
1

Петр
 

Брежестовский
Средиземноморский

 
Институт

 
Нейробиологии

Марсель, Франция
pbreges@inmed.univ-mrs.fr

ПетрПетр
 

БрежестовскийБрежестовский
СредиземноморскийСредиземноморский

 
ИнститутИнститут

 
НейробиологииНейробиологии

МарсельМарсель, , ФранцияФранция
pbreges@inmed.univpbreges@inmed.univ--mrs.frmrs.fr

Ионные
 

каналы
 

и
 

синапсы:
 

ключевые
 молекулярные

 
блоки

 
биологической

 
жизни

 

ИонныеИонные
 

каналыканалы
 

ии
 

синапсысинапсы::
 

ключевыеключевые
 молекулярныемолекулярные

 
блокиблоки

 
биологическойбиологической

 
жизнижизни

closed open

closed open

26 октября, 2009

Междисциплинарный
 курс

 
лекций

 "Молекулярная
 физиология" 

МГУ
 

Москва

26 октября, 2009

МеждисциплинарныйМеждисциплинарный
 курскурс

 
лекцийлекций

 ""МолекулярнаяМолекулярная
 физиологияфизиология" " 

МГУМГУ
 

МоскваМосква



2



3



4

Петр
 

Брежестовский
Средиземноморский

 
Институт

 
Нейробиологии

Марсель, Франция
pbreges@inmed.univ-mrs.fr

ПетрПетр
 

БрежестовскийБрежестовский
СредиземноморскийСредиземноморский

 
ИнститутИнститут

 
НейробиологииНейробиологии

МарсельМарсель, , ФранцияФранция
pbreges@inmed.univpbreges@inmed.univ--mrs.frmrs.fr

Ионные
 

каналы
 

и
 

синапсы:
 

ключевые
 молекулярные

 
блоки

 
биологической

 
жизни

 

ИонныеИонные
 

каналыканалы
 

ии
 

синапсысинапсы::
 

ключевыеключевые
 молекулярныемолекулярные

 
блокиблоки

 
биологическойбиологической

 
жизнижизни

closed open

closed open

26 октября, 2009

Междисциплинарный
 курс

 
лекций

 "Молекулярная
 физиология" 

МГУ
 

Москва

26 октября, 2009

МеждисциплинарныйМеждисциплинарный
 курскурс

 
лекцийлекций

 ""МолекулярнаяМолекулярная
 физиологияфизиология" " 

МГУМГУ
 

МоскваМосква



5

Find the 
word

Pronounce 
the word

Read the 
word

Listen
 the word

ВизуализацияВизуализация
 

мозгамозга::
ПозитроннаяПозитронная

 
эмиссионнаяэмиссионная

 
томографиятомография

Найти
 слово

Произнести
 слово

Слушать
 слово

Читать
 слово

Звук Зрение

Движение Чувствите

 
льность

 
тела
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1 2 3 4 5

чувства зрение слух вкус обоняние осязание

органы
 чувств глаза уши язык нос кожа

organes
 conducteur

 s des 
influx 
nerveux

 

au 
cerveau

optic 
nerve

le nerf 
auditif

le nerf 
gustatif

le nerf 
olfactif

le nerf 
sensitif

sensation
 s

Image of 
an object

les sons 
graves ou 

aigus

les saveurs 
amer, sucré, 
salé, acide

les odeurs

les sensations 
de froid, de 

chaud, 
douceur, ...

MAIN SENSES: General rule
ОРГАНЫ

 
ЧУВСТВ: Общие

 
правилаОРГАНЫОРГАНЫ

 
ЧУВСТВЧУВСТВ: : ОбщиеОбщие

 
правилаправила

СигналСигнал::
Свет
Звук
Запах…

ОрганОрган::
Глаз
Ухо
Нос…

ТрансформацияТрансформация
в

 
электрические

 
сигналы

ИнтеграцияИнтеграция
 

ии
 

обработкаобработка
информацииинформации

tongue

nerve

relay

brain

Center of 
taste
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Find the 
word

Pronounce 
the word

Read the 
word

Listen
 the word

Найти
 слово

Произнести
 слово

Слушать
 слово

Читать
 слово

БиологическиеБиологические
 

организмыорганизмы
 

--
 

""молекулярныемолекулярные
 машинымашины", ", способныеспособные

 
превращатьпревращать

 
световыесветовые, , 

звуковыезвуковые, , химическиехимические, , механическиемеханические
 

ии
 

дрдр. . 
внешниевнешние

 
сигналысигналы

 
вв

 
электрическиеэлектрические..
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Основные  стадии  развитияОсновныеОсновные  стадиистадии  развитияразвития
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Относительные  размеры  мозга  млекопитающих  

ОтносительныеОтносительные  размерыразмеры  мозгамозга  млекопитающихмлекопитающих
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V

Миграция
 

и
 

дифференцировка
II

Формирование
 нейрональной

 

сети
 и

 

функциональных
 блоков

IV

0 synapse

10 15

 

synapses

III

Формирование
 синаптических
 

связей

Пролиферация

I

Основные
 

этапы
 

развития
 

мозгаОсновные
 

этапы
 

развития
 

мозга

BRAIN
 CONSTRUCTIO

N

BRAIN
 CONSTRUCTIO

N
Genes Activity
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Genes Activity

Микросети: 
локальные

 взамиодействия

Основные
 

этапы
 

развития
 

мозга
 и

 
формирование

 
нейрональной

 
сети

 

Основные
 

этапы
 

развития
 

мозга
 и

 
формирование

 
нейрональной

 
сети

Ранние

 

осцилляции

 

нейрональных

 

сетей

Сложные

 

осцилляции

 

нейрональных

 

сетей

10 15

 

synapses

0 synapse
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ПролиферацияПролиферация
 клетокклеток

Дифференцировка
 

и
 миграция КонечнаяКонечная

 дифференцировкадифференцировка

P. Rakic

Этапы  развития  корыЭтапы  развития  коры
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Этапы  развития  корыЭтапы  развития  коры
Kriegstein

 

et al.
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Гены, нейроны
 

и
 

синапсыГеныГены, , нейронынейроны
 ии  синапсысинапсы

Species Nb
 

genes Nb
 

neurones Nb
 

synapses

C. elegans 20 000 302

Drosophila 12 000 205 000

Mus
 

musculus 33 000 100 000 000 1.2 x 10
 

11

Macacus
 

mulatus 30000 10 000 000
 

000 1.2 x 10 13

Homo sapiens 30 000 100 000 000
 

000 1.2 x 10 15

To calculate 1011

 

(100 billion) seconds: more then 3000 years (3168 years).
1013

 

-

 

> 3 million years;          1015

 

-

 

> 300 million years
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"Мозг
 

-
 

последняя
 

и
 

грандиознейшая
 

биологическая
 

вершина, 
наиболее

 
глубокая

 
тайна, которую

 
нам

 
еще

 
предстоит

 разгадать
 

"  
James D. Watson "Discovering

 
the Brain", 1992

БиологияБиология

ФизикаФизика

ХимияХимия
1953
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Hippocampus  in the brainHippocampus  in the brain
Cerebral

 cortex

Homo sapiens sapiens

Slice of the Slice of the 
brainbrain

Slice of the Slice of the 
hippocampushippocampus

Ion Ion 
channelchannel

30 µmNeuronNeuron

DendriteDendrite
SynapsesSynapses
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СинапсСинапс: : основныеосновные принципыпринципы организацииорганизации

ИонныеИонные каналыканалы -- ключевыеключевые белкибелки трансформациитрансформации
електроелектро--химическиххимических сигналовсигналов::

--
 

основныеосновные
 

модулимодули
 

ионныхионных
 

каналовканалов
--

 
принциапыпринциапы

 
функционированияфункционирования

 
ионныхионных

 
каналовканалов

--
 

чточто
 

мымы
 

знаемзнаем
 

оо
 

структуреструктуре
 

ионныхионных
 

каналовканалов

ВозбуждающиеВозбуждающие ии тормозныетормозные синапсысинапсы

ФормированиеФормирование ии пластичностьпластичность синапсовсинапсов

Мы  сегодня  обсудим:МыМы  сегоднясегодня  обсудимобсудим::
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СинапсСинапсСинапс Synapse –
 

synaptein
 

(Greek) 

syn
 

-
 

together
 

(вместе)
haptein-to hold

 
(держать)Шеррингтон

 
-

 
1897

Synapse -
 

region
 

(site) of the contact 
of neuron

 
with

 
the other

 
cell.

 

Synapse -
 

region
 

(site) of the contact 
of neuron

 
with

 
the other

 
cell.

Синапс
 

-
 

место
 

(участок) контакта
 нейрона

 
с

 
другой

 
клеткой.

 

Синапс
 

-
 

место
 

(участок) контакта
 нейрона с другой клеткой.
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Основные  типы  синапсовОсновныеОсновные  типытипы  синапсовсинапсов
Neuromuscular

 
synapseNeuronal electrical

 
synapseХимическиеХимическиеХимические ЭлектрическиеЭлектрическиеЭлектрические
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SynapseSynapseSynapse

2000-e

1970-e
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Компоненты
 

постсинаптической
 

области
 возбуждающего

 
синапса

 
-

 
2004

 

Компоненты
 

постсинаптической
 

области
 возбуждающего

 
синапса

 
-

 
2004
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B. KatzB. Katz--19719788

-
 

квантовый
 

выброс
 

нейромедиатора
-

 
ключевая

 
роль

 
кальция

 
в

 
выбросе

 
нейромедиатора

-
 

оценка
 

параметров
 

одиночных
 

каналов

-
 

квантовый
 

выброс
 

нейромедиатора
-

 
ключевая

 
роль

 
кальция

 
в

 
выбросе

 
нейромедиатора

-
 

оценка
 

параметров
 

одиночных
 

каналов

Bernard KATZ 1911-2003Bernard KATZ 1911Bernard KATZ 1911--20032003

Nobel Price -
 

1970Nobel Price Nobel Price --
 

19701970

B. KatzB. Katz--20022002
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В
 

химических
 

синапсах
 

передача
 

сигнала
 осуществляется

 
химическими

 
соединениями

 (нейромедиаторами)

Химический
 

синапсХимическийХимический
 синапссинапс
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СинапсыСинапсы
 

вв
 

мозгемозге
 

позвоночныхпозвоночных

AMPA/Kainate NMDA r-rs

Glutamate

GABA
or/and
Glycine

Возбуждающие

Тормозные

GABAR GlyR
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Возбуждающие
 

синапсы: 
глутаматергические

 

ВозбуждающиеВозбуждающие
 синапсысинапсы: : 

глутаматергическиеглутаматергические
Ionic channels are key Ionic channels are key 

proteins of proteins of 
electrochemical electrochemical 
transformationtransformation



27

GlyRGlyR

AChR

GlyRGlyR
 

channelschannels

Глицин
 

и
 

ГАБА
 

-
 

тормозные
 нейромедиаторы

 
в

 
синапсах

 
ЦНС

 

ГлицинГлицин
 

ии
 

ГАБАГАБА
 

--
 

тормозныетормозные
 нейромедиаторынейромедиаторы

 
вв

 
синапсахсинапсах

 
ЦНСЦНС

Ionic channels are key Ionic channels are key 
proteins of electrochemical proteins of electrochemical 

transformationtransformation
ИонныеИонные

 
каналыканалы

 
--

 
ключевыеключевые

 
белкибелки

 биологическойбиологической
 

жизнижизни
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Medina & Bregestovski, Proc.Roy
 

Soc, 1991

VoltageVoltage--gatedgated LigandLigand--gated gated 
extracellularextracellular

LigandLigand--gated gated 
intracellularintracellular

MechanicallyMechanically--
 gated gated 

ОсновныеОсновные
 типытипы

 ионныхионных
 каналовканалов

Ионные
 

каналы
 

-
 

молекулярные
 

комплексы, преврашающие
 потенциал, химические

 
или

 
механические

 
сигналы

 
в

 
потоки

 
ионов
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Main domains

 

of ion channels

Основные
 

функциональные
 

блоки
ионных

 
каналов

Основные
 

функциональные
 

блоки
ионных

 
каналов

Extracellullar
 

domain:
-receptor

 
site;

-extrasynaptic
 

targeting

Transmembrane
 

domain:
-ion selectivity;
-gating

Intracellullar
 

domain:
-phosphorylation;
-protein-protein

 
interaction ATP-activated

 
P2X receptorsATP-activated

 
P2X receptors
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Domains for interaction with cytoplasmic

 

poteins

NR1
NR1

NR2

NR2

NR1
NR1

NR1

Субъединичная
 

организация
 

каналовСубъединичная
 

организация
 

каналов
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Acetylcholine

Serotonine

GABA

Glycine
α

β
α

β

Gl

α
α

α

β

β

Glycine Receptor

CationCation--selectiveselective

AnionAnion--selectiveselective

α
α

α

α

α

homohomo--
 

heterohetero--oligomericoligomeric

Субъединичная
 организация

 
каналов

 

Субъединичная
 организация

 
каналов
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Как
 

увидеть
 

активность
 

одиночных
 ионных

 
каналов?

 

Как
 

увидеть
 

активность
 

одиночных
 ионных

 
каналов?

Basic principles of ionic channels functioning Basic principles of ionic channels functioning 
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How to see function of ionic 
channels? 

E. E. NeherNeher B. B. SakmannSakmann

Nobel Price-1991
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Neher
 

& Sakmann, Nature, 1976
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Кинетика
 

деактивации
 

интегральных
 

ионных
 

токовКинетика
 

деактивации
 

интегральных
 

ионных
 

токов

τdecay
 

~ 120 
ms

NR1/NR2B NR1/NR2CNR1/NR2A

NR1/NR2D
τdecay

 
~ 4800 ms

τdecay
 

~ 380 msτdecay
 

~ 400 ms

Токи
 

одиночных
 

каналов

Интегральные
 

токи
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E. E. NeherNeher, Paris, Pasteur Institute, 2000  , Paris, Pasteur Institute, 2000  



40

Paris, Pasteur Institute, 2000  Paris, Pasteur Institute, 2000  



41B. B. SakmannSakmann
 

& N. & N. SpitzerSpitzer, Rome 2007, Rome 2007
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Некоторые  работыНекоторНекоторыеые  работыработы
ДоказательствоДоказательство

 
конформационныхконформационных

 
измененийизменений

 
рецепторарецептора

 ацетилхолинаацетилхолина
 

Bregestovski et al., Nature, 1977Bregestovski et al., Nature, 1977

ДоказательствоДоказательство
 

кальциевойкальциевой
 

проницаемостипроницаемости
 

рецепторарецептора
 ацетилхолинаацетилхолина

 
Bregestovski et Bregestovski et al.,Natureal.,Nature, 197, 19799

ПотенциалПотенциал--зависимыйзависимый
 

блокблок
 

магниеммагнием
 

рецептороврецепторов
 

NMDA NMDA 
NowakNowak, Bregestovski, , Bregestovski, AscherAscher.,Nature, 19.,Nature, 198484

КальцийКальций--зависимаязависимая
 

модуляциямодуляция
 

КК++

 
каналовканалов

 
лимфоцитовлимфоцитов

 Bregestovski, Bregestovski, RedkozubovRedkozubov, , Alexeev,NatureAlexeev,Nature, 19, 198686

ОткрытиеОткрытие
 

новогонового
 

типатипа
 

механомехано--чувствительныхчувствительных
 

каналовканалов
Medina, Bregestovski,  Medina, Bregestovski,  Proc.Roy.SocProc.Roy.Soc, , 19911991
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--
 

what we know about structure of ion channelswhat we know about structure of ion channels

Как  увидеть  молекулярную  организацию  ионных  каналов?  

Как  увидеть  молекулярную  организацию  ионных  каналов?
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1968

Ion Channels
 

-1968Ion Ion ChannelsChannels
 

--19681968
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Idea and reality for K сhannels
 selectivity

 

Idea and reality for K Idea and reality for K ссhannelshannels
 selectivityselectivity

Idea -
 

1968Idea Idea --
 

19681968 Reality-1998RealityReality--19981998
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The crystal structure of K+
 channel 

MacKinnon R.  Nobel price MacKinnon R.  Nobel price --
 

20032003
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Acetylcholine

Serotonine
 

(5-
 HT)

GABA

Glycine
α

β
α

β

GlyR
 

α
 

subunitGlycine Receptor

α
α

α

β

βα
α

α

α

α

homohomo--
 

heterohetero--oligomericoligomeric

Cys-Loop
ligand-gated

 channels
 

CysCys--LoopLoop
ligandligand--gatedgated

 channelschannels

CationCation--
 selectiveselective

AnionAnion--
 selectiveselective

1993 B 1999
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Cys-loop channels 
phylogeny in 
eukaryotes

 

CysCys--loop channels loop channels 
phylogeny in phylogeny in 
eukaryoteseukaryotes
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CysCys--looploopSignature sequence of 13 residues flanked by 

cysteines,  form a closed loop situated between 
binding and channel domains
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Ключевые
 

вопросы:КлючевыеКлючевые
 

вопросывопросы::

--КакКак
 

связываниесвязывание
 

лигандалиганда
 

сс
 

рецепторомрецептором
 приводитприводит

 
кк

 
открываниюоткрыванию

 
ионногоионного

 
каналаканала??

--КакиеКакие
 

конформационныеконформационные
 

измененияизменения
 претерпеваетпретерпевает

 
ионныйионный

 
каналканал

 
припри

 
активацииактивации??

--
 

КакКак
 

регулируютсярегулируются
 

функциифункции
 

ионныхионных
 

каналовканалов??

AChACh AChACh

ClosedClosed OpenOpen
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Some key events in  Some key events in  
cyscys--loop receptors life loop receptors life 

1993 -
 

structure of AChR
 

from T.Californica
 

(9A)
 

S. Unwin

9 A9 A

2001 -
 

crystal structure of ACh-binding protein from
Lymnaea

 
Stagnalis

 
(2.7A)

 
G. Smit, T. Sixma

 
& co-authors

2.7 A2.7 A

1999 -
 

structure of AChR
 

from T.Californica
 

(4.6A)
 

S. Unwin
 

& co

4.6 A4.6 A
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Acetylcholine

Serotonine
 

(5-
 HT)

GABA

Glycine
α

β
α

β

GlyR
 

α
 

subunitGlycine Receptor

α
α

α

β

βα
α

α

α

α

homohomo--
 

heterohetero--oligomericoligomeric

Cys-Loop
ligand-gated

 channels
 

CysCys--LoopLoop
ligandligand--gatedgated

 channelschannels

CationCation--
 selectiveselective

AnionAnion--
 selectiveselective

1993 B 1999
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TasneemTasneem, , AravindAravind
 

et al., 2005et al., 2005

4-ТМ
 

каналы
 

обнаружены
 

во
 

всех
 биологических

 
царствах

 

44--ТМТМ  каналыканалы
 обнаруженыобнаружены

 вово  всехвсех
 биологическихбиологических

 царствахцарствах



56

Hilf
 

& Dutzter, Nature, 2008

Hilf
 

& Dutzter, Nature, 2009

Functional
 

identification
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HilfHilf

 

& & DutzlerDutzler, Nature, 2008, Nature, 2008

Pentameric channel from bacterium Erwinia chrysanthemi (ELIC) at 3.3 A resolutionPentameric channel from bacterium Erwinia chrysanthemi (ELIC) at 3.3 A resolution

ELIC ELIC --
 

crystal in closed statecrystal in closed state

16 A 7 A
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Proton channel from cyanobacterium
 

Gloeobacter violaceus
Crystal structure in the open conformation

Proton channel from cyanobacterium
 

Gloeobacter violaceus
Crystal structure in the open conformation

BocquetBocquet
 

et al., Nature, 2009et al., Nature, 2009 GLIC GLIC --
 

crystal in open statecrystal in open state
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Proton channel from cyanobacterium
 

Gloeobacter violaceus
Crystal structure in the open conformation

Proton channel from cyanobacterium
 

Gloeobacter violaceus
Crystal structure in the open conformation

BocquetBocquet
 

et al., Nature, 2009et al., Nature, 2009 GLIC GLIC --
 

crystal in open statecrystal in open state



60



61

Самосборка
 

ионных
 

каналов
 

в
 синапсах

 

Самосборка
 

ионных
 

каналов
 

в
 синапсах
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КакКак
 

этиэти
 

рецепторырецепторы
 

коко--локализуютсялокализуются
 

? ? 

NMDANMDA
receptorreceptor

AMPAAMPA
receptorreceptor

KainateKainate
receptorreceptor

GlutamateGlutamate



Glutamate 
synapse in 
the CNS

Glutamate

Presynaptic
 neuron

AMPA-R
NMDA-R

ПостсинаптическаяПостсинаптическая
 

плотностьплотность
 глутаматергическихглутаматергических

 
синапсовсинапсов
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PSD-95-domain
 

organization
PSD-95-domain

 
organizationPSD-95-domain

 
organization

P. P. SeeburgSeeburg
 

et al, 1995 : PSDet al, 1995 : PSD--95 95 stimulatestimulate
 

clusteringclustering
 

of NMDAR channelsof NMDAR channels

M. Sheng et al, 1995 : PSDM. Sheng et al, 1995 : PSD--95 95 stimulatestimulate
 

clusteringclustering
 

of potassium channelsof potassium channels ETXV
ESSV

PDZ domains-
 

modular
 

protein-interaction domains
 

that
 are specified

 
for binding

 
a short peptide motifs at

 
the 

extreme
 

caboxy
 

(C) termini
 

of other
 

proteins.
 PDZ domains-are located

 
at

 
about 12 nm below

 postsynaptic
 

membrane.
 

PDZ domains-
 

modular
 

protein-interaction domains
 

that
 are specified

 
for binding

 
a short peptide motifs at

 
the 

extreme
 

caboxy
 

(C) termini
 

of other
 

proteins.

PDZ domains-are located
 

at
 

about 12 nm below
 postsynaptic

 
membrane.
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protein–protein
 

interactions between synaptic components 
of the postsynaptic density (PSD)

protein–protein
 

interactions between synaptic components 
of the postsynaptic density (PSD)

K +

--ETDV ETDV --
 

K + channelK + channel
--ESDV ESDV --

 
NMDA receptor (NR2A/B subunits)NMDA receptor (NR2A/B subunits)

-
 

90 amino
 

acids
-Six β-strands

 
and two

 
α-helices
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Schematic diagram of the protein–protein
interactions between synaptic protein components 

of the postsynaptic density (PSD)

Schematic diagram of the protein–protein
interactions between synaptic protein components 

of the postsynaptic density (PSD)
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Diagram of the protein–protein
 

interactions between 
components of the postsynaptic density (PSD)

 

Diagram of the protein–protein
 

interactions between 
components of the postsynaptic density (PSD)

ShankShank
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Архитектура  постсинапсаАрхитектура  постсинапса
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Формирование
 

и
 

подвижность
 синапсов

 

Формирование
 

и
 

подвижность
 синапсов
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AMPA/Kainate NMDA receptors

Glutamate

GABA
or/and
Glycine

Excitatory

Inhibitory

Model of synapsesModel of synapses

GABA receptors glycine receptors
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EM CA1 dendrite

Excitatory synapses are shown in red. Inhibitory synapses in blue. 

Дендриты
 

и
 

постсинаптические
 шипики  содержат  актин  

ДендритыДендриты
 ии  постсинаптическиепостсинаптические

 шипикишипики  содержатсодержат
 актинактин

Fifkova, E., and Delay, R.J. 
(1982.) Cytoplasmic

 

actin

 

in 
neuronal processes as a possible 
mediator of synaptic plasticity. J. 
Cell Biol. 95, 345–350.

Matus, A., Ackermann, M., 
Pehling, G., Byers, H.R., and 
Fujiwara, K. (1982.) High actin

 concentrations in brain dendritic

 spines and postsynaptic 
densities. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 79, 7590–7594.



72

X-ProteinGFP

Actin
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Подвижность
 

дендритных
 

шипиковПодвижность
 

дендритных
 

шипиков

2 µm

Matus

 

et al. 1998
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Actin

 

in spines of hippocampal

 

neurons

Matus
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MONOMERIC
ACTIN

FILAMENT
BUNDLES

TRIMER

GELGEL Actin

 

Polymerisation

 

State SOLSOL

DIMER
POLYMERIC ACTIN

F/G-actin
 

modulators

CYTOCHALASIN Depolymerization: cap to the fast-growing end 
LANTRUCULIN Depolymerization: binds to monomeric

 
actin

 
(marine 

sponge)
PHALLOIDIN Polymerization: prevents depolymerization

 
(mushroom)

JASPLAKINOLIDE Polymerization: prevents
 

depolymerization
 

(marine sponge)

GELSOLIN Depolymerization: (i) Ca-dependent F-actin
 

severing; 
(ii) displace phalloidin

 
from actin

 
filaments; 

COFILIN Depolymerization: pH-dependent; 
PROFILIN Polymerization

ProteinsProteins
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Деполимеризация
 

актина
 

блокирует
 подвижность

 
шипиков

 

Деполимеризация
 

актина
 

блокирует
 подвижность

 
шипиков

Depolymerization
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Actin
 

in spines
 

+ CytD
Matus
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Ca2 + rise

Са2+-стимулируемое
 формирование

 
дендритных

 шипиков
 

СаСа2+2+--стимулируемоестимулируемое
 формированиеформирование

 
дендритныхдендритных

 шипиковшипиков
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30 µm

Suction

Glutamate 
application

Ca2 + rise

ЛокальнаяЛокальная
 

активацияактивация
 

рецептороврецепторов
 

вв
 

дендритахдендритах
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Подвижность
 

дендритных
 

шипиковПодвижность
 

дендритных
 

шипиков

MinutesMinutes
HoursHours
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Возможный
 

механизм
 формирования

 
новых

 
синапсов

 

ВозможныйВозможный
 механизммеханизм

 формированияформирования
 новыхновых

 синапсовсинапсов
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Find the 
word

Pronounce 
the word

Read the 
word

Listen
 the word

Найти
 слово

Произнести
 слово

Слушать
 слово

Читать
 слово
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-
 

Синапсы
 

-
 

динамические
 

самоформирующиеся
 молекулярные

 
модули, обеспечивающие

 
быструю

 передачу
 

информации
 

в
 

нервной
 

системе
 

-
 

Ионные
 

каналы
 

ключевые
 

белки, обеспечивающие
 транформацию

 
химических, механических

 
и

 
др. 

воздействий
 

в
 

электрические
 

сигналы
 

--
 

СинапсыСинапсы
 

--
 

динамическиединамические
 

самоформирующиесясамоформирующиеся
 молекулярныемолекулярные

 
модулимодули, , обеспечивающиеобеспечивающие

 
быструюбыструю

 передачупередачу
 

информацииинформации
 

вв
 

нервнойнервной
 

системесистеме

--
 

ИонныеИонные
 

каналыканалы
 

ключевыеключевые
 

белкибелки, , обеспечивающиеобеспечивающие
 транформациютранформацию

 
химическиххимических, , механическихмеханических

 
ии

 
дрдр. . 

воздействийвоздействий
 

вв
 

электрическиеэлектрические
 

сигналысигналы

На
 

память:НаНа  памятьпамять::

-
 

формирование
 

и
 

пластичность
 

нервной
 

сети
-

 
модели

 
памяти

-
 

нарушения
 

функции
 

каналов
 

и
 

синапсов

--
 

формированиеформирование
 

ии
 

пластичностьпластичность
 

нервнойнервной
 

сетисети
--

 
моделимодели

 
памятипамяти

--
 

нарушениянарушения
 

функциифункции
 

каналовканалов
 

ии
 

синапсовсинапсов

В
 

будущем:ВВ  будущембудущем::
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Фундаментальные  вопросыФундаментальныеФундаментальные  вопросывопросы

КакКак
 

устроеныустроены
 

молекулярныемолекулярные
 

блокиблоки
 

ии
 

сетисети,,
 обеспечивающиеобеспечивающие

 
приемприем

 
ии

 
обработкуобработку

 
информацииинформации??

КакиеКакие
 

функциифункции
 

выполняютвыполняют
 

молекулярныемолекулярные
 

блокиблоки
 нервнойнервной

 
системысистемы??

КакКак
 

формируютсяформируются
 

блокиблоки, , обеспечивающиеобеспечивающие
 функциюфункцию

 
мозгамозга

 
ии

 
нервнойнервной

 
системысистемы??
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Петр
 

Брежестовский
Средиземноморский

 
Институт

 
Нейробиологии

Марсель, Франция
pbreges@inmed.univ-mrs.fr

ПетрПетр
 

БрежестовскийБрежестовский
СредиземноморскийСредиземноморский

 
ИнститутИнститут

 
НейробиологииНейробиологии

МарсельМарсель, , ФранцияФранция
pbreges@inmed.univpbreges@inmed.univ--mrs.frmrs.fr

Ионные
 

каналы
 

и
 

синапсы:
 

ключевые
 молекулярные

 
блоки

 
биологической

 
жизни

 

ИонныеИонные
 

каналыканалы
 

ии
 

синапсысинапсы::
 

ключевыеключевые
 молекулярныемолекулярные

 
блокиблоки

 
биологическойбиологической

 
жизнижизни

closed open

closed open

26 октября, 2009

Междисциплинарный
 курс

 
лекций

 "Молекулярная
 физиология" 

МГУ
 

Москва

26 октября, 2009

МеждисциплинарныйМеждисциплинарный
 курскурс

 
лекцийлекций

 ""МолекулярнаяМолекулярная
 физиологияфизиология" " 

МГУМГУ
 

МоскваМосква



Быстрая
 

2-фотонная
 

микроскопияБыстраяБыстрая
 

22--фотоннаяфотонная
 

микроскопиямикроскопия

Interventions aux niveaux
de l’informatique, du laser, du 
Trimscope et du microscope  



n=f (λ)

FonctionnementFonctionnement
 

du Trimscopedu Trimscope

p

p

L
i

i’’

i’

M M M MM
M

M

M

M

M

M M M

Compensateur Scanner

Atténuateur

Télescope

Multiplicateur de faisceau

2 faisceaux multiples
alternés et de 

polarités opposées

Shutter

Faisceau laser

Cube polariseur

Polariseur
Microscope

2 µm
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• E16 to 15-day old Swiss mice

• hippocampal slices (300 µm thick)

• Standart

 

ACSF (submerged chamber, 30°C)

• Low-magnification (20X),
high NA (0.95) objective

•Calcium-sensitive dye (Fura

 

2-AM)

•Two-photon excitation 

•Multi-beam (64) : 100ms / frame

Experimental
 

procedures

~400 µm 

~4
00

 µ
m

 

~ 300 cells
 

/ frame

CA3

CA1

DG

Hippocampal slices Imaging experiments
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Imaging GABAergic
 

neurons

Calcium imagingGFP+ neurons=GABAergic
 

neurons

GAD67-KI mouse kind

 

gift from

 

K. Obata
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Online analysis: cell detection

30 sec
10% DF/F
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Patch-clamp recording of the active 
microcircuits

100 200 300 400 500 600 700

50

100

150

200

250

300

350

400

450

Localization of 
active microcircuits

Patch clamp and 
morphological 
analysis
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94

Hubs are GABA neurons
 

with
 

widespread
 

axonal
 arborization

100µm

Hub neuron

GAD67+ cells
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-
 

Синапсы
 

-
 

динамические
 

самоформирующиеся
 молекулярные

 
модули, обеспечивающие

 
быструю

 передачу
 

информации
 

в
 

нервной
 

системе
 

-
 

Ионные
 

каналы
 

ключевые
 

белки, обеспечивающие
 транформацию

 
действия

 
химических

 
молекул, 

механических
 

и
 

др. воздействий
 

в
 

электрические
 

сигналы
 

--
 

СинапсыСинапсы
 

--
 

динамическиединамические
 

самоформирующиесясамоформирующиеся
 молекулярныемолекулярные

 
модулимодули, , обеспечивающиеобеспечивающие

 
быструюбыструю

 передачупередачу
 

информацииинформации
 

вв
 

нервнойнервной
 

системесистеме

--
 

ИонныеИонные
 

каналыканалы
 

ключевыеключевые
 

белкибелки, , обеспечивающиеобеспечивающие
 транформациютранформацию

 
действиядействия

 
химическиххимических

 
молекулмолекул, , 

механическихмеханических
 

ии
 

дрдр. . воздействийвоздействий
 

вв
 

электрическиеэлектрические
 

сигналысигналы

На
 

память:НаНа  памятьпамять::

-
 

формирование
 

и
 

пластичность
 

нервной
 

сети
-

 
память

-
 

патологии
 

(каналопатии)

--
 

формированиеформирование
 

ии
 

пластичностьпластичность
 

нервнойнервной
 

сетисети
--

 
памятьпамять

--
 

патологиипатологии
 

((каналопатииканалопатии))
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97

?

AMPA receptor

NMDA receptor

Plasticity of synapric
 

channels

P P
Phosphorylation Alteration in number Alteration in subtype?
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Online analysis: event detection

0 10 20 30 40 50 60 70 80
-60

-50

-40

-30

-20

-10

0

10

Frames

D
F/

F 
(%

)

0 10 20 30 40 50 60 70 80

0

1

0

40

80

120

160

1 mn

C
el

l#

Rasterplot
 

of network activityEvent detection
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Detecting
 

calcium signal from single neurons
Fluorescent image

Detected contours 
from the movie

P

O

R

Fluorescence traces versus time

30 sec
10% DF/F
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Analysis of the network activity

20% DF/F
1 min

Signal detection

Reconstruction of network
 activity

C
el

l n
um

be
r

1

500

Time (sec)

Rasterplots
 

of the activity



101

-
 

Синапсы
 

-
 

динамические
 

самоформирующиеся
 молекулярные

 
модули, обеспечивающие

 
быструю

 передачу
 

информации
 

в
 

нервной
 

системе
 

-
 

Ионные
 

каналы
 

ключевые
 

белки, обеспечивающие
 транформацию

 
действия

 
химических

 
молекул, 

механических
 

и
 

др. воздействий
 

в
 

электрические
 

сигналы
 

--
 

СинапсыСинапсы
 

--
 

динамическиединамические
 

самоформирующиесясамоформирующиеся
 молекулярныемолекулярные

 
модулимодули, , обеспечивающиеобеспечивающие

 
быструюбыструю

 передачупередачу
 

информацииинформации
 

вв
 

нервнойнервной
 

системесистеме

--
 

ИонныеИонные
 

каналыканалы
 

ключевыеключевые
 

белкибелки, , обеспечивающиеобеспечивающие
 транформациютранформацию

 
действиядействия

 
химическиххимических

 
молекулмолекул, , 

механическихмеханических
 

ии
 

дрдр. . воздействийвоздействий
 

вв
 

электрическиеэлектрические
 

сигналысигналы

На
 

память:НаНа  памятьпамять::

-
 

How chemical
 

molecules
 

activates
 

channels?
-

 
How synaptic

 
activation leads

 
to "intelligent" 

operation
 

of brain?
 

--
 

How How chemicalchemical
 

moleculesmolecules
 

activatesactivates
 

channelschannels??
--

 
How How synapticsynaptic

 
activation activation leadsleads

 
to "intelligent" to "intelligent" 

operationoperation
 

of of brainbrain??



102

Molecules activating receptor-
 operated channels

 

Molecules activating receptorMolecules activating receptor--  operated channelsoperated channels

Excitatory Excitatory -
 

Cation-selective (Na +, K +): 
-

 
main neurotransmitter in CNS: GlutamateGlutamate

-
 

in neuro-muscular junction:       AcetylcholineAcetylcholine

InhibitoryInhibitory-Ation-selective (Cl-): 
-

 
main

 
neurotransmitter

 
in brain:

 
GABAGABA

-
 

in spinal cord: glycineglycine
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Glutamine

GLUTAMATE

Na+, K+ 

ATPase

K+

Na+

Glutamine
Synthétase

3 Na+

Glu

ASTROCYTE

ATP

ADP

TCA
cycle

α

 

-cétoglutarate
Synthèse protéique

Cystine
Cystéine

Glutathion

Glutamine

GLUTAMATE

?
K+

K+

Neurone post-synaptique

Glutaminase

α-cétoglutarate

Glycolyse

3 Na+

Glu

Glu 
(1µM)

iGlu

 

R

mGlu

 

R

Terminaison 
glutamatergique

H+

ATP

EAAC1

GLAST

GLT1

K+

K+

Représentation shématique
 

de la synapse glutamatergique
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Membranes and ChannelsMembranes and ChannelsMembranes and Channels

Ion channels mediate Ion channels mediate 
intracellular communication by intracellular communication by 

converting the voltage, converting the voltage, 
chemical or mechanical chemical or mechanical 
signals into ion fluxessignals into ion fluxes
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Interneuronal
 

and neuromuscular
 

synapsesInterneuronal
 

and neuromuscular
 

synapses

Neuromuscular
 

synapseNeuronal chemical
 

synapse Neuronal electrical
 

synapse
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Ion channel
 

-
 

protein
 

interactions 
in neuromuscular

 
synapses

 

Ion Ion channelchannel
 --  proteinprotein

 interactions interactions 
in in neuromuscularneuromuscular

 synapsessynapses

I  h l  i
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Ion Ion channelschannels
 of endof end--plateplate

From: Cooper & Jan,

PNAS, 96, 4759-66, 2000
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CaCa2+2+
 

in in mmuscleuscle
 

atat
 

applicatapplication of 3ion of 3μμM M AChACh

After
 

acetylcholine

Before
 

acetylcholine

Fura-2

Ca-sensitive dye
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τdecay
 

~ 120 
ms

NR1/NR2B NR1/NR2CNR1/NR2A

NR1/NR2D
τdecay

 
~ 4800 ms

τdecay
 

~ 380 msτdecay
 

~ 400 ms

Deactivation kinetics of NMDARsDeactivation kinetics of NMDARs
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IonicIonic channelschannels::
--

 
generalgeneral

 
principlesprinciples

 
of of organizationorganization;;

--
 

how to record how to record channelschannels;;
--

 
main main functionalfunctional

 
parametersparameters

Neuronal Neuronal plasticityplasticity:
--

 
LongLong--termterm

 
potentiationpotentiation;;

--
 

LongLong--termterm
 

inhibition; inhibition; 
--

 
ShortShort--termterm

 
modulation. modulation. 

ActinActin cytoskeletoncytoskeleton and Caand Ca2+2+ in formation and in formation and plasticityplasticity of of spinesspines

WeWe
 willwill

 discussdiscuss
 todaytoday::
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Discovery of Long-Term Potentiation
 

(LTP)



114



115

Number of LTP publications
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117



118



119
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- Movement
 

of spines

-
 

Formation of specialized
 synaptic

 
structures

Ca2+-induced
 

modulationCaCa2+2+--inducedinduced
 modulationmodulation
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ActinActin
-The most

 

abundant

 

protein

 

(10% in muscle cells

 

& 1-5% in non-muscle
-

 

375 amino

 

acids

 

protein
-

 

6 types of actin

 

in mammals: 3 –

 

α

 

actins, β

 

and γ. Neuronal is

 

mainly

 

β

−

 

Exist

 

in two

 

main forms: G-actin-

 

globuler

 

and F-actin

 

–

 

filaments
- Each

 

actin

 

contains

 

MgATP

 

or MgADP

Crystal structure of β

 

actin
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123



124

NeuronNeuron
 

--
 

keykey
 

cellcell
 

of of nervousnervous
 

systemsystem

1011
 

neurons 1015
 

synapses
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Main stages of development Main stages of development Main stages of development 
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1 2 3 4 5

чувства зрение слух вкус обоняние осязание

органы
 чувств глаза уши язык нос кожа

organes
 conducteur

 s des 
influx 
nerveux

 

au 
cerveau

optic 
nerve

le nerf 
auditif

le nerf 
gustatif

le nerf 
olfactif

le nerf 
sensitif

sensation
 s

Image of 
an object

les sons 
graves ou 

aigus

les saveurs 
amer, sucré, 
salé, acide

les odeurs

les sensations 
de froid, de 

chaud, 
douceur, ...

Основные
 

чувства
 

и
 

органы
 

чувствОсновныеОсновные
 

чувствачувства
 

ии
 

органыорганы
 

чувствчувств

Звук Зрение

Движение Чувствитель

 
ность

 

тела

Движение

 

глаз
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Эксперимент
 

аспиранта
 

Турпаева
 

(1946), ставший
 

отправной
 точкой

 
для

 
цикла

 
работ

 
по

 
холинорецептору

 

ЭкспериментЭксперимент
 

аспирантааспиранта
 

ТурпаеваТурпаева
 

(1946), (1946), ставшийставший
 

отправнойотправной
 точкойточкой

 
длядля

 
циклацикла

 
работработ

 
попо

 
холинорецепторухолинорецептору

gift of D.A. Sakharov

ТурпаевТурпаев--19461946

Сулема
 

-
 

HgCl2
-

 
дихлорид

 
ртути



132

Letters to Editor

nature 158, 837-838 (07 December 1946) | 
doi:10.1038/158837b0

Role of Sulphydril
 

Groups in the Action of 
Acetylcholine and Inhibition of the Vagus

 Nerve

Ch. S. KOSCHTOJANZ &
 

T. M. TURPAJEW 

gift of D.A. Sakharov

Холинорецептор
 

- белокХолинорецепторХолинорецептор
 

-- белокбелок
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Some key events in  Some key events in  
AChR'sAChR's

 life life 

1974 -
 

AChR
 

-
 

pentameric protein    A. Karlin
 

& co-authors

1979 -
 

first 20 amino acids of AChR
 

sequence from
T.Marmorata

 
J-P. Changeux

 
& co-authors

1972 -
 

purification of nAChR
 

from Torpedo using
affinity chromatography  J-P. Changeux

 
& co-authors

1946  -
 

evidences that AChR
 

is a protein
T.M. Turpaev

 
& C.S. Koschtojanz

1958-60-th -
 

Homogenate of AChR
 

Turpaev
 

& co-authors
АХ

 

смещает

 

кривую

 

меркуриметрического

 

титрования

 

SH-

 

групп

 

в

 

тканевом

 

гомогенате



134

J-P Chanqeux
 

-
 

Storogevsky
 

monastery
 

Oct-2008 
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Some key events in  Some key events in  
AChR'sAChR's

 life life 

1974 -
 

AChR
 

-
 

pentameric protein    A. Karlin
 

& co-authors

1979 -
 

first 20 amino acids of AChR
 

sequence from
T.Marmorata

 
J-P. Changeux

 
& co-authors

1972 -
 

purification of AChR
 

from Torpedo using affinity
chromatography                 J-P. Changeux

 
& co-authors

1946  -
 

evidences that AChR
 

is a protein
T.M. Turpaev

 
& C.S. Koschtojanz

1960-th -
 

isolation of AChR
 

T.M. Turpaev
 

& co-authors
АХ

 

смещает

 

кривую

 

меркуриметрического

 

титрования

 

SH-

 

групп

 

в

 

тканевом

 

гомогенате

1983 -
 

complete sequence of AChR
 

from T.Californica
S. Numa

 
& co-authors
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Acetylcholine

Serotonine
 

(5-
 HT)

GABA

Glycine
α

β
α

β

GlyR
 

α
 

subunitGlycine Receptor

α
α

α

β

βα
α

α

α

α

homohomo--
 

heterohetero--oligomericoligomeric

Cys-Loop
ligand-gated

 channels
 

CysCys--LoopLoop
ligandligand--gatedgated

 channelschannels

CationCation--
 selectiveselective

AnionAnion--
 selectiveselective

1993 B 1999
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Ligand-gated 4-TM channels:
– What we know about: 

•
 

Structure
•

 
Conformational transitions during activation  

LigandLigand--gated 4gated 4--TM channels:TM channels:
–– What we know about: What we know about: 

••
 

StructureStructure
••

 
Conformational transitions during activation  Conformational transitions during activation  
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Energy Profile of CTB in a1 and a2 Energy Profile of CTB in a1 and a2 GlyRsGlyRs

Zhorov
 

and Bregestovski, Biophys. J., 2000
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Calcium Calcium --  key trigger of key trigger of 
neurotransmitter release in neurotransmitter release in 

chemical synapseschemical synapses

Ca2+
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Interaction 
of peptides with PDZ domains

Interaction 
of peptides with PDZ domains

Domains

 

for interaction with

 

cytoplasmic poteins

-
 

90 amino
 

acids
-Six β-strands

 
and two

 
α-helices

QTSV peptide

PDZ domains-
 

modular
 

protein-interaction domains
 

that
 are specified

 
for binding

 
a short peptide motifs at

 
the 

extreme
 

caboxy
 

(C) termini
 

of other
 

proteins.
 PDZ domains-are located

 
at

 
about 12 nm below

 postsynaptic
 

membrane.
 

PDZ domains-
 

modular
 

protein-interaction domains
 

that
 are specified

 
for binding

 
a short peptide motifs at

 
the 

extreme
 

caboxy
 

(C) termini
 

of other
 

proteins.

PDZ domains-are located
 

at
 

about 12 nm below
 postsynaptic

 
membrane.
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neuromuscular  synapses

CONTROL

V

P. Fatt
 

& B. Katz, J. Physiol., 117:109, 1952

V

Миниатюрные
 

синаптические
 потенциалы

 

МиниатюрныеМиниатюрные
 

синаптическиесинаптические
 потенциалыпотенциалы
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Modulation of Ca2+

 

influx:
- Inactivation of Ca2+ channels
- Depletion of extracellular Ca2+

- Action potential failure

Modulation of postsynaptic

 

receptors:
- Sensitivity
- Desensitization

Presynaptic

 

receptors:
- Metabotropic
- Adeosine
- Noradrenaline
- mAChR
- Cannabinoid receptors
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Ca2+
 

-
 

ключевая
 

роль
 

в
 

выбросе
 

нейромедиатораCa2+
 

-
 

ключевая
 

роль
 

в
 

выбросе
 

нейромедиатора
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Squid
 

giant
 

synapse

Katz & Miledi, Nature, 212: 1242-1245, 1966:
"At

 
the squid

 
giant

 
synapse as well

 
as at

 
the neuromuscular

 
junction,

external
 

calcium ions are indispensable for synaptic
 

activity" 

Neuromuscular
 

synapse

Доказательство
 

ключевой
 

роли
 

Ca2+Доказательство
 

ключевой
 

роли
 

Ca2+



146

Calyx
 

of Held
 

–
 

giant
 

mammalian
 

synapseCalyxCalyx
 

of of HeldHeld
 

––
 

giantgiant
 

mammalianmammalian
 

synapsesynapse

Borst, Helmehen
 

& Sakmann, J.Physiol, 489: 825-840, 1995

Pre

Post

Pre

Post

PrePre

PostPost
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