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Аннотация: Жұмыста құрамында кальций-өткізуші AMPA-рецепторлары бар 

нейрондардың глутаматтық нейроуыттылыққа төзімділігін зерттеу бойынша 

нәтижелер берілген. 
Түйін сөздер: кальций, АМРА-рецепторлар, гиппокамп, глутамат, нейроуыттылық. 
 
L-глутамат (Glu) – омыртқалылардың орталық жүйке жүйесіндегі (ОЖЖ) негізгі 

қоздырғыш нейротрансмиттерлердің бірі. Ол əртүрлі клеткалық жəне синапстық 

функцияларды, клеткалардың өлімі мен тірі қалуын, қозғалыс функцияларды, оқу мен есте 

сақтауды бақылайды [1]. Сүтқоректілердің миындағы глутаматтың мөлшері дофамин 

немесе серотонин сияқты басқа да маңызды қоздырғыш нейротрансмиттердің 

концентрациясынан айтарлықтай жоғары [2, 3]. Глутамат ОЖЖ маңызды физиологиялық 

функциялармен қатар, эпилепсия жəне басқа да нейродегенеративті аурулардың 

патофизиологиясына қатысады [4-7]. Мидың жарақаты мен инсульті кезінде глутамат 

зақымдану аймағындағы нейрондар мен глиальды клеткалардың зақымдануы мен өліміне 

əкелетін күшті нейротоксинге айналады [8]. Клетка культураларын қолдана отырып in vitro 
жағдайындағы нейрондардың өлімінің механизмін зерттеудің ұзақ тарихына қарамастан, 

глутаматтың нейротоксикалық əсер ету механизмін толық түсінуге əлі қол жеткізілген жоқ.  
AMPA-рецепторлар (α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid) ОЖЖ-

дегі глутаматергиялық сигнализацияның басты делдалдары болып табылады. Олардың 

активациясы мен инактивациясы кинетикасының өте жылдам болуы постсинапстық 

мембрананың миллисекунд ішінде тез деполяризациялануына жəне нейрондар арасында 

импульстердің жоғары дəлділікпен таралуын қамтамасыз етеді. 
Глутаматты нейроуыттылыққа байланысты көптеген зерттеулер глутамат əсерінен 

дизрегуляция процестерінің пайда болуы мен дамуының жасушалық механизмдерін 

сипаттауға арналған. Көпшілік жағдайда глутаматтың əсерінен кейін клеткалардың 

қалпына келу мүмкіндігіне аз көңіл бөлініп келеді. Бұл жұмыс Glu нейроуыттылық 

дамуының əртүрлі жағдайларында жəне Glu əсерінен кейін қысқа уақыт аралығында Ca2+ 
гомеостазына əсерінің жасушалық механизмдерін қарастырады. 

Глутаматты нейроуыттылықтың дамуының клеткалық механизмдерін түсіну, сондай-
ақ глутаматтың əсерінен кейін клетка функциясының қалпына келуі инсульт қаупі бар ми 

ұлпасының зақымдалуына қарсы тұрудың жəне əртүрлі жарақаттардан кейін нейрондардың 

қайтымсыз өлімге ұшырайтын аймағын азайту əдістерін жасауға көмектеседі. 
Зерттеу материалдары мен әдістері 
Барлық эксперименттер лабораториялық практика кезіндегі жануарлардың пайдалану 

жəне күтімі туралы Ресей Федерациясының Денсаулық сақтау министрлігінің №708 (23 

тамыз, 2010 жылы бекітілген) Актімен жəне Еуропа Қауымының парламентінің 

зертханалық жануарларды пайдалану жəне қорғау туралы директивасымен бекітілген 

ережелерге сай өткізілді. Экспериментте Sprague-Dawley жаңа туылған тышқандардан 

бөлініп алынған гиппокамп нейрондары мен астроцит клеткаларының аралас 14 күн in vitro 
(DIV) өсірілген культурасы пайдаланылады. [Ca2+]i деңгейі жалпыға белгілі Grynkiewicz 

жəне əріптестерінің ұсынған техникасына сəйкес екі толқындық Fura-2 зондымен 

бағаланды. Клеткаларды бояу үшін құрамында соңғы концентрациясы 4 мкМ болатын 
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Хенкс ерітіндісінде Fura-2АМ эфирі пайдаланылды. Нейрондардағы [Ca2+]i-ның өзгерісі 

Fura-2 рентгенометриялық Ca2+ сезімтал зондының флуоресценттік интенсивтілігімен 

бағаланды. [Ca2+]i Hamamatsu C9100 жоғары жылдамдықты монохромды CCD 

камерасымен жəне Leica жоғары жылдамдықты қоздыру сүзгісін өзгерту жүйесімен 

жабдықталған Leica DMI6000B моторланған инвертирленген микроскопы негізінде 

кескінді талдау жүйесінің көмегімен өлшенді, өте жылдам дөңгелекті сүзгілерде 

(коммутация кезеңі 10-30 мс). Біз Leica HC PL APO 20 × / 0.7 IMM объективін қолдандық. 

Қоздыру көзі ретінде жоғары қысымды HBO 103W сынап шамы бар Leica EL6000 

жарықтандырғышы қолданылды. Fura-2 флуоресценциясы қоздырылған жəне BP340 / 30 

жəне BP387 / 15 қоздырғыш сүзгілері, FT410 сəулелік сплиттері жəне BP510 / 84 сəулелену 

сүзгісі бар FU2 сүзгілер жиынтығының көмегімен (Leica, Германия) жазылған. Екі түрлі 

арнада алынған кескіндердің кадрлары ImageJ бағдарламасымен өңделді. Жалғыз 

жасушалардың кальций реакциясының амплитудасы кескінді талдау жүйесімен өлшенді 

жəне 340 жəне 380 нм қозған кезде фура-2 флуоресценттік сигналдарының қатынасы 

ретінде көрінді. Реактивтер инкубациялық ортаны жылдам ауыстыруға мүмкіндік беретін 

арнайы перфузия жүйесін қолдана отырып, HBSS ерітіндісінің үздіксіз ағынында 

жүргізілді. Қайталанған тəжірибелер үшін 2-3 түрлі культураларының инокуляцияларынан 

2-5 жабын шыныда өсірілген культураларды қолданылды. N - экспериментте талданған 

нейрондардың саны; n - тəжірибелер саны. [Ca2+]i өзгерістері суреттерде фонды алып 

тастағаннан кейін 1 с уақыт аралығымен алынған сигналдардың 340/380 нм қатынасы 

түрінде көрсетілді. Барлық тəжірибелер 28-30°C температурада жүргізілді. Excel, ImageJ 

жəне Origin 2016 деректерді талдау, жоспарлау жəне статистикалық өңдеу үшін 

пайдаланылды. 
Нәтижелер және оларды талқылау 
Егеуқұйрықтың гиппокампының аралас культурасындағы желілік белсенділікті 

реттеудегі кальций-өткізуші AMPA-рецепторлары бар нейрондардың рөлін зерттеу, 

сонымен қатар аталған клеткалар популяциясының физиологиялық ерекшеліктерін, атап 

айтқанда əртүрлі патологиялық жағдайларда тұрақтылықты анықтау үшін біз культурадағы 

клеткалардың 30-50% өліміне əкелетін салыстырмалы түрде "жұмсақ" əсері бар 

эксперименттің оңтайлы хаттамасын таңдау міндетін қойдық.  
Глутамат – күшті нейротоксин деген көзқарас бұрыннан танылған. Жарты ғасырдан 

астам уақыт бұрын ғалымдар өз жұмыстарында тышқанның көз торының ішкі қабаттарына 

натрий глутаматын енгізу кезінде нейрондардың өлімі анықталды. J.W. Olney орталық 

жүйке жүйесінің құрылымдарында нейрондардың глутамат-индукцияланған өлімін 

анықтады [9]. Ол анықталған əсерді "эксайтоуыттылық" деп атады. Сонымен қатар, ол 

эксайтоуыттылықты глутаматтың антагонистері тоқтата алады деп болжады. 

Егеуқұйрықтардың мишығы клеткаларының культураларындағы нейрондардың өлімі 

глутаматтың дозасы 10 мкМ-ден жоғары болған кезде байқала бастайды. Нейрондардағы 

глутамат рецепторларының барлық түрлерін ұзақ жəне шамадан тыс ынталандыру 

клеткадан тыс глутамат 100 мкМ концентрациясында жүреді. Егер клеткаларда энергия 

таусылса, онда глутамат концентрациясының қалыпты деңгейі де эксайтоуыттылық 

тудыруы мүмкін. Сонымен, эксайтоуыттылық глутаматтың постсинаптикалық 

рецепторларының ұзаққа созылған немесе күшті активтенуі нəтижесінде пайда болады. 

Кейбір жедел немесе созылмалы неврологиялық бұзылулардың патофизиологиясы 

эксайтоуыттылықпен байланысты [1]. Осыған байланысты зерттеуге глутаматтық 

уыттылық моделі негізге алынды, бірақ классикалық модельдерден ерекшелігі глутаматты 

қолдану (100 мкМ) магний иондары бар ортада жəне глицинді қоспай жасалды.  
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Сурет 1 – Глутаматтың 1 минуттық қысқа мерзімді əсеріндегі кальцийлік жауап 

 
Тəжірибелер топтамасы глутаматтың 1, 3, 5 минуттық қайталанатын қысқа мерзімді 

əсерінен жəне ұзақтығы 15 минут болатын бір реттік əсер басталды. Ca2+ клеткаішілік 

концентрациясының қайтымсыз жоғарылауы (негізгі мəндерге дейін төмендемейді, əдетте 

тұрақты жоғары деңгейде сақталады) клетка қызметінің қайтымсыз бұзылуының критерийі 

ретінде қарастырылды, ол кейіннен оның өлімімен бірге жүреді. Кезекті глутамат қоспалар 

арасындағы интервал жазба жүргізілмеген уақытты ескергенде 15 минутты құрады.  
100 мкМ глутаматтың бір минуттық əсерімен жүргізілген тəжірибелерде кальций 

концентрациясының қайтымсыз жоғарылауы бар клеткалардың саны минималды 

болатындығын жəне соған ұқсас клеткалар төртінші рет қосқаннан кейін ғана пайда 
болатындығын көруге болады. Сонымен қатар, жуудан кейін кальций концентрациясының 

төмендеу ұзақтығы бойынша жасушалар топтарға бөлінетінін көруге болады (decay/артқы 

фронт). Эксперимент соңында біз 100 мкМ глутаматтың бес минуттық аппликациясын 

жасадық жəне бірқатар клеткалардағы артқы фронттың ұзақтығы едəуір артты, ал кейбір 

жасушаларда қайтымсыз жоғарылау пайда болды.  
Осыдан бір минуттық əсер біздің мақсаттарымызға жету үшін жеткіліксіз деп 

қорытынды жасауға болады. 
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Сурет 2 – Глутаматтың 2 минуттық (А) жəне 5 минуттық (В) қысқа мерзімді əсеріндегі 

кальцийлік жауап 



INTERNATIONAL SCIENTIFIC JOURNAL 
«GLOBAL SCIENCE AND INNOVATIONS 2021: CENTRAL ASIA» 

NUR-SULTAN, KAZAKHSTAN, OCTOBER 2021 

 

 

48 

 
Үш минуттық аппликация жағдайында баяу артқы фронты бар клеткалардың саны 

жəне Ca2+ клеткаішілік концентрациясының қайтымсыз жоғарылауы едəуір артады, ал 

қайтымсыз жоғарылауы бар клеткаларды 2 жəне 3 қысқа мерзімді глутамат қоспаларынан 

кейін анықтауға болады. 
5 минуттық глутамат аппликациясымен жүргізілген тəжірибе нəтижелері қысқа 

мерзімді 3 минуттық глутамат əсерімен салыстырғанда айтарлықтай ерекшеленді. Ca2+ 
жасушаішілік концентрациясының қайтымсыз жоғарылауы бар клеткалар екінші қоспадан 

кейін де анықталды, 2-суреттен көріп отырғанымыздай баяу жəне жылдам кальций клиренсі 

бар клеткалар тобы анықталды. Glu рецепторларының ұзақ (10-15 мин) стимуляциясынан 

кейін нейрондардың баяу өлуі цитозольдік Ca2+ ([Ca2+]i) концентрациясының тұрақты 

артуына байланысты екені белгілі, ол Glu əсерін тоқтатудан тыс мерзімде де сақталуы 

мүмкін. 
Глутаматтың жинақталуы глутамат рецепторларының: NMDA, AMPA, KAR 

гиперстимуляциясына əкеледі. Нəтижесінде Na+ жəне Ca2+ иондарының осы рецепторларға 

байланысты каналдар арқылы ағымы артады. Иондар концентрациясының артуынан кейін 

цитотоксикалық ісінуге əкелетін пассивті су ағыны жүреді. NMDAR глутаматтың 

нейротоксикалық аспектілерінде маңызды рөл атқарады [10]. Көптеген зерттеулер 

NMDAR-индукцияланған кальций эксайтоуыттылық "бірден қосылады", бұл оның пайда 

болу жылдамдығын көрсетеді. 
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