Tetsch
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Die Auswahl der PreistragerIn erfolgt durch den Stiftungsrat auf Vorschlag einer Auswahlkommission.
KandidatInnen der engeren Wahl werden zu einem Symposium nach Frankfurt am Main eingeladen.

Christel FéaBler, Tel. 069 798-17250, paul-ehrlich-nachwuchspreis@uni-frankfurt.de
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https://www.uni-frankfurt.de/48209019/paul_ehrlich

