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Аннотация. Известно, что нарушение Са2+ повсеместно вовлечено во все патологии 
болезни Альцгеймера вполне вероятно, что использование химических агентов или небольших
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молекул, специфичных для Са2+ каналов, или обработка белков на плазматической мембране и 
мембранах внутриклеточных органелл для коррекции нейрональной дисрегуляции Са2+ может 
открыть новый подход к профилактике и лечение болезни Альцгеймера. В работе показано, о 
возможной конкуренции между полифенол ПС-6 и глутаматом за участок регуляции 
открывания ионных каналов NMDA-рецепторов.

Ключевые слова: синаптосома, NMDA-рецепторы, глутамат, кальций.

EFFECTS OF POLYFENOL ON REGULATION OF TRANSPORT Ca2+ NMDA- 
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Annotation. It is known that Ca2+ disturbance is ubiquitously involved in all Alzheimer's disease 
pathologies, it is likely that the use o f chemical agents or small molecules specific for Ca2+ channels, or the 
processing of proteins on the plasma membrane and membranes o f intracellular organelles to correct 
neuronal Ca2+dysregulation may open up a new approach to prevention and Alzheimer's disease 
treatment. The work shows a possible competition between polyphenol PC-6 and glutamate for the site of 
regulation o f the opening o f NMDA-receptor ion channels.

Keywords: synaptosome, NMDA-receptors, glutamate, calcium.
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Аннотация. Маълумки, Ca2+ бузилиши Альцгеймер касаллигининг барча 
патологияларида кенг тарцалган бфлиб, Ca2+ каналлари учун хос бфлган кимёвий воситалар, 
кичик молекулалар ёки нейронларни коррекция цилишда плазма мембранаси ва хужайра ички 
органеллалари мембраналаридаги оцсилларни цайта ишлаш билан Ca2+ дисрегуляциясини олдини 
олиш орцали Альцгеймер касаллигини даволаш ва профилактика цилишда янги ёндашувларни 
очиш имконини беради. Ушбу ишда NMDA-рецепторлари ион каналларини очилишини 
тартибга солувчи участкаси учун РС-6 полифеноли ва глутамат фртасида рацобат 
мавжудлигини кфрсатилади.

Калит сфзлар: синаптосома, NMDA-рецепторлари, глутамат, кальций.

Актуальность.
В настоящее время во всем мире отмечается неуклонный рост числа заболеваний 

нервной системы, относимых вследствие своей распространенности и последствий к 
категории социально значимых нейродегенеративных заболеваний вследствие нарушения 
кальциевого гомеостаза возбудимых нервных клеток мозга. Болезнь Альцгеймера (БА) 
является наиболее распространенным типом нейродегенеративного заболевания и 
характеризуется потерей памяти и снижением когнитивных функций, что в конечном 
итоге приводит к деменции [1]. Хотя этиология БА не определена, патологические 
признаки, связанные с БА представляют собой в основном накопление внеклеточных 
бета-амилоидных (Ар) бляшек и внутриклеточных нейрофибриллярных клубков, 
состоящих из гиперфосфорилированного тау-белка [2]. Более чем у 30 миллионов человек 
во всем мире развилась БА [3]. Клеточный гомеостаз Ca2+ играет ключевую 
регулирующую роль во многих аспектах физиологии нейронов, включая рост и 
дифференцировку, свойства потенциала действия, синаптическую пластичность, 
обучение и память. Нарушенный клеточный Ca2+ также вносит вклад в 
патофизиологические состояния, такие как некроз, апоптоз, дефицит аутофагии и 
дегенерация [4]. Гипотеза о том, что нарушение регуляции Са 2+ приводит к 
нейродегенерации, была впервые предложена доктором Хачатуряном в середине 80-х 
годов. Он предположил, что устойчивый дисбаланс клеточного Са2+ может нарушить
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нормальные функции нейронов и в конечном итоге привести к нейродегенеративным 
заболеваниям, включая БА [5]. Хотя различные виды нарушений Са2+ были 
зарегистрированы в клетках БА в течение более 30 лет [6], как амилоидные, так и тау- 
гипотезы были описаны как основные причинные факторы БА Лекарства, нацеленные на 
Ар, были в основном безуспешными, и нарушение Са2+ мог возникнуть раньше, чем 
отложение бляшек и клубков. Таким образом, препараты, нацеленные на коррекцию 
аномалии Са2+, могут предоставить альтернативную терапевтическую стратегию при БА. 
В этом обзоре мы рассмотрим механизмы, участвующие в нарушениях Са2+ при БА, и 
предложим понимание коррекции Са2+ нарушение как терапевтической стратегии для 
профилактики и лечения БА

Доказано, что канал T-типа может вносить вклад в экзоцитоз и может участвовать в 
спонтанной синаптической передаче. L-глутамат является основным возбуждающим 
нейротрансмиттером в головном мозге, который стимулирует канал Са2+, управляемый 
рецепторами. В зависимости от режима работы L-глутамат активирует два класса 
рецепторов, а именно ионотропный рецептор (iGluR) и метаботропный рецептор 
(mGluR). MGluR связаны с G-белками, которые генерируют сигналы Са2+, активируя 
фосфолипазу C или модулируя активность аденилатциклазы. В то время как а-амино-3- 
гидроксил-5-метил-4-изоксазол рецептор, чувствительный к пропионовой кислоте 
(AMPAR) и рецептор, чувствительный к N-метил -D-аспартату (NMDAR), являются двумя 
основными типами iGluR. И AMPAR, и NMDAR важны для пластичности нейронов, 
модулируя долгосрочную потенциацию (LTP) постсинаптических нейронов. NMDAR 
проницаем как для Na+, так и для Са2+. NMDAR-опосредованный приток Na+ способствует 
постсинаптической деполяризации, тогда как Са 2+, входящий через NMDAR, генерирует 
переходные процессы Са2+, способствующие транскрипции нейронов при индукции LTP 
[7]. Подобно iGluR, ионотропные пуринергические рецепторы проводят внеклеточный 
приток Са2+ в ответ на внеклеточный АТФ. Они являются основными постсинаптическими 
каналами входа Са2+ при потенциале покоя, когда NMDAR блокируются Mg2+, и их 
активация оказывает множественные модулирующие эффекты на синаптическую 
пластичность [8, 9].

Несколько терапевтических препаратов, которые в настоящее время нацелены на 
Са2+ каналы плазмы, получили хорошую эффективность на моделях БА in vitro и in vivo. 
Некоторые из них уже одобрены лекарстве для лечения БА (мемантин) или проходят 
клинические испытания (нимодипин) [10]. Однако все эти препараты нацелены на 
каналы плазматической мембраны, а не на наиболее распространенные нарушенные 
внутриклеточные пути передачи сигналов Са2+, такие как пути ЭР и лизосомы. 
Следовательно, необходимы дополнительные исследовательские усилия для выяснения 
роли внутриклеточного Са2+ в патогенезе БА По мере того, как наши знания о 
молекулярных механизмах, связывающих нарушения Са2+ с патологией БА, становятся 
более ясными, будут разработаны более специфические терапевтические агенты, 
нацеленные на каналы на мембранах внутриклеточных органелл, таких как ЭР, 
митохондрии и лизосомы, и дадут новую надежду на профилактику и лечение. 
Собранные все эти литературные данные показывает, что, в заболевание Альцгеймера 
есть гипотеза эксайтотоксичности глутамата [11]. Исходя из этого данные исследование 
посвящено механизм действие полифенольные соединении на глутамат связывающие 
участки NMDA-рецепторы синаптосомах головного мозга крыс.
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Целью исследования является характеристика механизма действия 
полифенолных соединений ПС-6 выделено из растений Pinus sylvestris L. в условиях in 
vitro на регуляцию транспорта Са2+ NMDA-рецепторов глутамата в синаптосомах мозга 
крыс.

Материал и методы. Эксперименты проведены на 20 беспородных крысах -самцах- 
альбиносах массой (200-250 г), содержащихся в стандартном рационе вивария. Все 
эксперименты проводились в соответствии с требованиями «Всемирного общества 
защиты животных» и «Европейской конвенции по защите экспериментальных 
животных» [12]. Синаптосомы получают методами двухэтапного [13]. 
центрифугирования. Вся процедура выделения осуществляется при 40С.

Для измерения количества мембраносвязанного Са2+ к синаптосомам, помещенным 
в среду, аналогичную, той которая использовалась для выделения клеток, но без апиразы 
и MgCl2, добавляли 20 мкМ хлортетрациклина (ХТЦ). Результаты выражали в процентах, 
принимая за 100% разность между максимальным значением интенсивности 
флуоресценции (флуоресценция красителя, насыщенного Са2+) и минимальным ее 
значением (флуоресценция индикатора в отсутствие Са2+), полученным после добавления 
ЭГТА. Количество цитозольного Са2+ рассчитывали по уравнению Гринкевича [14] в 
синаптосомах, выделенных из мозга крыс. Измерения проводились на универсальном 
спектрометре (USB-2000).

Результаты и их обсуждения. Известно, что при нейродегенеративной 
заболеваниях сопровождается, усилением глутаматергической передачи, происходящей 
за счет увеличения высвобождения глутамата. Возбуждающий нейротрансмиттер 
глутамат может вызывать повреждение и смерть нейронов, в связи с чем повреждающее 
действие глутамата на нейроны обозначено термином «токсичность возбуждающих 
аминокислот», или «эксайтотоксичность» [15,16,17].

В работе использованы синаптосомы, полученные из головного мозга крысы, 
которые являются адекватной и удобной моделью для изучения пресинаптических 
процессов. Об активности L-глутамата судили по изменению интенсивности 
флуоресцентного сигнала, по изменению цитоплазматических уровней свободного 
кальция [Ca2+]in.

В экспериментах было исследовано влияние глутамата на уровень 
внутриклеточного кальция в синаптосомах, из мозга крысы. Предварительно с помощью 
Са2+-чувствительного зонда хлортетрациклина (ХТЦ) установлено отношение 
флуоресценции, возбуждаемой светом с длинами волн 340 и 380 нм (F340/F380) в 
синаптосомах. При удалении Са2+ из внеклеточной среды, преинкубированием ЭГТА 
приводил к снижению флуоресценции на 5%. В присутствии в инкубационной среде 
ЭГТА, глутамат в концентрациях 1-100 мкМ дозозависимо увеличивает уровень 
флуоресценции на 25-48%, что свидетельствует об увеличении концентрации Ca2+ 
в цитозоле [Ca2+]in, вызванное глутаматом, обусловленным в первую очередь активацией 
мембранной проницаемости, перемещением Са2+ внутрь клетки и освобождением Са2+ из 
внутриклеточных депо (Рис. 1).
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Рисунок 1. Действие L-глутамата (50 мкМ) на интенсивность флуоресценции в 
суспензии синаптосом головного мозга крыс при инкубации с ЭГТА (1 мМ).
Показатель достоверности: * - P <0,05; ** - Р <0.01; *** - Р <0.001. (n = 6).

Кратковременная пресинаптическая пластичность, связанная с высвобождением 
нейромедиаторов, определяет форму ответа постсинаптического нейрона и играет ключевую 
роль в кодировании информации в нервной системе. Регуляция пресинаптических Ca2+ каналов 
может облегчать, либо инактивировать входящие потоки ионов Ca2+. Эта сильная зависимость 
высвобождения нейромедиатора от пресинаптического Ca^-тока может предсказать механизмы 
регуляции, которые будут оказывать воздействие на кратковременную пресинаптическую 
пластичность.

Переинкубирование ПС-6 (10-100мкМ) с комплексом ХТЦ-синаптосомы, увеличиваеться 
флуоресценции и соответственно, уровня [Са2+]т отличия от глутаматом (Рис. 2).

В следующеем эксперименты проводились комплексное действие полифеноле ПС-6 и L- 
глутамата на уровне [Са2+]т синаптосомах мозга крыс.

— Контроль 
— L-^yTaMaT(10-100MKM) 
- А -  ПС-6(10-100мкМ)

Концентрации мкМ

Рисунок. 2. Действие ПС-6 и L-глутамата в концентрациях (10-100 мкМ) на 
интенсивность ХТЦ-флуоресценсии суспензии синаптосомы мозга крысах. Показатель 
достоверности: * - P <0,05; ** - Р <0.01; *** - Р <0.001. (n = 6).

Предварительное переинкубирование ПС-6 (10мкМ) с синаптическими мембранами, 
затем добавление ХТЦ-глутамата приводило к снижению флуоресценции и уровню 
[Са2+]ш соответственно. Дозозависимое увеличение концентрации ПС-6 (10-100 мкМ), 
соответственно приводило к дозазависимому снижению эффекта глутамата (Рис.3.).

Действие глутамата наблюдались деполяризация синаптосомной мембраны и 
увеличение внутриклеточного кальция без заметного изменения концентрации
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внутренних ионов натрия. Повышению внутри синаптосомального кальция 
препятствовали при добавлении глутамата. Активация глутаматных рецепторе вызывает 
открытие кальциевых каналов ионотропные рецепторы, приток кальция в синаптосомы и 
деполяризацию синаптосомальной плазматической мембраны с последующим 
высвобождением аминокислотное нейротрансмиттеров.

Концентрации м к М

Рисунок 3. Влияние ПС-6 (10-100 мкМ) на интенсивность флуоресценции 
суспензии синаптосом мозга крыс в условиях инкубации с глутаматом (50 мкМ).
Показатель достоверности: * - P <0,05; ** - Р <0.01; *** - Р <0.001. (n = 6).

Глутамат частично уменьшает действие ПС -6, что может говорить о том, что часть 
наружного кальция поступает под влиянием ПС-6 также и через по открытые 
глутаминовое сайта и в месте кальциевые каналы NMDA-рецепторах.

Даже предварительное добавление глутамата не отменяет полностью действия ПС -6, 
что может говорить о том, что ПС -6 имеет несколько механизмов действия на нейроны 
мозга крысы, результатом которых является увеличение [Са2+}«.

Установлено, что инкубация ПС-6 (10-50 мкМ) в суспензии синаптосом значительно 
увеличивает интенсивность ХТЦ-флуоресценции. А при преинкубации с L-глутаматом 
(50 мкМ) ПС-6 (10-100 мкМ) существенно снижает интенсивность флуоресценции.

Из литературных данных известно, что, ионы Mg 2+ селективно блокируют активность 
NMDA-рецепторов. Глицин усиливает ответы NMDA-рецептора, увеличивая частоту 
открывания канала. При полном отсутствии глицина рецептор не активируется L- 
глутаматом.

Действительно, добавление в инкубационную среду (5 мкМ) глицина усиливало 
глутамат-зависимое увеличение флуоресценции на 15 -22%. В то же время ионы Mg2+ (50 
мкМ) ингибировали глутамат-индуцируемое освобождение Са2+из внутриклеточных депо 
(Рис. 4).
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Рисунок.4. Действие глицин и ионы Mg2+ на глутамат-индуцируемое Са2+ 
внутриклеточных депо. Показатель достоверности: * - P <0,05; ** - Р <0.01; *** - Р <0.001. (n 
= 6).

Известно, что глицин стимулирует эффекты глутамата, а конкурентные антагонисты 
рецептора, такие как АР5, токсин AV-2-1, могут предотвратить активацию глутамата. 
Другие препараты и ионы Mg2+ могут блокировать открытый канал посредством 
неконкурентного антагонизма. К этим препаратам относятся экспериментальный 
нейропротекторный препарат МК-801 и аргиолобатин [18].

Для выявления, возможного взаимодействия полифенола ПС-6 с участками 
перевозбуждения NMDA-рецепторов, ответственных за открытие кальциевых каналов, 
исследовано его действие на фоне неконкурентных антагонистов, таких как ионы магния, 
аргиолобатин и блокатора кальциевого канала -  нифедипина.

Показано, что ионы магния в миллимолярных концентрациях значительно 
ингибируют флуоресценцию комплекса глутамат-ХТЦ-синаптосома. Ингибирующее 
действие ионов магния на фоне ПС-6 (50 мкМ) флуоресценции комплекса ХТЦ- 
синаптосома не изменялось.

Ёя

Рис. 5. Влияние неконкурентного антагонисты NMDA-рецепторы Mg2+ и 
аргиолобатина на фоне ПС-6 на интенсивность флуоресценции и уровень [Са2+ ]in  в
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синаптосомах мозга крыс. Показатель достоверности: * - P <0,05; ** - Р <0.01; *** - Р <0.001. 
(n = 6).

В данных исследованиях показано, что в присутствии ПС-6 ингибирующее действие 
ионов магния (50 мкМ) изменение не наблюдено. Вероятно, это обусловлено, нет 
конкуренции между Mg2+ и ПС-6 за участки, стимулирующих открывание ионных Mg2+ 
каналов. Также показано, что действие аргиолобатина (10 мкМ) на кальциевые каналы 
NMDA-рецептора в присутствии ПС-6 (50 мкМ) не изменяется (Рис. 5).

При исследовании действия ПС-6 на кальций-зависимые процессы NMDA- 
рецептора были изучены на фоне блокатора Са2+-каналов L-типа нифедипина в 
синаптосомах мозга крыс.

Преинкубирование нифедипина (0,01 мкМ) с комплексом суспензии ХТЦ- 
синаптосома, приводил к снижению флуоресценции. Преинкубирование ПС-6 (50 мкМ) с 
комплексом суспензии ХТЦ-синаптосома, снижению флуоресценции не изменено. 
Преинкубирование ПС-6 (50 мкМ) на фоне нифедипина (0,01 мкМ) с комплексом ХТЦ- 
синаптосома, не приводило измениение флуоресценции (Рис. 6), что указывает, нет 
конкуренции между ПС-6 и нифедипином за участок регулирования дигидропиридин- 
чувствительных кальциевых каналов.
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Рис. 6. Влияние ПС-6 на кальций-зависимые процессы NMDA-рецептора на 
фоне нифедипина. Показатель достоверности: * - P <0,05; ** - Р <0.01; *** - Р <0.001. (n = 6).

Это объясняется что, ПС-6 не действует за участок регулирования дигидропиридин- 
чувствительных кальциевых каналов мембраны синаптосом мозга крыс.

Вывод. В этих исследованиях выявлено, что ПС-6 незначительно увеличивает 
флуоресценцию и уровень [Са2+]т соответственно в синаптических мембранах по 
сравнению с контролем. Полученные результаты показывают, о возможной конкуренции 
между ПС-6 и глутаматом за участок регуляции открывания ионных каналов NMDA- 
рецепторов. Выявлено, что действие ПС-6 ответственных за открытие кальциевых каналов 
с другими участками NMDA-рецепторов на фоне ионы магния, аргиолобатина и 
нифедипина изменение уровень [Са2+}« синаптосомах не наблюдено.

Полученные результаты свидетельствуют о том, что создание нейропроректорного 
препарата с терапевтическим действием для лечения болезнь Альцгеймера на основе 
данного полифенола в фармакологии имеет хорошие перспективы.
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UDK: 595.76
FARG'ONA VODIYSI PO'STLOQXO'R QO'NG'IZLARINING (COLEOPTERA, 

SCOLYTIDAE) EKOLOGIK-FAUNISTIK TAHLILI
Sultonov Davronjon Sharibjonovich 

Farg'ona davlat universiteti, biologiya kafedrasi

Annotatsiya. Farg'ona vodiysida po'stloqxo'r qo'ng'izlar (Scolytidae) oilasining 23 turi 
uchraydi. Po'stloqxo'rlarning 5 avlodiga mansub 7 turi (Scolytus carpini Ratz., Scolytus multistriatus 
Marsh., Scolytus ratzeburgi Janson., Ips hauseri Reitter., Hylurgus ligniperda F , Dryocoetes 
autographus Ratz., Pityogenes spessivtsevi Leb.) Farg'ona vodiysida ilk marta qayd etildi. 
Zararkunandalarning ommaviy ko'payishiga daraxtlar yoshining kattaligi, tuproq unumdorligi va 
namlikning pasayishi sabab bo'ladi.

Kalit so'zlar: po'stloqxo'r qo'ng'izlar, fauna, ekologiya, daraxt, buta, ommaviy ko'payish, 
populyatsiya, Farg'ona vodiysi

Аннотация. В Ферганской долине встречается 23 вида жуков-короедов относящихся к 
семейству (Scolytidae). 7 видов, относящихся к 5 родам короедов (Scolytus carpini Ratz., Scolytus 
multistriatus Marsh., Scolytus ratzeburgi Janson., Ips hauseri Reitter., Hylurgus ligniperda F , 
Dryocoetes autographus Ratz., Pityogenes vessiida spessivtsevi) были обнаружены в Ферганской 
долине впервые. Для массового роста вредителей, были такие причины как, увеличение возраста 
деревьев, плодородие почвы и уменьшение влажности.

Ключевые слова: короеды, фауна, экология, деревья, кустарники, массовое размножение, 
популяция, Ферганская долина.

Annotation. In the Fergana Valley, there are 23 species o f bark beetles belonging to the family 
(Scolytidae). 7 species belonging to 5 genera of bark beetles (Scolytus carpini Ratz., Scolytus 
multistriatus Marsh., Scolytus ratzeburgi Janson., Ips hauseri Reitter., Hylurgus ligniperda F, 
Dryocoetes autographus Ratz., Pityogenes vessiida spessivtseviida) were first discovered in the Ferghana 
Valley. For the massive growth o f pests, there were reasons such as an increase in the age o f trees, soil 
fertility and a decrease in moisture.

Key words: bark beetles, fauna, ecology, trees, shrubs, mass reproduction, population, Fergana
Valley.

Kirish. Po'stloqxo'r qo'ng'izlar daraxt va butalarning jiddiy zararkunandasi bo'lib, 
ularning turli mintaqalarda tez suratlarda tarqalish xususiyati ko'p yillardan buyon dunyo
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