Grundlagen der Neurobiologie

 Neurowissenschaften:

* Historischer Ruckblick v
 Neurowissenschaften heute v/

* Neuronen und Glia (Zellbiologie) v

* Prinzipien der Nervenreizleitung v/
* Prinzipien der synaptischen Kommunikation

* Neurotransmitter und Rezeptoren



Prinzipien der synaptischen Kommunikation:
Lernziele

Synapsentypen:
» elektrische und chemische Synapsen

Signaltransduktion an der chemischen Synapse

« allg. Morphologie/Zellbiologie
» Klassifikation von Synapsentypen
» Elementare Schritte der Signaltransduktion
* Molek. Mechanismen der Transmitterfreisetzung
» Postsynaptische Signale
- Postsynaptische Potentiale
- Metabotrope Signaltransduktion
* Lebenszyzklus eines Neurotransmitters
» Synaptische Integration



Synapsen

Definition: von griech. synapsis = Verbindung

» spezialisierte morphologische Kontaktstellen zwischen
Nervenzellen, bzw. zw. Nervenzellen und muskularen oder
sekretorischen Effektorzellen

« 2 Typen von Synapsen:

* elektrische Synapsen: Poren (gap junctions) ermoglichen
elektrische Kommunikation.

« chemische Synapsen: Ausschittung von Signalstoffen
(Neurotransmitter) ermoglicht eine Erregungsubertragung.



Informationsubertragung an der Synapse

Signalubertragung: Signalubertragung:
elektrisch elektrisch-chemisch-elektrisch
bidirektional unidirektional



Elektrische Synapsen im Detail

FIGURE 5.1

A gap junction. (a) Neurites of two cells connected by a gap junction. (b) An enlz
ment showing gap junction channels, which bridge the cytoplasm of the two cells. lon
small molecules can pass in both directions through these channels. (€) Six connexin
subunits comprise one connexon, two connexons comprise one gap junction channel
many gap junction channels comprise one gap junction.
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* Durchlassig fur lonen (z. B. Na*, Ca?*) und kleine Molekile <1 kD,
z. B. cAMP, IP;, Aminosauren, Nukleotide.
=» bidirektionales Signal, Kopplung der durch gap juctions verb. Zellen



Elektrische Synapsen im Detail

dendro-dendritische PSP: postsynaptisches Potential
gap junction Synapse - vom Betrag her sehr klein: ca 1 mV
=> Synchronisation « einzelnes PSP reicht nicht aus fiir

Generierung eines Aktionspotentials



Elektrische Synapsen: Funktionen

Elektrische Synapsen ermoglichen extrem schnelle Signalubertragung,

da sie elektrisch gekoppelt sind.
= Synchronisierte Kopplung und Regulation von Zellverbanden

Invertebraten und Fische: Elektrische Synapsen uberbricken
sensorische Neuronen und Motorneuronen um sehr rasche Fluchtreflexe auszulosen.

Vertebraten:

CNS: eher selten (Beispiel: Retina)

wichtig fir Synchronisation von Neuronenpopulationen
(Kopplung von Dendriten: dendrodendritische Synapsen)
einzelne PSPs sind sehr klein=»Summation multipler Inputs

ausserhalb des CNS: Koordinierte Kontraktion von Kardiomyozyten und
Muskelzellen des Darms (Peristaltik).



Regulation der gap junction Kopplung
durch einen Neurotransmitter

Mitte: Retina Neuron, Behandlung mit Dopamin
gefullt mit Lucifer yellow vor Lucifer yellow Injektion
=» Diffusion Uber gap junctions =» gap junctions geschlossen

in gekoppeltem Neuronenverband

(A) (B)

Figure 19-18. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Otto Loewi 1920er: experimenteller Nachweis der
chemischen Signaltransduktion an der Synapse

Experimente am Froschherz:

1. elektrische Stimulation des Vagusnerves
=» Herzfrequenz sinkt.

2. Transfer der Losung auf ein zweites Herz
= Herzfrequenz sinkt ebenfalls.

Losung muss einen Stoff enthalten haben

der durch elektrische Stimulation des Vagusnerv
ausgeschuttet wurde.

= ,Vagusstoff® = Acetylcholin,

wirkt iber muskarinischen mAChR (GPCR)

des Herzmuskels.

(nAChR des Muskels, siehe spater)

Quelle: Purves, Neurobiology ( textbook)






Chemische Synapsen

Axon terminal
(presynaptic
element)
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synapt. Spalt:
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. Synaptic
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,klassische“ Neurotransmitter . PSD post synaptic denisity:

Postsynaptic dend™ , B PSDY5 clustert Glutamat
Rezeptoren, stellt Verbindung
mit Cytoskelett her,
dient der Signaltransduktion

Neuroseience: Exploring the Brain, 3rd Ed, Bear, Connors, and Paradiso Copyric @,(J, Aktivierung von Kinasen
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Chemische Synapsen im EM-Bild

CNS . . . .
Aktive Zone (Vesikelfusionsbereich)

mit pra- und postsynaptischen
Spezialisierungen
(elektronendicht, da proteinreich)

Synaptiache Vesikel: klein und ,,durchsichtig® im EM (nicht elektronendicht)

Dense core granula (=sekt. Granula)
grol3, elektronendicht
PNS mit Neuropeptiden (Peptid-Transmitter)

Grundregel: i. A.1 Transmitter/Synapse
...aber es gibt auch Synapsen

mit Kotransmittern, z.B. ein klassischer
Transmitter und ein Peptidtransmitter



Klassifikation von Synapsen |

axo-dendritisch axo-axonal
axo-somatisch

(nicht gezeigt,da selten im ZNS: dendrodendritisch=>» Gap junctions)



Synapsen konnen in Form und GroRe variieren:

 grof3e Synapsen haben mehrere aktive Zonen

» Postsynapse ist nicht automatisch eine Spinestruktur

tive zones

2 Katergorien von synaptischen
Membrandifferenzierungen:

Gray typ | Gray Typ |

“Symmetrical
membrane membrane
(a) differentiations (b) differentiations

exzitatorisch Inhibitorisch
(ohne spines!)



i Grundlegende Prinzipien der Neurotransmission wurden
Yy an der neuromuskularen Synapse studiert

/ Molor neuron

éﬁ 4 1 = 2 e * eine der groldten Synapsen.
; “ & ‘ ¥

P z.b. aus dem Zitterrochen (Torpedo)

Muscio tibars

Axonterminalie des Motorneurons mit
« grol3er Zahl aktiver Zonen,

/ " verzweigte prasynapt. Terminalien
7 (ausgepragte Arborisierung)
= Postsynapse:
e ) _ « motorische Endplatte
sl - | ' i & enthalt Einstiilpungen (junctional folds)

* lokal hohe Konzentration an
Acetylcholin (ACh) Rezeptoren
(nikotinischer Rezeptortyp nAChR)

Synaplic =~
vesicies

Active 20ne

Synaptic
cloft

Receptars -~ ,"| = ‘

wichtig: prazise Anordnung (Apposition)
R der pra- und postsynaptischen Strukturen

e - N | Effektorisches Signal des Postsynapse:
| = Kontraktion des Skelett-Muskels

Neuroscience: Exploring the Brain, 3rd Ed, Bear, Connars, and Paradiso Cdpyright@2007 Lippincott Williams & Wilkins
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ZNS- und Neuromuskulare Synapsen

NMJ:

1Aktionspotential fuhrt zu koordinierter
Freisetzung von 50-100 SV.
Sicherheitsfaktor: jedes (auch ein
suboptimales) Aktionspotential flhrt
zur Muskel-Kontraktion

ZNS:
1Aktionspotential fuhrt zur Freisetzung
von 1-3 SV.




Klinische Relevanz:

vielfaltige Krankheitsbilder bei Transmissionsstorungen an der NMJ
(z. B. Myastenia gravis und andere Myastenien)

AChR an der NMJ: Angriffspunkt fur Gifte und Pharmaka

z B Schlangengifte a-Bungarotoxin, Cobratoxin oder Pfleilgifte (Curare) binden an
nikotinischen nACh-Rezeptor und blockieren die meuromuskulare Reizleitung

= Lahmung, Atemstillstand (Diaphragma bewegt sich nicht mehr).

=>» Experimentell:
= Fluoreszenzmarkiertes a-Bungarotoxin (BTX) farbt die
postsyn. Rezeptorcluster auf den Muskelfasern (siehe Bild Mitte und rechts).

Bungarus mulicinctus
(BTX, peptiderges Toxin)



Symptome bei Myasthenia gravis

Symptome u.a.:

 belastungsabhangige Muskelschwache
(rasche Ermudung)

» hangende Augenlieder

« Sehstorungen (Doppelbilder)

Therapie
* Acetyl-Cholinesterase-Inhibitor

* Immunsuppressiva wie
Glucocortikoide

molekulare Ursachen: Autoantikorper gegen nikotinischen ACh-Rezeptor
=» dadurch beschleunigter Abbau des Kanals,
=» reduzierte Rezeptordichte an der Postsynpase



Elementare Schritte der synaptischen Signaltransduktion

» Synthese des Neurotransmitters
» Verpacken des Neurotransmitters in Vesikel

« Ankunft des Aktionspotentials in der Prasynapse triggert die
Transmitterfreisetzung: Fusion mit der prasynaptischen Membran.

 Transmitter wird in den synaptischen Spalt ausgeschuttet

* Binden des Neurotransmitters an postsynaptischen Rezeptor
bewirkt ein elektrisches oder biochem. Signal in der Postsynapse.

« Entfernen des Neurotransmitters aus dem synaptischen Spalt



Strukturen einiger nicht-peptiderger Neurotransmitter

Amine Aminosiuren Weitere: Purine, z. B. ATP

Niedermolekulare,
nicht-peptiderge,

=“klassische” Transmitter

Catecholamine biogene Amine



Peptiderge Neurotransmitter

Beispiele hochmolekularer ,,nichtklassischer* Transmitter:
* Enkephalin (Schmerz)

* Endorphine (Schmerz)

» Substance P (Schmerz)

* Neuropeptide Y (Hypothalamus)

« Somatostatin (= growth hormone GH)

* Neurohormone (e.g. Oxytocin, Vasopressin, Hypothalamus)

 Thyrotropin releasing homone TRH etc.



Neurotransmitter Synthese und Speicherung

1) Neuropeptide werden im ER synthetisiert, prozessiert und im Golgi in sekretorische
Granula, sogenannte DCVs (dense core vesicles) verpackt = schneller axonaler
Transport zur Prasynapse (Neubeflllen und Transport der Vesikel braucht Zeit!!)

Synaptic
Active peptide vesicles _
neurotransmitter

Secretory
granules

Golgi
apparatus

Rough ER

(a)

S)
Ve

Neuroscience: Exploring the Brain, 3rd Ed, Bear, Connors, and Paradiso Copyright @ 2007 Lippincott Williams & Wiikins



Neurotransmitter Synthese und Speicherung

1) Neuropeptide werden im ER synthetisiert, prozessiert und im Golgi in sekretorische
Granula, sogenannte DCVs (dense core vesicles) verpackt = schneller axonaler
ransport zur Prasynapse (Neubeflllen und Transport der Vesikel braucht Zeit!!)

Synaptic
Active peptide vesicles
neurotransmitter h
/

/IV
Secretory
granules

apparatus

Rough ER Precursor

molecule
©) lSynlhelic enzyme

. Neurotransmiter Transporter und ATPase

molecule

nicht im gleichen Molekul!

Synaptic — |\
vesicle

(b)
2) Niedermolekulare NT werden lokal im Cytoplasma der Prasynapse synthetisiert und durch
vesikulare Transporter in die SV importiert. ATP-getriebene Protonenpumpe baut
H+-Gradienten auf, der zum Import von Transmitter in die SV benutzt wird (Antiporterprinzip).



Sekretion der Neuropeptide

Unterliegt etwas anderen Mechanismen als bei niedermolekularen,
Jklassischen® Transmittern:

« erfolgt Uber Exocytose von dense core vesicles nach “bursts” von
Aktionspotentialen (mehrere hochfrequente APs),

wahrend synaptisceh Vesikel (SV) auf einzelne Aktionspotentiale hin
sekretiert werden konnen.

(es ist daher bei DCVs ein Ca?* Anstieg in der gesamten Prasynapse und
nicht nur in Mikrodomanen wie bei SV erforderlich.)

* Regeneration des dense core Vesikelpools ist langsam
(da Protein de novo Synthese erforderlich)

= Basale, schnelle Neurotransmission: uber SV
= Peptiderge Transmission: nach burst Stimulation uber DCV



Synaptische Vesikel werden recycled
(synaptic vesicle cycle)

Buddin? of synaptic
vesicle from endosome

A “Reserve-pool”

Mature transmitter
Fusion with -filled vesicle
endosome

Clathrin-mediatéd endocytosis ﬁ

/\

"Kiss and r|t_xn;< y‘“‘“ﬂ\
recycling ;
wull fusion ! ;}‘oﬂ%
Zu 3) fusionskompetente
Vesikel sind bereits angedockt

,readily releasable pool“
= warten“ auf das Ca-Signal

Receptors

Copyright @ 2002, Elsevier Science (LUSA). All rights reserved.

Vesikelmembran mit ihren komplexen Proteinen wird wiederaufgenommen

Befullen mit Transmitter erfolgt lokal an der Prasynapse
=>» wichtig fur schnelle Bereitstellung neuer SV




SNARE-vermittelte Vesikelfusion:
Stofftransport zw. vesikularen Zellkompartimenten

ATP,
Rab/GTP
Iosliche Proteine

Vesicle
v-SNARE
Trigger
Target Ca2+
t-SNARE
Fusion
Docking: mol. Erkennung Priming
Target-Membran Ausbildung des (Vorber. zur Fusion)

SNARE Komplexes






Vesikelfusion: Molekulare Komponenten

v-SNARE:
VAMP = Synaptobrevin

k J Syntaxin = Umlagerung zu

t-SNARESs: ,offener Konformation*

Syntaxin: integr. TM-Protein

- -Rulckfaltung einer der beiden Helices von SNAP 25
Snap 25, membran-assoziert

-munc18 diffundiert zunachst ab, aber stabilisiert

in einem spéteren Schritt den SNARE-Komplex
(Doppelfunktion),

Munc-18 essentielle Komponente, Munc18-KO lethal



Vesikelfusion Il

Synaptobrevin

Snhap25

Syntaxin

» Ruckfaltung einer der beiden Helices von SNAP 25
* ReiBverschluB-artige Verdrillung vom Ende her
=>» Ausbildung eines 4-Helix-bundels:
2 Helices aus SNAP 25,
je eine Helix aus Synaptobrevin und Synatxin.
= Hydrophohlbe WW, Leucinzippermechanismus:hochkooperativ

Schlie3en des “Reissverschlusses”: =»Annaherung von Vesikel und Membran



Synaptotagmin sitzt in der Vesikelmembran

Vesikelfusion Il und wirkt als Ca2* Sensor (C2 Domanen):
umwickelt Helixbiindel nach Ca?* Bindung.

Loopregionen der Ca?* Bindedoménen
interagieren tber Ca?* mit Membranphospholipiden

(b)

Vesicle
lumen

Ca 2+ / C2A C2B
>

Ca 2* sensor?

Cytoplasm

» Ruckfaltung einer der beiden Helices von SNAP 25
* ReiBverschluB-artige Verdrillung vom Ende her
=>»Ausbildung eines 4-Helix-bundels:

2 Helices aus SNAP 25,

je eine Helix aus Synaptobrevin und Synatxin.
=» Hydrophobe WW, Leucinzippermechanismus



Trigger der Vesikelfusion ist lokaler
Ca2+ Einstrom in unmittelbarer
Nachbarschaft zu

gedockten Vesikeln uber
Voltage dependent Ca?* Channels

Quelle: Purves



Transmitterfreisetzung durch Ca?* getriggerte Exocytose

Presynaptic

Synaptic

Synaptic — "
cleft

Voltage-gated Neurotransmitter
calcium channel molecules

Postsynaptic

Neuroscience: Exploring the Brain, 3rd Ed, Bear, Connors, and Paradiso Copyright @ 2007 Lippincott Williams & Wilkins

 Ausloser: Lokaler Einstrom von Ca?* durch spannungsabhangige
Ca?*Kanale (VDCC, voltage dependent calcium channels)

« Aktionspotential depolarisiert Prasynapse = Offnen der Ca?*Kanale

* Verschmelzen der SV mit Membran (Exocytose) flhrt zu Transmitterausschittung
« Extrem schnell: nur ca. 60 ps nach Offnen der Ca?*Kanale!



Struktur und Topologie der wichtigsten
synaptischen Vesikelproteine

Ca 2* Sensor Synaptotagmin

(o]
Synaptotagmin

Cysteine-string protein

N

Prasynaptischer
Marker
Synaptophysin

Transmitter 3
Transporter

Cytoplasm

Copyright © 2002, Elsevier Science (USA). All rights reserved.

Ein SV enthalt viele Proteine, es lohnt sich also diese zu recyceln......



Wirkungweise bakterieller Neurotoxine

Botulinum toxins
B, D, F & G, Tetanus toxin

e Sy Botulinum toxins
SNARE complex S A&E

Cytoplasm

-------------------------

-------------------------------------

i Extracellular space

Copyright © 2002, Elsevier Science (USA). All rights reserved.

Botulinumtoxine (Botox) und Tetanustoxin aus Clostridien sind sequenzspezifische Proteasen,

die SNARE Proteine zerschneiden! = unterbinden NT Freisetzung, neurotoxisch




Elementare Schritte der synaptischen Signaltransduktion

» Synthese des Neurotransmitters
» Verpacken des Neurotransmitters in Vesikel

» Ankunft des Aktionspotentials in der Prasynapse triggert die
Transmitterfreisetzung: Fusion mit der prasynaptischen Membran.

» Transmitter wird in den synaptischen Spalt ausgeschuttet

* Binden des Neurotransmitters an postsynaptischen Rezeptor
bewirkt ein elektrisches oder biochem. Signal in der Postsynapse.

» Entfernen des Neurotransmitters aus dem synaptischen Spalt



Neurotransmitter offnen Kanale und verandern das Membranpotential:
Depolarisation

Bindung des Transmitters an der Postsynapse
fuhrt zur Offnung eines liganden-gesteuerten
(ligand gated) lonenkanals.

Einstrom von Na* (oder Ca?*) durch Kationenkanal
fUhrt zur transienten Depolarisation.

Transmitter die depolarisierend

wirken = exzitatorisch, (Glutamat, ACh)
Shift von V_, in Richtung Schwellenwert
= =>=>» Aktionspotential

EPSP: exzitatorisches postsynaptisches Potential



Rolle von Ca 2* bei der synaptischen Ubertragung

Ca?*-Einstrom und PSP sind Je groRer der Ca?*-Einstrom
leicht verzogert gegenuber an der Prasynapse
Aktionspotential (ms-Bereich) desto grolder die Amplitude

des postsynaptischen Potentials

Quelle: Reichert Abb. 3.11



Neurotransmitter offnen Kanale und verandern das Membranpotential:

Hyperpolarisation
Einstrom von CI- durch Anionenkanal inpulogy 3
fihrt zur transienten Hyperpolarisation. N
(Gleichgewichtspotential E = - 65 mV) N |
on terminal

Transmitter die hyperpolarisierend

wirken = inhibitorisch, (GABA, Glycin)
Shift von V_, weg vom Schwellenwert,
In Richtung negative Werte.

Postsynaptic
dendrite

Neurotransmitter
molecules

Synaptic< [ o =iz 9 ol
cleft

\% T T T
Transmitter-gated h 0 2 4 6
(b) ion channels (c) Time from presynaptic action potential (msec)

IPSP: inhibitorisches postsynaptisches Potential



Zusammenfassung zu PSPs

Die transmitterabhéngige Offnung von lonenkanalen
in der postsynaptischen Membran fuhrt zur Ausbildung
von lokalen postsynaptischen Potentialen.

Postsynaptische Potentiale konnen exzitatorisch (EPSP)
oder inhibitorisch sein (IPSP).

An der Neuromuskularen Endplatte wird das exzitatorische
Endpattenpotential EPP generiert




Aktionspotential:

« dient der Fortleitung des Nervenimpulses intrazellular
entlang des Axons eines Neurons.

* Frequenz-moduliert

Synaptisches Potential:

* dient der interzellularen Kommunikation zwischen Neuronen.

« Amplituden-moduliert (prop. zum Ca?*-Signal an der Prasynapse)



Neurotransmitter aktivieren nicht nur lonenkanale
sondern auch metabotrope G-Protein gekoppelte
Rezeptoren GPCRs

G PC R G-protein-gated

ion channel

z. B Adenylatcyclase
Receptor Neurotransmitter

Enzyme

G-protein G-protein

Second
messengers

Kinetik: ca 100-1000x langsamer als lonenkanalo6ffnung z. B. cAMP

(benotigt Sekunden, wahrend lonenkanale in ms reagieren) v
PKA Aktivierung,

Phosph. von Kanalen
v
Veranderung der
Gatingeigenschaften von
Kanalen



Modulation von Kanaleigenschaften

Viele Neurotransmitter aktivieren lonenkanale nicht direkt, sondern beeinflussen ihre
Eigenschaften durch second messenger Wege, z. B durch spezifische Phosphorylierung
der cytoplasmatischen Domanen=>» Kanale offnen oder schliefen sich.

Nach Stimulation durch Norepinephrin (via -andrenergen Rezeptor) kommt es zur Phosphoryliereung
eines dendritischen K* Kanals, der sich sodann schliesst.

Konsequenz: Generelle K* Permeabilitat des Dendriten nimmt ab, der dendritische Membranwiderstand
und die Langenkonstante steigen. Zelle wird leichter erregbar, auch entfernte Synapsen

haben eine hohere Chance dass das lokale EPSP Uberschwellig ist.



Metabotrope Neurotransmitterrezeptoren GPCRs

MAChR

Quelle: Purves



Zelltyp-spezifische Antwort auf einen Liganden: ACh

Acetylcholin
© 0 o
P © o o
nicotinischer a0 0 40 L‘.‘:}
Acetylcholin Rezeptor L ]
nACI)1,R P <}§C> — Kontraktion
lonenkanal Skelettmuskelzelle des Skelettmuskels

i 2 Oy &
Vaguss
N — % oll § Relaxation
muscarinischer ACh

Acetylcholin Rezeptor der Kardiomyozyten

mAChR
GPCR

Kardiomyocyt

Sekretion von
Epinephrin =
Adrenalin
(Nebennierenrinde)

Aus Miller-Esterl, Biochemie, © 2004 Elsevier GmbH

Reaktionsvielfalt der zellularen Antwort auf Acetyicholin

* Diversitat von Rezeptortypen (lonenkanal, GPCR)
* Diversitat nachgeschalteter Signalwege, bei gleichem Rezeptortyp (mMAChR)



Sowohl a als auch By-Untereinheit

aktivieren Effektorproteine




Short cut pathway: By ,,gated direkt einen lonenkanal

Muscarinic

Potassium channel
receptor

(closed)

Beispiel: ,Vagusstoff”
Aktivierung des mAChR

des ,,glatten” Herzmuskels

= K* Kanale werden geoffnet
=>Verlangsamung der Schlagfr.

(a)

Potassium channel

* Kinetik:
Kanaloffnung 30-100 ms
nach Binden des Transmitters

« Signal lokal begrenzt:
By-Untereinheit diffundiert
lateral in der Membran

(b)
anderes Beispiel: GABAg-R offnen ebenfalls K*-Kanale



Aktivierung einer Signalkaskade uber Sekundarintermediate:
Aktivierung oder Inhibition der Adenylatcyclase

NE

Stimulatory ibi
Inhibitory -
B receptor ap receptor

Adenylyl
cyclase

"'ﬁlﬁﬁqﬁ

Inhibitory
G-protein
(Gi)

Rrotein (b)
Gas: Sl il Gi:

Stimulatorische Inhibitorische
Ga-Untereinheit Ga-Untereinheit




Beispiel fur die Modulation
eines lonenkanals durch Phosphorylierung:

Mechanismus der Inflammatorische Sensitisierung durch
Prostaglandine in der Peripherie und im Ruckenmark

Zentrales Target im Ruckenmark: GlyRa.3

GlyR a3: An Essential Target for
Spinal PGE_-Mediated
Inflammatory Pain Sensitization

Robert J. Harvey,’®* Ulrike B. Depner,?* Heinz Wissle,?
Seifollah Ahmadi,? Cornelia Heindl,? Heiko Reinold,?
Trevor G. Smart,* Kirsten Harvey,' Burkhard Schiitz,®

Osama M. Abo-Salem,® Andreas Zimmer,® Pierrick Poisbeau,®
Hans Welzl,” David P. Wolfer,” Heinrich Betz,2}
Hanns Ulrich Zeilhofer,? Ulrike Miiller®}

Science 304, 884 (2004)



Schmerzreizleitung: von der Peripherie zum Ruckenmark

Synapsen:
mit Interneuronen,
Projektionsneuronen

Sensorische Vorderseiten-

) - : Spinalganglien
Endlgungen Aktlonspotent|al Zellkorper der nozizeptiven Strang

Neuronen #
d
™

=

“ Spinalnerven ‘ ’
L i
#10jektions-
neurone
Haut, Gelenke, Organe Rickenmark

Nozizeptoren: periphere Nervenendigungen,

nozizeptiver afferenter Neuronen

Quelle der Folie: Prof. Stephan Frings, Zoologisches Inst., Univ.Heidelberg



Nozizeptoren veranderen ihre Umgebung und werden
selber moduliert

,2Entzindungsmediatoren®

Bradykinin > Mastzelle

Serotonin

Prostaglandine
josiy Entzlindung
ATP > r

H* \ g

Vasodilatation
Permeabilitatssteig.

Substance P
v CGRP (calcitonin gene
related peptide)

Entzindungsreaktionen gehen mit erhohter Schmerzsensitivitat einher !!

Quelle: adaptiert nach Prof. Stephan Frings, Zoologisches Inst., Univ.Heidelberg



Mechanismen der Sensitisierung von Nozizeptoren

TRPV1
TRPV?2

v A

+

* Kinasen (PKA, PKC)
DEG / ENaC GPCR
Bradykinin
ASIC P2X,R PGE,

NGF
* Entziindungsmediatoren wie PGE2 wirken nicht direkt auf die

Transduktionskanale sondern Uber spezifische Rezeptoren (EP Rezeptoren)
an den peripharen Nervenendigungen.

- Uber nachgeschaltete Signalwege (Kinasen, second messenger)
modulieren sie die Offnungseigenschaften der lonenkanéle und
erleichtern ihre Erregbarkeit = periphare Sensitisierung



Aktivierung einer Signalkaskade uber Sekundarintermediate:
Aktivierung von Phospholipase Cf:
=» Aktivierung von PKC und CaZ* A

Neurotransmitter G-protein-coupled

Neuronal
receptor

membrane

A XA XA X XA N X AR AR

Activated
G-protein

Smooth ER

Ca?* Signal induziert Proteinphosphorylierung:

1) Phosph. von lonenkanalen durch PKC

2) Aktivierung der Ca-Calmodulin abhangigen Kinase CaMKI|
= Phosph. von lonenkanalen und Transkriptionsfaktoren



Calmodulin: fungiert als intrazellularer Sensor der
Ca?*-Konzentration und aktiviert Effektor-Proteine

Wichtigster Effektor von Calmodulin:
Ca?+*-Calmodulin-abh. CaM-Kinasen
groBe Kinasefamilie, Ser/Threo-spez.

Calmodulin: CaM-Kinase lI:
Multifunktionelle Kinase, Substrate sind u.a.
d

Ca?* lonenkanéle
Enzyme wie Adenylatcyclase
Transkriptionsfaktoren wie CREB

Uber 40 Effektoren: u. a. Kinasen, Synthetasen



Quelle: Abb 25.26 Baer

CaMKinase:
-regulatorische und katalytische Domane

Ca?*-Calmodulin Bindung bewirkt
Konformationsanderung,
die Autophosphorylierung induziert.

Autophosphorylierung bewirkt
anhaltende Aktivierung der Postsynapse
=>wichtig bei Lernprozessen

CaMKinase bleibt auch in Abwesenheit
des transienten Ca2*-CaM-Signals aktiv:
(,Scharnier kann sicht nicht schlieRen®)



Transkriptionelle Regulation durch CREB
uber mehrere Kinasen
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Elementare Schritte der synaptischen Signaltransduktion

» Synthese des Neurotransmitters
» Verpacken des Neurotransmitters in Vesikel

* Ankunft des Aktionspotentials in der Prasynapse triggert die
Transmitterfreisetzung: Fusion mit der prasynaptischen Membran.

» Transmitter wird in den synaptischen Spalt ausgeschuttet

* Binden des Neurotransmitters an postsynaptischen Rezeptor
bewirkt ein elektrisches oder biochem. Signal in der Postsynapse.

* Signaltermination:
Entfernen des Neurotransmitters aus dem synaptischen Spalt



Neurotransmitter: Aufnahme und Abbau

— Diffusion: aus dem Synaptischen Spalt
— Wiederaufnahme:
* Neurotransmitter wird wieder in die Prasynapse aufgenommen:

neuronale Transmitter-spezifische Plasmamembrantransporter

* Neurotransmitter wird durch Gliazellen aufgenommen:
gliale Transmitter-spezifische Plasmamembrantransporter

— Enzymatischer Abbau des Transmitters im Cytosol der Prasynapse
— Enzymatischer Abbau des Transmitters im synaptischen Spalt

....siehe auch spater: Transmittersysteme...



Weitere Regulationsmechanismen
« Autorezeptoren an der Prasynapse

— Prasynaptische Rezeptoren: sensitiv gegenuber dem
Neurotransmitter, welcher von der Prasynapse ausgeschuttet wird.

= Induzieren Signal, das die weitere Transmittersekretion
inhibiert.

— Wirken als “Sicherheitsventil” wenn bereits sehr hohe
Konzentrationen an Transmitter im synaptischen Spalt vorliegen
* Desensitisierung:
- postsynaptische Rezeptoren gehen in einen Zustand
verminderter Empfindlichkeit Uber.

(bei anhaltend hohen Ligandenkonzentrationen nimmt
Offnungswahrscheinlichkeit ab; Beispiel: olfaktorische Rezeptoren)

- postsynaptische Rezeptoren werden internalisiert und abgebaut



Lebenszyklus eines Neurotransmitters



Die Transmitterfreisetzung erfolgt in Quanten

* Die Transmitterfreisetzung ist kein kontinuierlicher Prozess.
Transmitter werden in elementaren multimolekularen Einheiten (= Quanten)
ausgestoBen (=Inhalt eines Vesikels).

« Ein Quantum fuhrt zur Ausbildung eines postsynaptischen Einheitspotentials,
Das als miniature postsynaptic potential mPSP (= ,mini“) bezeichnet wird.
Es gibt mEPSPs, mIPSPs und mEPPs (miniature end plate potentials an der NMJ).
,»Minis* treten spontan auf, auch in Abwesenheit eines Aktionspotentials.

« Das Gesamtzell-PSP besteht aus der Summe aller Miniaturpotentiale.
« Der Ca?*-Einstrom an der Prasynapse verandert nicht die GroRe (Vesikelinhalt)
der einzelnen freigesetzten Quanten, sondern die Wahrscheinlichkeit mit der

ein konst. Quantum freigesetzt wird (\WWahrscheinlichkeit der Vesikelfusion).

« Je groller der Ca?*-Einstrom desto mehr Transmitterquanten werden freigesetzt
(= desto mehr Vesikel mit uniformen Inhalt fusionieren mit der prasyn. Membran).

= Wie wurde das experimentell nachgewiesen?



Einheitspotentiale an der neuromuskularen Endplatte

« Auch in Abwesenheit prasynaptischer Stimulierung treten spontan

postsynaptische Miniaturpotentiale * auf
(mEPPs= miniatur Endplatten Potentiale)

« Auftreten erfolgt spontan, stochastisch und mit geringer Frequenz.
« Amplitude ist konstant (im Mittel ca. 0,4 mV) = Quant

Quelle: Reichert Abb. 3.13



Einheitspotentiale an der neuromuskularen Endplatte

Quelle: Reichert Abb. 3.14

* Leichte prasynpt. Aktivierung (elektr.Stimulation)
fUhrt zu kleinen EPPs (endplate potentials)

* Histogramm: Amplitude dieser EPPs fluktuiert nicht
kontinuierlich sondern schrittweise (0, 1x, 2x, 3x etc).

 Eine statistische Analyse zeigt, dass es sich um

Vielfache des Einheitspotentials *,
(welches als spontanes mEPP gemessen wurde) handelt.



Wie groB sind postsynaptische Elementarpotentiale?

Neuromuskulare Endplatte:
1 Aktionspotential =» Exozytose von ca. 50-100 synaptischen Vesikeln
= EPP von ca 40 mV.

=» Jedes Aktionspotential fuhrt zur Muskelkontraktion

Saugerneuronen in CNS:
1 Aktionspotential = Exozytose von ca 1-3 synaptischen Vesikeln
=» einzelne PSPs wesentlich kleiner, ca 0.2 mV
=>» viele Einzelpotentiale mussen summiert werden
um Schwellenwert fur Aktionspotential zu
uberschreiten.



Synaptische Integration

* Prozess bei dem multiple synaptische Potentiale

iInnerhalb eines postsynaptischen Neurons

aufsummiert (“verrechnet”) werden.



Synaptische Integration I: EPSP Summation

Zeitliche
Raumliche Summation uber
Summation ca 1-15 ms

Temporal summation

s

e———

Record V,

EPSP

EPSP

-65mV - 65 mV -65mV

Time . Time .. Time



Synaptische Integration Il: Summation zweier entgegen gesetzter
postsynaptischer Potentiale (EPSP und IPSP)
= Abschwachung (= shunting inhibition)

Vm ist auch im Soma
uberschwellig und
kann ein AP auslosen

Vm ist im Soma
Nicht mehr
uberschwellig



Abklingen der PSPs entlang des Dendriten
(dendritische Kabeleigenschaften)

— Dendrit kann als Kabel betrachtet werden

— Membranspannung nimmt mit zunehmender Entfernung exponentiell
ab.

« V, =V [eX*

e Vx = Potential im Abstand X,
e Vo = Ausgangspotential

— Dendritische Langenkonstante A:
Kabellange bei der Potential auf 1/e = 37%
abgefallen ist.

= Je groller A, desto hoher die Wahrscheinlichkeit dald eine entfernte
Synapse ein Aktionspotential am Axonhugel auslosen kann.

=>» Nicht alle Synapsen tragen gleich viel zur Auslésung eines
Aktionspotential bei: nah am Soma ist besser als weit entfernt

— In der Realiat sind Dendriten extrem komplexe, hochverzweigte
Strukturen, die entsprechend komplexe Leitungseigenschaften
haben.



Abklingen der PSPs entlang des Dendriten
(dendritische Kabeleigeneschaften)



Zusammenfassung |l

* Die Transmitterfreisetzung erfolgt in Quanten, was zur Ausbildung
postsynaptischer Einheitspotentiale /Miniaturpotentiale (MEPSP etc) flhrt.
Das Gesamtzell-PSP besteht aus der Summe der Miniaturpotentiale.

* Multiple synaptische Potentiale werden innerhalb eines postsynaptischen
Neurons verrechnet: dendritische Integration.

Diese Integration umfasst die raumliche und zeitliche Summation

der individuellen Potentiale

« Das Membranpotential nimmt mit zunehmender Entfernung von der Postsynapse
exponentiell ab. Nah am Soma befindliche Synapsen tragen daher mehr zum
Erreichen des Schwellenwerts bei.



Zusatzfolien
Nicht klausurrelevant



GlyRa3 ist spezifisch im dorsalen Horn des
Ruckenmarks lokalisiert
Rolle fur die Schmerzreizleitung?

GlyR «3: An Essential Target for
Spinal PGE_-Mediated
Inflammatory Pain Sensitization
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Science 304, 884 (2004)



Model for mechanism of GlyRa3-mediated
central sensitization

Block of CI- influx
fascilitates neuronal excitation

Increase in pain



Messung der mechanschen und thermischen
Reizreaktionskurven im Tiermodell

von Frey Test

wt
Mutante



WT mice show Spinal Pain Sensitization
induced by PGE, injection



Lack of Spinal Pain Sensitization
by PGE2 in GlyRa3”- Mice



Amplifikation von Signaltransduktionswegen






Gqg=>» Aktivierung von Phospholipase C-3
Trigger der Phosphoinositolkaskade

DAG = Diacylglycerol

Mimetikum: Phorbolester

PIP, = Phosphatidyl-inositol-bisphosphat IP; = Inositoltriphosphat
Mimetikum: Ca-lonophore
Abb 29.16 Milller-Esterl (Lehrbuch der Biochemie) z. B. lonomycin






