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ВПЛИВ НЕОСТИГМІНУ, ГЕКСАМЕТОНІЮ І МЕТИЛЛІКАКОНІТИНУ  
НА ВИСОКОПРОВІДНІ КАТІОННІ КАНАЛИ  

ЯДЕРНОЇ МЕМБРАНИ НЕЙРОНІВ ПУРКІНЬЄ МОЗОЧКА ЩУРІВ 
 

Високопровідні катіонні канали (LCC-канали), знайдені в обох ядерних мембранах нейронів Пуркіньє мозочка, є най-
більш розповсюдженим типом спонтанно-активних іонних каналів серед інших ідентифікованих. Їхні структура та фі-
зіологічні функції на сьогоднішній день залишаються невідомими, але результати попередніх робіт підтвердили їхню 
чутливість до низки речовин класу агоністів/антагоністів нікотинових ацетилхолінових рецепторів. Метою цієї ро-
боти було дослідити вплив інших речовин, що модулюють функціонування холінорецепторів, – неостигміну, гексаме-
тонію, метиллікаконітину на LCC-канали ядерної мембрани нейронів Пуркіньє мозочка щурів. Вплив перелічених речо-
вин оцінювали на основі змін таких біофізичних параметрів: амплітуди струму через канал, імовірності перебування 
каналу у відкритому стані, виникнення ефекту миготіння каналу. Іонні струми крізь поодинокі канали фіксували з вико-
ристанням методу петч-клемп у конфігурації nucleus-attached у режимі фіксації потенціалу.  

Серед досліджених у цій роботі речовин лише MLA і гексаметоній вплинули на функціонування LCC-каналів ядерної 
мембрани нейронів Пуркіньє мозочка. Гексаметоній у концентрації 2 ммоль/л зменшував Ро LCC-каналів на 46 % відносно 
контролю. Під впливом МLA спостерігали незначний ефект миготіння каналу ("poisson surprise" становив 2,14 у конт-
ролі та 3,81 за дії 200 мкмоль/л MLA, відповідно). Достовірної зміни біофізичних характеристик функціонування  
LCC-каналів за дії неостигміну не виявлено. Незважаючи на незначний ступінь ефективності дії описаних у роботі ре-
човин, відсутність характерного моделюючого впливу є вагомим аргументом на користь їх використання у медицині 
з огляду на їхній широкий терапевтичний потенціал. Варто зазначити, що встановлення фармакологічної чутливості 
LCC-каналів, незалежно від ступеня вираженості впливу речовини, є необхідним для комплексного аналізу закономірно-
стей впливу цих речовин на молекулярну динаміку досліджуваних каналів. Отримані результати матимуть також ва-
жливе значення для пошуку чи синтезу нових і більш ефективних інгібіторів LCC-каналів. 

Ключові слова: LCC-канали, неостигмін, гексаметоній, метиллікаконітин, ядерна мембрана. 
 
Вступ. Ядерна оболонка містить широкий профіль тра-

нспортувальних систем, які забезпечують "перенесення" 
між цитоплазмою, нуклеоплазмою та перинуклеарним про-
стором. Ядерно-поровий комплекс (далі ЯПК) наскрізно 
пронизує ядерну оболонку і забезпечує активний та пасив-
ний нуклеоцитоплазматичний транспорт. ЯПК є високосе-
лективним для макромолекул, але неселективним для іонів 
та метаболітів із Mr<60 кДа [12]. В обох ядерних мембранах 
щільно розміщені іонні канали різних типів із різною провід-
ністю, з яких LCC-канали (Large conductance cation 
channels) є найбільш численними на одиницю площі пове-
рхні серед спонтанно-активних іонних каналів [2]. Ці дані 
можуть свідчити про те, що така їх кількість обумовлена не-
обхідністю реалізації важливих фізіологічних процесів, які 
відбуваються у клітині.   

LCC-канали є потенціалзалежними іонними каналами 
з порівняно повільною кінетикою, вони селективні до од-
новалентних катіонів K+,  Na+,  Cs+ та непроникні для дво-
валентних катіонів Ca2+, Ba2+ і аніонів Cl–. Мають високу 
провідність: у ядерних мембранах нейронів Пуркіньє мо-
зочка 198 ± 27 пСм, за позитивних значень потенціалів де-
монструють високу ймовірність перебування у відкритому 
стані [15]. Однак структура цих каналів, а також їх фізіоло-
гічна роль у клітині на сьогоднішній день залишаються не-
визначеними, саме тому ми поставили за мету пошук їх 
специфічного блокатора, як необхідного інструмента для 
реалізації поставлених задач. 

Раніше було встановлено, що LCC-канали є чутли-
вими до речовин із класу блокаторів і активаторів  
н-холінових рецепторів. Холінергічні рецептори відпові-
дають за нервово-м'язову передачу сигналів і поділя-
ються на два класи: мускаринові (M-холінорецептори) та 
нікотинові (Н-холінорецептори) відповідно до їх специфі-
чного активатора – мускарину та нікотину. Серед н-холі-
норецепторів розрізняють два підтипи: N1 та N2, пери-
феричний/м'язовий та центральний/нейрональний рецеп-
тор, відповідно. Різний рівень їх експресії може визна-
чати різні шляхи розвитку у головному мозку, впливаючи 
на міграцію клітин, ріст нейронів та сигнальні шляхи [6]. 
У ссавців було ідентифіковано 11 субодиниць н-холіноре-
цепторів: α2–α7, α9, α10, β2–β4, хоча про функціональну 

значущість багатьох із них на сьогоднішній день відомо 
мало [24]. Деякі з н-холіномодуляторів, зокрема тубоку-
рарин, нікотин, броміди рокуронію та піпекуронію тощо 
ефективно інгібували LCC-канали [2, 10], але за відносно 
високих концентрацій (0,2–2 ммоль/л). Як продовження 
цих робіт ми обрали декілька наступних речовин для до-
слідження впливу на LCC-канали, а саме неостигмін (у 
формі фармакологічного препарату прозерину), гекса-
метоній та метиллікаконітин (MLA).  

 
Матеріали та методи. Дослідження виконано на яд-

рах нейронів Пуркіньє мозочка 3–4-тижневих щурів лінії 
Wistar відповідно до положень Європейської конвенції із 
захисту тварин, яких використовують у експериментах 
(Страсбург, 1986), а також положень Комітету з біоетики 
Інституту фізіології ім. О. О. Богомольця НАН України. 
У роботі був застосований електрофізіологічний метод 
дослідження поодиноких каналів patch-clamp у конфігура-
ції "nucleus-attached" у режимі фіксації потенціалу, мікро-
електроди виготовляли з боросилікатного скла ("Sutter 
Instruments", США), використовуючи вертикальний 
пуллер, та заповнювали охолодженим розчином такого 
складу (ммоль/л): KCl – 150; HEPES – 8; HEPES-калієва 
сіль – 12; EГTA – 1 (pH 7,2) – далі робочий розчин KCl.  

Петч-піпетки виготовляли двоетапно з боросилікат-
них заготовок. На першому етапі за вищої температури 
(81,6°С) трубочку-заготовку розтягували на централь-
ному відрізку з використанням обмежувача для утво-
рення звуженої ділянки – "шийки". На другому етапі за 
температури 62-65 °С (залежно від температури навко-
лишнього середовища) після розриву заготовки форму-
валися дві однакові петч-піпетки з опором 8-14 МОм. 

Зрізи мозочка завтовшки приблизно 400 мкм виготов-
ляли вручну на кріо-столику та переносили в охолоджений 
розчин такого складу (ммоль/л): калію глюконат – 150; 
HEPES – 10; HEPES-калієва сіль – 10 (рН 7,2), а також су-
міш інгібіторів протеаз (сОmplete Protease Inhibitor Cocktail 
tablets, "Roche", Німеччина) – 1,6 мг/мл, після чого заморо-
жували у пробірках типу Eppendorf за -20 °С. Ядра централь-
них нейронів ізолювали шляхом механічної гомогенізації 
розмороженого зразка тканини мозочка шприцем із  
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затупленою металевою голкою діаметром 0,7 мм. Після про-
цедури гомогенізації зразок осаджували центрифугуванням 
протягом 5 хв за g=2000 (4°С; miniSpin "EppendorfAG", Німе-
ччина). Після осадження супернатант замінювали на робо-
чий розчин KCl. Вміст пробірки з розчином ресуспендували, 
після чого додавали приблизно 30 мкл зразка у робочу ка-
меру об'ємом 200 мкл, попередньо заповнену робочим ро-
зчином KCl. Ядрам необхідно 4-7 хв для того, щоб осісти на 
дно камери, після чого її промивали охолодженим розчи-
ном KCl, щоб позбутися залишків клітин.  

Ядра нейронів Пуркіньє відрізняються більшим роз-
міром порівняно з ядрами інших нейронів та відсутністю 
другого ядерця порівняно з ядрами клітин Беца. Мето-
дика дозволяє швидко ізолювати інтактні ядра, придатні 
для проведення електрофізіологічних досліджень із ви-
користанням методу patch-clamp [15]. Діючі речовини 
вносили у камеру проточною аплікацією. 

Статистично-математичне опрацювання результатів 
досліджень здійснювали за допомогою програмного за-
безпечення Clampfit 10.7 та Origin 9.1. Залежно від серії 
експериментів оцінювали дозозалежність впливу речо-
вини і/або залежність її ефекту від потенціалу. Основними 
аналізованими біофізичними характеристиками були: ам-
плітуда струму крізь канал, імовірність його перебування 
у відкритому стані (Ро) та виникнення ефекту миготіння 
каналу. Статистичні результати представлено у вигляді  
М ± m, де M – середнє, m – стандартна похибка серед-
нього. Вірогідність різниці оцінювали на основі t-критерію 
Стьюдента (* – Р ≤ 0,05, ** – Р ≤ 0,01, *** – Р ≤ 0,001). 

Результати та їх обговорення. Базуючись на попе-
редніх даних стосовно фармакологічної чутливості  
LCC-каналів до речовин із класу н-ацетилхолінових мо-
дуляторів, ми продовжили дослідження впливу речовин 
цього класу на функціонування LCC-каналів. Характер 
впливу сполук, а також їх ефективність є необхідною 

умовою розробки системних підходів для розуміння ме-
ханізмів та закономірностей дії цих речовин на актив-
ність каналів у межах одного класу речовин. Усі обрані 
сполуки різною мірою знайшли терапевтичне застосу-
вання, тому встановлення будь-яких фізіологічних змін 
під їх впливом становить інтерес із позиції перегляду по-
тенціалу їх подальшого використання. 

Першою з досліджуваних у цій роботі речовин став 
неостигмін. Неостигмін (прозерин, Mr=223,296) C12H19N2O2 
– четвертинна амонієва сполука, парасимпатоміметик, ін-
гібітор ацетилхолінестерази, спрощений аналог фізостиг-
міну з більшою ефективністю дії [20]. Холінестерази – 
група ферментів, які гідролізують нейромедіатор ацетил-
холін, попереджаючи подальшу передачу нервового імпу-
льсу. Інгібітори холінестераз пролонгують ефект дії аце-
тилхоліну, призводячи до гіперстимуляції рецепторів, а та-
кож надмірного накопичення нейротрансміттеру у синапсах 
[7]. Неостигмін впливає на обидва класи холінергічних ре-
цепторів, але через особливості хімічної структури не про-
ходить гематоенцефалічний бар'єр. Активно використову-
ється у медицині для поліпшення м'язового тонусу людей з 
міастенією [9, 26], лікування глаукоми, псевдообструкції ки-
шечника, у післяопераційному періоді з метою припинення 
нервово-м'язової блокади, викликаної міорелаксантами [9, 
13, 26], а також як протидія деяким зміїним отрутам [14, 20]. 
Має вплив як на нервово-м'язові синапси, так і на синапси 
вегетативної нервової системи, що нерідко призводить до 
побічних ефектів [9, 13].  

Під впливом неостигміну не зареєстровано ані зміни 
амплітуди струму крізь канали, ані їх миготіння (n=4). Як 
видно з амплітудних діаграм до однієї з отриманих реєс-
трацій, спостерігали лише тенденцію до зменшення Ро 
за всіх значень прикладеного потенціалу, але достовір-
ної зміни не зареєстровано (рис. 1). 

 
 

Рис. 1. Типові реєстрації струму крізь LCC-канали ядерної мембрани нейронів Пуркіньє  
за аплікації неостигміну у концентрації 200 мкмоль/л (а) і його амплітудні діаграми (б); вольт-амперна характеристика (в)  

та амплітуда струму крізь LCC-канали (г) за дії неостигміну 
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Раніше нами показано, що гексаметоній не змінював 
амплітуду струму крізь LCC-канали ядерної мембрани 
кардіоміоцитів [2]. Продовжуючи вивчення впливу цієї 
речовини, ми оцінили її вплив на інші біофізичні параме-
три, такі як Ро та ефект миготіння каналу.  

Гексаметоній (гексану дибензолсульфонат, Mr=202,39) 
C12H30N2 – це четвертинна амонієва сполука, антагоніст 
нікотинових ацетилхолінових рецепторів [26]. Блокує пе-
редачу сигналу в автономних гангліях та нервово-м'язо-
вому синапсі шляхом блокування іонних каналів, асоці-
йованих із ацетилхоліновим рецептором [3]. Основний 
ефект полягає у блокуванні синаптичної передачі нікоти-
нових рецепторів на постгангліонарних вегетативних 
нейронах [18]. До того ж відомо, що гексаметоній здатен 
дозозалежно блокувати калієві канали саркоплазматич-
ного ретикулуму [8]. Він використовувався для терапев-
тичного лікування важких випадків гіпертензії, але через 

широкий спектр дії, включаючи блокування симпатичної 
та парасимпатичної систем, пізніше був замінений більш 
специфічними аналогами [16]. Більшість побічних ефек-
тів були безпосередньо пов'язані з гангліоблокуючою 
дією препарату та призводили до зниження артеріаль-
ного тиску. Деякі пацієнти під час терапії гексаметонієм 
скаржилися на труднощі у процесі читання [21, 23]. Сьо-
годні широко використовується як інструмент у наукових 
дослідженнях [16].  

Гексаметоній у концентрації 0,05-2 ммоль/л не зміню-
вав амплітуду струму крізь канал, ефекту миготіння та-
кож не виникало (n=5). Імовірність перебування у відкри-
тому стані за концентрації 2 ммоль/л достовірно змен-
шилась на 46 % (Р ≤ 0,01), тоді як у менших концентра-
ціях достовірних змін виявлено не було (рис. 2). 

 

 
 

Рис. 2. Репрезентативні фрагменти реєстрацій струму крізь LCC-канали ядерної мембрани нейронів Пуркіньє в контролі 
та після аплікації гексаметонію в різних концентраціях за потенціалу -40 мВ (а) та його амплітудні діаграми (б);  

зміна параметра Ро (** – Р ≤ 0,01) (в) за дії речовини 0,05-2 ммоль/л та її вплив на амплітуду струму крізь канал (г)  
 

У наступній серії експериментів продовжували дослі-
джувати вплив MLA на функціонування LCC-каналів яде-
рної мембрани [1]. 

MLA (метиллікаконітин, Mr=682,811) C37H50N2O10 – 
знайдений у рослинах дельфінію (рід Delphinium) погано 
розчинний у воді дитерпеноїдний алкалоїд [4, 19].  
Є селективним літиком α7- [5] та α3-субодиниць  
н-холінорецепторів із приблизною афінністю 1 нМ та  
20-40 нМ, відповідно [24], діє як потенційний антагоніст 
альфа-бунгаротоксину [5]. Блокує АТФ-керовані струми 
з більшою ефективністю, але меншою селективністю по-

рівняно з деякими іншими речовинами із класу блокато-
рів н-холінових рецепторів [11]. У електрофізіологічних 
експериментах, імітуючих умови in vivo, було зареєстро-
вано значне посилення відповіді α7-н-холінорецепторів 
при введенні пікомолярних концентрацій MLA. Під час 
досліджень із використанням методу мікродіалізу було 
встановлено властивість речовини впливати на відтік 
глутамату з гіпокампу, що, у свою чергу, корелює із про-
цесами пам'яті. Цей факт підкреслює потенціал викори-
стання MLA для поліпшення когнітивного сприйняття при 
неврологічних та психічних розладах [25]. Фармакологі-
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чна дія MLA аналогічна курареподібним речовинам: бло-
кує синаптичну передачу у вегетативних гангліях, нікоти-
нових синапсах ЦНС та скелетних нервово-м'язових си-
напсах [17, 19]. Також метиллікаконітин здатний знижу-
вати залежність організму від нікотину та каннабіноїдів, 
але питання про його терапевтичне застосування все ще 
залишається відкритим через суперечливі дані щодо 
його токсичності [22]. Володіє інсектицидною дією проти 
деяких комах [19]. Нітроген та C18 Оксиген у молекулі 
МLA є визначальними для її розпізнавання ацетилхолі-
новими рецепторами [17].  

Додавання MLA (50–500 мкмоль/л)  до середовища 
супроводжувалося виникненням слабкого ефекту миго-
тіння каналу. Зокрема, у контролі середня кількість по-
дій в одній пачці спрацьовувань (burst) становить 4, а 
ефект "poisson surprise" 2,14. Аналогічні показники за 
дії MLA у концентрації 200 мкмоль/л становили 4 та 
3,81, відповідно. У досліджуваних концентраціях MLA 
не впливав на амплітуду струму крізь досліджувані ка-
нали. Виявлено тенденцію до зменшення Ро, але через 
низьку вибірку з повною концентраційною залежністю 
(n=1) не можемо стверджувати про статистичну досто-
вірність цього ефекту (рис. 3).  

 

 
 

Рис. 3. Оригінальні реєстрації струму крізь LCC-канали ядерної мембрани нейронів Пуркіньє за аплікації MLA (а)  
та його амплітудні діаграми (б); концентраційно-залежна (0,05-0,5 ммоль/л) зміна показника Ро (в)  

та вплив MLA на амплітуду К+- струму крізь канал (г) 
 

Таким чином, серед досліджуваних нами речовин 
лише MLA і гексаметоній вплинули на функціонування 
LCC-каналів ядерної мембрани нейронів Пуркіньє мо-
зочка. Гексаметоній у концентрації 2 ммоль/л зменшу-
вав Ро LCC-каналів на 46 % відносно контролю. Під 
впливом МLA спостерігали незначний ефект миго-
тіння каналу ("poisson surprise" становив 2,14 у конт-
ролі та 3,81 за дії 200 мкмоль/л речовини). Достовірної 
зміни біофізичних характеристик функціонування 
LCC-каналів за дії неостигміну не виявлено. Незважа-
ючи на незначний ступінь ефективності дії описаних у 
роботі речовин відсутність характерного моделюючого 
впливу є вагомим аргументом на користь їх викорис-
тання у медицині з огляду на їхній широкий терапевти-
чний потенціал. Варто зазначити, що встановлення фа-
рмакологічної чутливості LCC-каналів до речовин із 
класу регуляторів н-ацетилхолінових рецепторів, неза-
лежно від ступеню вираженості їх впливу, є необхідним 
для комплексного аналізу закономірностей впливу цих 

речовин на молекулярну динаміку досліджуваних кана-
лів. Отримані результати матимуть також важливе зна-
чення для пошуку чи синтезу нових та більш ефектив-
них інгібіторів LCC-каналів.  

Подяка. Дослідження виконано за часткової підтри-
мки гранту на виконання проєктів науково-дослідних 
робіт (НДР) молодих учених НАН України (2021–
2022 рр.) (конкурсний проєкт "Фармакологічна чутли-
вість та експресія катіонних каналів великої провідно-
сті у ядрах клітин різного типу"); номер держреєстра-
ції 0121U112012. 
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ВЛИЯНИЕ НЕОСТИГМИНА, ГЕКСАМЕТОНИЯ И МЕТИЛЛИКАКОНИТИНА  
НА ВЫСОКОПРОВОДИМЫЕ КАТИОННЫЕ КАНАЛЫ ЯДЕРНОЙ МЕМБРАНЫ  

НЕЙРОНОВ ПУРКИНЬЕ МОЗЖЕЧКА КРЫС 
Высокопроводящие катионные каналы (LCC-каналы), найденные в обеих ядерных мембранах нейронов Пуркинье мозжечка, являются 

наиболее распространенным типом спонтанно-активных ионных каналов среди других идентифицированных. Их структура и физио-
логические функции на сегодняшний день остаются неизвестными, но результаты предварительных работ подтвердили их чувстви-
тельность к ряду веществ класса агонистов/антагонистов никотиновых ацетилхолиновых рецепторов. Целью этой работы было 
исследовать влияние других веществ, модулирующих функционирование холинорецепторов, – неостигмина, гексаметония, метилли-
каконитина на LCC-каналы ядерной мембраты нейронов Пуркинье мозжечка крыс. Влияние перечисленных веществ оценивали на основе 
изменений таких биофизических параметров: амплитуды тока, вероятности нахождения канала в открытом состоянии, возникнове-
ния эффекта мерцания канала. Ионные токи через одиночные каналы фиксировали с использованием метода пэтч-клемп в конфигура-
ции nucleus-attached в режиме фиксации потенциала. Среди исследуемых веществ только MLA и гексаметоний повлияли на функциони-
рование LCC-каналов ядерной мембраны нейронов Пуркинье мозжечка. Гексаметоний в концентрации 2 ммоль/л уменьшал Ро LCC-кана-
лов на 46 % относительно контроля. Под влиянием МLA наблюдали незначительный эффект мерцания канала (poisson surprise соста-
вил 2,14 в контроле и 3,81 при действии 200 мкмоль/л MLA, соответственно). Достоверного изменения биофизических характеристик 
функционирования LCC-каналов при действии неостигмина обнаружено не было. Несмотря на низкую степень эффективности дей-
ствия описанных в работе веществ отсутствие характерного модулирующего воздействия является весомым аргументом в пользу 
их использования в медицине, учитывая их широкий терапевтический потенциал. Следует отметить, что установление фармаколо-
гической чувствительности LCC-каналов, независимо от степени выраженности воздействия вещества, необходимо для комплекс-
ного анализа закономерностей воздействия этих веществ на молекулярную динамику исследуемых каналов. Полученные результаты 
также имеют важное значение для поиска или синтеза новых и более эффективных ингибиторов LCC-каналов. 

Ключевые слова: LCC-каналы, неостигмин, гексаметоний, метилликаконитин, ядерная мембрана. 
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THE EFFECT OF NEOSTIGMINE, HEXAMETHONIUM AND METHYLLYCACONITINE  
ON LARGE-CONDUCTANCE CATION CHANNELS IN THE NUCLEAR MEMBRANE  

OF CEREBELLAR PURKINJE NEURONS OF RATS 
Large-conductance cation channels (LCC-channels) were found in both (inner and outer) nuclear membranes of cerebellar Purkinje neurons. 

They are the most common type of intracellular spontaneously active ion channels among other identified. Their structure and physiological functions 
are still unknown, but the previous findings confirmed their sensitivity to a number of agonists/antagonists of nicotinic acetylcholine receptors. The 
purpose of the investigation was to estimate the effect of other regulators of the N-cholinoreceptors functioning – neostigmine, hexamethonium, and 
methyllycaconitine (MLA) on the LCC-channels in the nuclear membrane of cerebellar Purkinje neurons of rats. The effect of the agents was estimated 
based on changes in the following biophysical parameters: current amplitude, Po, channel flickering effect. Ion currents through single channels 
were registered using the patch-clamp technique in a nucleus-attached mode in voltage-clamp configuration. 

Among the studied substances, only MLA and hexamethonium influenced the LCC-channels functioning. Hexamethonium at a concentration of 
2 mM reduced the Po of the LCC-channels by 46%. Under the influence of MLA, a slight effect of channel flickering was observed ("Poisson surprise" 
was 2.14 in the control and 3.81 under the influence of 200 μM of the substance respectively). No significant change of the biophysical characteristics 
of the LCC-channels under the influence of neostigmine was detected. Despite the low efficiency as LCC-channels blockers, the lack or only slight 
effect is a strong argument in favor of the substance usage in medicine due to their wide therapeutic potential. The severity of their effects is necessary 
for a comprehensive analysis of the effect patterns of the abovementioned substances on the molecular dynamics of the studied channels. The 
results will also be important for the identification or synthesis of new and more effective inhibitors of the LCC-channels. 
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