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Kirish: Kalsiy ionlari neyronlarda 
signal uzatish, sinaptik plastiklik, neyro­
mediatorlar ajralishi hamda o‘rganish va 
xotira jarayonlarida markaziy o‘rin tutadi. 
Sinaptik faoliyatning asosiy regulyatorlar­
idan biri bo‘lgan glutamat ionotrop va me­
tabotrop retseptorlar orqali Ca²⁺ oqimini 
boshqaradi [1, 2]. Ayniqsa, NMDA-ret­
septorlari orqali Ca²⁺ ning hujayra ichiga 
kirishi neyron signalizatsiyasining muhim 
mexanizmlaridan hisoblanadi. NMDA-ret­
septorining normal ish faoliyati buzulishi 
epilepsiya holatiga olib kelishi ma’lum [3]. 
Chayon zaharlari ion kanallari va retsep­
torlarga yuqori selektivlik bilan ta’sir qi­
luvchi biologik faol peptidlar manbai sifa­

tida keng o‘rganilmoqda [4]. Mesobuthus 
eupeus chayoni zaharining ayrim kompo­
nentlari neyron ion kanallari faoliyatini 
modulyatsiya qilishi mumkin. Shu nuqtai 
nazardan  ushbu ishda Mesobuthus eu­
peus zahar fraksiyalarining sinaptosomal 
kalsiy transporti va ion kanallariga ta’sir­
ini aniqlash maqsad qilib olindi. 

Tadqiqotning maqsadi. Chayon za­
hari tarkibidagi peptidlarning ion kanal­
lariga ta’sirini o‘rganish.

Tadqiqot obyektlari va usullari. Tad­
qiqot ob’ekti sifatida Mesobuthus eupeus 
chayoni zaharidan ikki bosqichli xroma­
tografik ajratish usuli yordamida olingan 
IV-1–IV-9 fraksiyalar hamda sog‘lom oq 
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kalamushlar bosh miyasi sinaptosomalari 
xizmat qildi. 

Tadqiqotda differensial sentrifuga, 
fluorescent zond va spektrofotometriya 
usullaridan foydalanildi.

Gel filtiratsiya va ion almashinish 
xromatografiya usulida chayon zaxrini 
fraksiyalash. 

Avvalgi ishlarimiz asosida Mesobuthus 
eupeus chayon zaxri ikki bosqichli xroma­
tografiya usulida 9 ta fraksiyaga ajtratildi 
[5].

Kalamush bosh miyasidan sinapto-
somalarni ajratib olish. 

Kalamush bosh miyasidan sinaptoso­
malar suspenziyasi differensial sentrif­
ugatsiya usuli yordamida ajratib olindi. 
Izolyatsiya jarayoni C.W. Cotman tomo­
nidan ishlab chiqilgan va keyinchalik mod­
ifikatsiya qilingan metod asosida amalga 
oshirildi [6]. Kalamush bo‘yin umurtqa­
sini dislokatsiya qilish yo‘li bilan o‘ldiril­
di. Shundan so‘ng bosh suyagi jarrohlik 
usulida ochilib, bosh miya tezkor ravish­
da ajratib olindi. Olingan miya namunasi 
4 °C haroratda pH = 7,4 bo‘lgan inkubat­
siya muhitida gomogenezatsiya qilin­
di. Inkubatsiya muhitining tarkibi: 0,32 
M saxaroza, 0,01 M Tris-HCl va 0,5 mM 
EDTA. Gomogenezatsiya miya to‘qimasi va 
muhit nisbati 1:10 bo‘lgan holda amalga 
oshirildi. Sinaptosomalarni ajratib olish 
ikki bosqichli differensial sentrifugalash 
orqali bajarildi. Birinchi bosqichda go­
mogenat 4500 aylanish/minut tezlikda 10 
daqiqa davomida sentrifuga qilindi. Hosil 
bo‘lgan supernatant ehtiyotkorlik bilan 
ajratib olinib, ikkinchi bosqichda 14000 
aylanish/minut tezlikda 20 daqiqa davo­
mida sentrifuga qilindi. Olingan cho‘kma 
sinaptosomalar fraksiyasi sifatida ishlatil­
di va keyingi tajribalar uchun mos muhit­
da qayta suspenziyalandi.

Kalamush bosh miyasi sinaptoso-

malarida hujayra ichki Ca²⁺ konsen-
tratsiyasini aniqlash usuli.

Kalamush bosh miyasidan ajratib olin­
gan sinaptosomalar suspenziyasida hu­
jayra ichki kalsiy ionlari konsentratsiyas­
idagi o‘zgarishlar ([Ca²⁺]ᵢₙ) Grynkiewicz 
tomonidan ishlab chiqilgan metod asosida 
aniqlandi [7]. Sinaptosomalar tarkibida­
gi hujayra ichki Ca²⁺ miqdorini aniqlash 
uchun yuqori sezgirlikka ega bo‘lgan flu­
orescent zond – Fluo-4 AM qo‘llanildi. 
Tajribalarda sinaptosomalar konsentrat­
siyasi 1 × 10⁸ zarracha/ml qilib olindi. 
Fluo-4 AM fluoresent zondini tayyorlash 
uchun 1 mg quruq Fluo-4 AM kukuni 135 
μL dimetilsulfoksid (DMSO) da eritilib, 
1 mM konsentratsiyadagi ishchi eritma 
olindi [8]. Sinaptosomalarni bo‘yash ja­
rayonida 80 μL sinaptosoma suspenziyasi 
va 12 μL Fluo-4 AM eritmasi 2 ml Krebs–
Ringer bufer eritmasiga qo‘shildi. Olingan 
aralashma 37 °C da 30 daqiqa davomida 
inkubatsiya qilindi. Inkubatsiyadan so‘ng 
Fluo-4 AM sinaptosoma membranasi 
orqali hujayra ichiga kirib, hujayra ichki 
esterazalar ta’sirida asetoksimetil (AM) 
guruhi ajraladi va faol fluoresent shaklga 
o‘tadi. Fluo-4 AM yuqori affinitetga ega 
Ca²⁺ xelatori bo‘lib, hujayra ichki kalsiy 
ionlarini yuqori sezgirlik bilan aniqlash 
imkonini beradi. Zond past sitotoksiklikka 
ega bo‘lib, hujayra ichiga yaxshi penetrat­
siyalanadi. Ca²⁺ ionlari bilan bog‘langanda 
Fluo-4 kuchli floresans signal hosil qiladi, 
bu esa sinaptosomalar ichidagi [Ca²⁺]ᵢₙ 
o‘zgarishlarini real vaqt rejimida kuzatish 
imkonini beradi.

L-glutamatning faolligi taʼsirida flu­
oressensiya intensivligi o‘zgarishi va er­
kin kalsiy [Ca2+]in ning sitoplazmatik mi­
qdorining o‘zgarishlari bilan baholandi. 
Zamonaviy elektrofizilogik eksperimen­
tal tadqiqotlarda glutamat regulyatsiyasi 
mexanizmini tahlil qilish sinapslarda Ca2+ 
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transporti dinamikasini baholashning 
standart usuli hisoblanadi. Shu bilan birga 
Fluo-4AM fluoressentsiya zondidan foy­
dalanilishi fluoressensiya intensivligini 
qayd etish asosida sinaptosomalarda Ca2+ 
transportiga biologik faol moddalarni taʼ­
sirini baholash bo‘yicha etarlicha ishonch­
li maʼlumotlarni olish imkonini beradi.

Tajribalarda Ca2+–sezuvchi dastlab 
Fluo 4-AM zondi yordamida olib borildi. 
Fluo 4-AM xujayra ichki  kaltsiy miqdorini 
aniqlovchi zond bo‘lib, uni yordamida 
izolyatsiyalangan organenllalardan ibo­
rat suspentsiyalarda, butun to‘qimalar­
da va to‘qimalar tarkibidagi xujaylarda 
bo‘ladigan jarayonlarni o‘rganish imkoni­
yatini beradi. tajribalarda chayon zaxri 
fraktsiyalari Ca2+ ionlarini kompleks ho­
latda bog‘lab oluvchi (1mM) EGTA bilan 

inkubatsiya ([Ca2+]out=0 mM) qilinganida 
fluoressensiya intensivligi nazoratga nis­
batan o‘zgarishi o‘rganildi.

Ushbu fraktsiyalarni sinapslar kalt­
siy transportiga taʼsirini o‘rganganimizda 
IV-2, IV-3, IV-4, IV-5, IV-6, IV-7, IV-8 frakt­
siyalari 10mkg/ml kontsentratsiyada si­
naptosoma membranalaridagi Ca2+ ionlari 
miqdori oshganligi tufayli sinaptosomalar 
suspenziyasida fluoressensiya intensivlig­
ini oshirishi maʼlum bo‘ldi (1-rasm). IV-1, 
IV-3, IV-8 va IV-9 zahar fraksiyalari fluor­
essensiya intensivligiga taʼsir ko‘rsatmadi. 
Ushbu tajribalarda IV-2, IV-4, IV-5, IV-6, 
IV-7 zahar fraktsiyalari taʼsirida mem­
branaga bog‘liq kaltsiy miqdorini oshishi, 
ularning xujayra ichki kaltsiy depolariga 
taʼsir qilishidan dalolat beradi.

1-rasm. IV-1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 zaharlarining sinaptosomalar suspenziyasida 
Fluo 4-AM fluoressensiya intensivligiga taʼsiri. * – P < 0.05;  (n = 6).

Keyingi tajribalarda ushbu zahar frak­
siyalarini natriy kanallari blokatori Lam­
otridjin (50mkM), NMDA-retseptori an­
togonisti Mg2+ , va NMDA-retseptori ago­
nisti glitsin fonida tekshirildi. 

Potentsialga bog‘liq natriy kanallari 
ingibirlanishi natijasida presinaptik ter­

minallarda kaltsiy ionlari almashinuvi­
ga zahar fraksiyalarini taʼsirini aniqlash 
uchun biz Lamotrijin preparatidan foy­
dalandik. Lamotrijin presinaptik neyron 
membranalarini barqarorlashtirish orqali 
qo‘zg‘atuvchi neyromediator - glutamat­
ning chiqarilishini bloklaydi. Lamotrijin 
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glutamatning chiqarilishini modulyatsiya 
qilish orqali eksaytotoksiklikni oldini oladi 
va neyron tarmoqlarni barqarorlashtiradi

Keyingi tajribalarda IV-2, IV-4, IV-5 
zahar fraktsiyalarining natriy kanallari 
blokatori Lamotridjin (2 mkM) NMDA-ret­
septori antogonisti Mg2+, va agonisti glit­
sin fonida sinaptosomalar suspenziyasida  
Fluo-4 AM fluoressensiya intensivligiga 
taʼsiri o‘rganildi. IV-2 zahar fraktsiyasi si­
naptosoma suspenziyasi bilan inkubatsiya 
sharoitida fluoressensiya intensivligini 20 
% ga oshirdi, Lamotridjin 2 mkM esa 27 
% ga, IV-2 zahar fraktsiyasi va Lamotridjin 
inkubatsiyasida intensivlik 52 % ga osh­
di. Bunda IV-2 zahar fraktsiyasi va Lam­
otridjin o‘zaro sinergik taʼsir qilishi, yoki 
Lamotridjin IV-2 zahar fraktsiyasini kanal 
bilan bog‘lanishini stimullashini taxmin 
qilishimiz mumkin. IV-5 zahar fraktsiya­
si Lamotridjin bog‘lanadigan uchastkaga 
sezilarli taʼsir etmasligi aniqlandi. IV-5 za­
har fraktsiyasi sinaptosoma suspenziyasi 
bilan inkubatsiya sharoitida fluoressen­
siya intensivligini 40 % ga oshirdi, Lam­
otridjin 2 mkM esa 27 % ga, IV-5 zahar 
fraktsiyasi va Lamotridjin inkubatsiyasi­
da esa fluoressensiya intensivligini osh­

ishi kutilganidan nisbatan kam yaʼni 32 
% ni tashkil qildi. Bu Lamotridjinni IV-5 
zahar fraktsiyasi taʼsiriga nisbatan qis­
man antogonist ekanligini ko‘rsatadi va 
bir uchastkaga raqobatlashish natijasida 
Lamotridjin IV-5 zahar fraktsiyasi faollig­
ini kuchsiz ingibirlashini taxmin qilishimiz 
mumkin. Xulosa IV-2, va IV-5 zahar frakt­
siyalari natriy kanaliga bloklovchi taʼsir 
qilishini xulosa qilishimiz mumkin

IV-2, IV-4 va IV-5 zahar fraktsiyalari 
NMDA retseptorining magniy saytiga taʼ­
sirini o‘rganganimizda IV-2 va IV-4 zahar 
fraktsiyalari magniy bilan birgalikdagi 
inkubatsiyasida fluoressensiya intensivli­
gi zahar fraktsiyalariga nisbatan oshgan­
lishini, lekin magniyni o‘zini taʼsiriga nis­
batan susayganini ko‘rishimiz mumkin. 
Bundan IV-2 va IV-4 zahar fraktsiyalari va 
magniy o‘rtasida kuchsiz konkurent taʼsir 
mavjud deb xulosa qilishimiz mumkin. 
IV-5 zahar fraktsiyasi va magniy o‘rtasi­
da esa konkurent taʼsir IV-2 va IV-4 zahar 
fraktsiyalariga nisbatan ancha kuchliroq 
ekanligi aniqlandi (2-rasm). Xulosa: IV-5 
zahar fraktsiyasi NMDA retseptorining 
magniy saytiga taʼsir qilishini xulosa qil­
ishimiz mumkin.

2-rasm. IV-2, IV-4 va IV-5 zahar fraksiyalarining natriy kanallari blokatori 
Lamotridjin (2 mkM) NMDA-retseptori antogonisti Mg2+ va agonisti glitsin fonida 

sinaptosomalar suspenziyasida Fluo-4 AM fluoressensiya intensivligiga taʼsiri.  
* – P < 0.05;  (n = 6).
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IV-2, IV-4, IV-5 zahar fraktsiyalarini 
glitsin saytiga tekshirganimizda zahar 
fraktsiyalarini glitsin bilan inkubatsiya­
si sharoitida fluoressensiya intensivli­
gi glitsinga nisbatan deyarli o‘zgarishsiz 
bo‘ldi (2-rasm). Demak zahar fraktsiyalari 
glitsin saytiga taʼsir etmadi deb xulosa qil­
ishimiz mumkin.Demak biz zahar fraktsi­
yalarini glitsin saytiga taʼsir etmadi deb 
xulosa qilishimiz mumkin. 

IV-6 va IV-7 zahar fraksiyalari ham 
Lamotridjin, Mg2+ va glitsin fonida alohi­
da-alohida o‘rganildi. IV-6 zahar fraksiyasi 
sinaptosoma suspenziyasi bilan inkubat­
siya sharoitida fluoressensiya intensivlig­
ini 33 % ga oshirdi, Lamotridjin 2 mkM 
esa 27 % ga, IV-6 zahar fraktsiyasi va 
Lamotridjin inkubatsiyasida intensivlik 
53 % ga oshdi. Bundan IV-6 zahar fraktsi­

yasi Lamotridjin funktsiyasini stimullash­
ini taxmin qilishimiz mumkin. IV-7 zahar 
fraksiyasi va Lamotridjin inkubatsiyasida 
fluoressensiya intensivligi IV-7 zahar frak­
siyasiga va Lamotridjinga nisbatan deyarli 
o‘zgarmadi, demak IV-7 zahar fraktsiyasi 
natriy kanallariga taʼsir etmasligini tax­
min qilishimiz mumkin. IV-7 zahar fraksi­
yasini NMDA retseptorining magni saytiga 
taʼsirini o‘rganganimizda IV-7 zahar frak­
siyasi magniy bilan birgalikdagi inkubat­
siyasida fluoressensiya intensivligi zahar 
fraksiyasiga nisbatan oshganlishini, lekin 
magniyni o‘zini taʼsiriga nisbatan susay­
ganini ko‘rishimiz mumkin (3-rasm). 
Bundan IV-7 zahar fraktsiyasi va magniy 
o‘rtasida kuchsiz konkurent taʼsir mavjud 
deb xulosa qilishimiz mumkin.

3-rasm. IV-6 va IV-7 zahar fraksiyalarining natriy kanallari blokatori  
Lamotridjin (2 mkM), NMDA-retseptori antogonisti Mg2+ va agonisti glitsin fonida 

sinaptosomalar suspenziyasida Fluo-4 AM fluoressensiya intensivligiga taʼsiri.   
* – P < 0.05;  (n = 6).

Muhokama 
Olingan natijalar Mesobuthus eupeus 

zaharining ayrim fraksiyalari sinaptoso­
mal kalsiy homeostazini modulyatsiya 

qilish qobiliyatiga ega ekanligini ko‘rsat­
adi. Ayniqsa, IV-2, IV-4, IV-5 va IV-6 frak­
siyalarining natriy kanallari va NMDA-ret­
septorlari bilan funksional o‘zaro ta’siri 
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ularning neyron qo‘zg‘aluvchanligiga bev­
osita ta’sir ko‘rsatishini anglatadi. Ushbu 
fraksiyalar Ca²⁺ oqimini oshirish orqali 
sinaptik uzatishni kuchaytirishi mumkin. 
Xulosa Mesobuthus eupeus chayoni zaha­
ridan ajratilgan ayrim fraksiyalar sinapto­
somal Ca²⁺ transportini faol modulyatsiya 
qiladi. IV-2, IV-4, IV-5 va IV-6 fraksiyalari 
natriy kanallari va NMDA-retseptorlari 
orqali ta’sir ko‘rsatib, sinaptik kalsiy ho­
meostazini o‘zgartiradi. Bundan tashqa­
ri Plazma membranasi kalsiy ATFazlari 
(PMCAs)yoki Na⁺/Ca²⁺ almashinuvchi­
lari faol-ligini oshirish kabi kompensat­
sionmexanizmlar sitozol orqali kalsiyning 
oshishiga yordam berishi orqali kalsiy 
yetishmovchiligini yanada kuchaytirishi 
mumkin. [9].  Ushbu fraksiyalar neyrofar­
makologik tadqiqotlar va yangi ion-kanal 
modulyatorlarini yaratish uchun istiqbolli 
biologik faol moddalar hisoblanadi.

Xulosa. Mesobuthus eupeus chayo­
ni zaharidan ajratilgan fraksiyalarning 
kalamush bosh miyasi sinaptosomalar­
ida Ca²⁺ transportiga ta’siri o‘rganildi. 
Olingan natijalar IV-2, IV-4, IV-5 va IV-6 
fraksiyalarining sinaptosomalarda hu­
jayra ichki Ca²⁺ miqdorini sezilarli dara­
jada oshirishini ko‘rsatdi. Lamotridjin, 
Mg²⁺ va glitsin ishtirokidagi tajribalar 
ushbu fraksiyalarning natriy kanallari 
va NMDA-retseptorlari bilan funksional 
bog‘liqligini ko‘rsatdi. Ayniqsa, IV-5 frak­
siyasi NMDA-retseptorining Mg²⁺-sezgir 
mexanizmlari bilan o‘zaro ta’sir qilishi 
mumkinligi aniqlandi. Olingan natijalar 
Mesobuthus eupeus zahari tarkibida si­
naptik kalsiy homeostazini modulyatsiya 
qiluvchi biologik faol peptidlar mavjudlig­
ini ko‘rsatadi. Ushbu fraksiyalar neyrofar­
makologik tadqiqotlar va yangi ion-kanal 
modulyatorlarini yaratishda istiqbolli 
manba bo‘lib xizmat qilishi mumkin.
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ВЛИЯНИЕ ЯДА СКОРПИОНА MESOBUTHUS 
EUPEUS НА СИНАПТОСОМАЛЬНЫЙ 

ТРАНСПОРТ КАЛЬЦИЯ

Фазлиддинов Шамсиддин  
Жамолиддин ўғли1, 

Қозоқов Ислом Бахтиярович2, 
Насиров Қобил Еркинович2, 

Мирзаахмедов Шарафитдин Яшинович1

1Институт биоорганической химии имени 
акад. А. С. Садыкова АН РУз

2Национальный университет Узбекистана 
им. Мирзо Улугбека Институт биофизики и 

биохимии

В данном исследовании изучено влияние 
фракций яда скорпиона Mesobuthus eupeus, 
выделенных из яда, на транспорт ионов 
кальция (Ca²⁺) и активность ионных каналов 
в синаптосомах головного мозга здоровых 
крыс. Девять фракций яда (IV-1–IV-9) были 
оценены по их воздействию на динамику си-
наптосомального Ca²⁺. В экспериментах ис-
пользовали флуоресцентный зонд Fluo-4 AM, 
чувствительный к Ca²⁺. Для определения 
участия NMDA-рецепторов и потенциал-за-
висимых натриевых каналов применяли ла-
мотриджин, Mg²⁺ и глицин. Полученные ре-
зультаты показали, что фракции IV-2, IV-4, 
IV-5 и IV-6 значительно усиливают транс-
порт Ca²⁺ и функционально связаны с на-
триевыми каналами и NMDA-рецепторами. 
Эти фракции представляют интерес как 
биологически активные пептиды, способ-
ные модулировать синаптический кальцие-
вый гомеостаз. 

Ключевые слова: Mesobuthus eupeus, си-
наптосома, транспорт Ca²⁺, NMDA-рецеп-
тор, яд скорпиона.

EFFECTS OF MESOBUTHUS EUPEUS 
VENOM ON CALCIUM TRANSPORT IN 

SYNAPTOSOMES

Fazliddinov Shamsiddin Jamoliddin 
o‘g‘li1, Qozoqov Islom Baxtiyarovich2, 

Nasirov Qobil Erkinovich2, 
Mirzaaxmedov Sharafitdin 

Yashinovich1

1Institute of Bioorganic Chemistry, Academy 
of Sciences of the Republic of Uzbekistan.
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In this study, the effects of venom 
fractions isolated from the scorpion 
Mesobuthus eupeus on calcium ion (Ca²⁺) 
transport and ion channel activity in 
brain synaptosomes of healthy rats were 
investigated. Nine fractions (IV-1–IV-9) 
isolated from the venom were evaluated 
for their effects on synaptosomal Ca²⁺ 
dynamics. A Ca²⁺-sensitive fluorescent 
probe, Fluo-4 AM, was used in the exper-
iments. To determine the involvement of 
NMDA receptors and voltage-gated sodi-
um channels, lamotrigine, Mg²⁺, and gly-
cine were applied. The obtained results 
showed that fractions IV-2, IV-4, IV-5, and 
IV-6 significantly enhanced Ca²⁺ trans-
port and demonstrated their functional 
association with sodium channels and 
NMDA receptors. These fractions are of 
interest as biologically active peptides 
capable of modulating synaptic calcium 
homeostasis. Keywords: Mesobuthus 
eupeus, synaptosome, Ca²⁺ transport, 
NMDA receptor, scorpion venom.


