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Методом patch-clamp у конфігурації ціла клітина, досліджено вплив опіоїдів на Р2Х3-рецептори 
у нейронах задньокорінцевих гангліїв (ЗКГ). Показано, що активація опіоїдних G-білоксполучених 
рецепторів ендогенним лігандом – лейенкефаліном, призводить до подвійного впливу на Р2Х3-
рецепторопосередковані струми (Р2Х3-струми). Аплікація лейенкефаліну (1 мкмоль/л) повністю 
пригнічувала амплітуди Р2Х3-струмів. Проте після преінкубації нейронів у токсині коклюшу – 
блокаторі інгібувальних Gi/o-білків, та сама концентрація лейенкефаліну викликала стимулювання 
Р2Х3-струмів. Блокування активності фосфоліпази С повністю усувало як стимулювальний, так 
і пригнічувальний ефекти лейенкефаліну на Р2Х3-струми. Таким чином, нами вперше показано, що 
агоністи опіоїдних рецепторів викликають два протилежно спрямовані впливи на Р2Х3- рецептори 
нейронів ЗКГ щурів, обидва з яких опосередковані активацією фосфоліпази С. Результати цих до-
сліджень відкриють можливий молекулярний механізм добре відомого переходу від пригнічувальної 
дії опіоїдів (аналгезії) до стимулювальної (гіпералгезії). 
Ключові слова: Р2Х3-рецептори; опіоїдні рецептори; лейенкефалін; фосфоліпаза С; токсин коклю-
шу; G-білки.

ВСТУП 

Важливою складовою системи пуринергічної 
сигналізації ссавців є іонотропні Р2Х-рецеп-
тори, котрі активуються зовнішньоклітинним 
аденозинтрифосфатом і беруть участь у гене-
рації больового сигналу. Численні дослідження 
свідчать, що гомомерні Р2Х3- та гетеромерні 
Р2Х2/3- рецептори екпресуються у нейронах 
задньокорінцевих гангліїв (ЗКГ) ссавців і 
беруть участь у процесах ініціації гострої бо-
льової поведінки, гіпералгезії та алодинії [1,2].

Відомо, що рецептори таких прозапаль-
них медіаторів, як простагландин, брадикінін 
і субстанція Р, коекспресуються з Р2Х3- ре-
цепторами в периферичних терміналях сен-
сорних нейронів і стимулюють активність 
останніх, внаслідок чого посилюється больо-
вий сигнал [3,4]. Ці рецептори сполучені з 
Gq-білками, що активують фосфоліпазу С 

(ФЛС), котра гідролізує фосфатидилінози-
тол-4,5-дифосфат (ФІФ2) і призводить до 
утворення діацилгліцеролу (ДАГ) та інози-
тол-1,4,5-трифосфату (ІФ3) [5]. Інші G-бі-
локсполучені рецептори є представниками 
ендогенної опіоїдної системи (рецептори 
µ, δ, κ), активація яких призводить до при-
гнічення больового сигналу [6 – 8]. Вста-
новлено, що активація опіоїдних рецепторів 
впливає на Р2Х2/3-рецептори у нейронах 
нижнього шийного ганглію, спричинюючи 
знеболення [9]. Відомо, що опіоїдна ана-
лгетична система може модулювати больові 
відчуття як на рівні ЦНС, так і на периферії. 
Периферична опіоїдноіндукована аналгезія 
має перевагу над центральною, оскільки 
вона позбавлена таких побічних ефектів, як 
пригнічення дихання, депресія, наркотична 
залежність тощо [10]. 
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Метою нашої роботи був пошук моле-
кулярних механізмів взаємодії опіоїдної та 
пуринергічної систем у первинних ноци-
цепторах. 

МЕТОДИКА

Експерименти проводили на культивованих, 
протягом 24 год, нейронах ЗКГ щурiв, дiа-
метром 10–30 мкм. У дослiдженнях вико-
ристовували бiлих щурiв лiнiї Вiстар вiком 
8 дiб. Після декапітації тварини розтинали 
спинномозковий канал та видаляли груднi і 
поперекові ЗКГ. Видiленi ганглiї вмiщували 
у чашку Петрi з розчином (нормальний роз-
чин) такого складу (ммоль/л): NaCl – 130; 
KCl – 5; СаСl2 – 2; MgCl2 – 2; HEPES – 10; 
(pH доводили до 7,3 за допомогою NaOH). 
Ферментацію гангліїв проводили в середо-
вищі МЕМ з додаванням колагенази (тип IV) 
– 1,3 мг/мл і трипсину – 4мг/мл, iнкубували 
протягом 30 хв, при 34 °С. Ферментативну 
реакцію інгібували розчином середовища 
МЕМ, що містив 10 ммоль/л НЕРЕS та 10% 
ембріональної сироватки крові телят, при 
20 – 22 °С протягом 5 хв. Ізольовані кліти-
ни отримували механічно, застосовуючи 
піпетки Пастера різних діаметрів. Клітинну 
суспензію висівали на покривне скельце, що 
знаходилось у стерильних чашках Петрі, які 
містили 2 мл середовища МЕМ. Отриманi в 
такий спосiб нейрони інкубували при 37 °С та 
5% СО2 протягом 24 год. Ці нейрони викори-
стовували у подальших електрофiзiологiчних 
дослідженнях.

Реєстрацiю струмiв проводили з засто-
суванням методу patch-clamp у конфігурації 
ціла клітина при кімнатній температурі (20 
– 22°С). Трансмембранні струми вимiрюва-
ли з використанням пiдсилювача Axopatch 
200B (“Axon Instruments”, США), фiльтру-
вали з частотою зрiзу 2 кГц за допомогою 
двополюсного фiльтра Бесселя та оцифро-
вували аналого-цифровим перетворювачем 
– Digidata 1200B (“Axon Instruments”, США). 
Мiкропiпетки заповнювали стандартним 

внутрiшньоклiтинним розчином, що містив 
(ммоль/л): KCl – 130; Hepes – 10; ЕГТА – 
10; ГТФ – 0,5; ATФ – 5; (pH доводили до 7,3 
за допомогою КОН). Р2Х3-струми викли-
кали прикладанням 30 мкмоль/л агонiста 
(a,b-Мe-АТФ) протягом 250 мс кожнi 2 хв. 
Це дало змогу отримувати вiдтворюванi 
Р2Х3-струми протягом усього експерименту. 
Пiдтримуваний потенцiал становив −80 мВ. 
Для з’ясування впливу опіоїдів на активність 
Р2Х3-рецепторів, їх аплікували на досліджу-
вані нейрони, поки зумовлений ними ефект 
не сягав стаціонарного рівня. Вплив опiоїду 
на Р2Х3-рецептори виражали як вiдношен-
ня амплiтуди струму за даної концентрацiї 
ліганда – I (пiсля досягнення стацiонарного 
рiвня) до амплiтуди контрольного струму 
– I0. Значення представлені як середнє ± 
стандартне вiдхилення. Статистичний аналiз 
проводили за допомогою критерію t Стьюден-
та. Рiзницю вважали значущою при P < 0,05. 
Статистичну обробку одержаних результатiв 
проводили в програмному пакетi Origin 8.0 
(OriginLab Corporation,США). Дiючi речови-
ни (агонiсти Р2Х3- та опiоїдних рецепторiв, 
налоксон) додавали до нормального розчину. 
Всi хiмiчнi сполуки, виробленi компанiєю 
“Sigma” (США).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Прикладений a,b-Мe-АТФ (30 мкмоль/л) на 
досліджувані нейрони ЗКГ, при підтриму-
ваному потенціалі –80 мВ, викликав появу 
трансмембранного Р2Х3-струму у 62% клітин 
(n=56). Ендогенний опіоїд – лейенкефалін, 
аплікований у концентрації 1 мкмоль/л, при-
зводив до повного інгібування Р2Х3-струмів 
на (99 ± 1%; n = 6; Р< 0,001; див. рис. 1,а,б; 
2,2) у 25,8% від загальної кількості проте-
стованих нейронів. Клітини, не чутливі до 
впливу опіоїдів, не використовувались у 
подальших дослідженнях. 

Антагоніст опіоїдних рецепторів налок-
сон у концентрації 50 нмоль/л прикладений 
на тлі лейенкефаліну протягом 6–8 хв пра-
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ктично повністю усував пригнічувальний 
ефект останнього (95 ± 6%; n = 5, Р< 0,05; 
див. рис. 2,3). Цей результат вказує на те, 
що вплив вищезазначеного опіоїду на Р2Х3-
струми здійснюється внаслідок активації 
його рецепторів. 

Останні дослідження на високопорогових 
кальцієвих каналах N-типу у нейронах ЗКГ 
показали, що опіоїдні рецептори можуть іс-
нувати у двох конформаційних станах і бути 
зв’язаними з інгібувальними (Gі/о) або стиму-
лювальними (Gs та Gq) гетеротримерними G-
білками [4,5,11]. Токсин коклюшу вибірково 
блокує Gі/о-білки, при цьому не впливаючи 
на активність Gs-білків [11]. Отже, якщо 
інгібувальний вплив лейенкефаліну на Р2Х3- 
рецептори опосередкований Gі/о-білками, то 
блокування останніх повинно призвести до 
стимулювання Р2Х3-струму. 

Для перевірки цього припущення ЗКГ 
нейрони інкубували з 250 нг/мл токсину ко-
клюшу протягом 24 год. Після такої інкубації 
1 мкмоль/л лейенкефаліну призводив до діа-
метрально протилежного ефекту: відбувалося 
стимулювання Р2Х3-струмів на 11 – 45%  
(n = 5; див. рис. 1,б; 2,4) у всіх опіоїдчутливих 
нейронах. Таким чином, наші досліджен-
ня вказують на те, що активація опіоїдних 
рецепторів викликає подвійний вплив на 
Р2Х3-струми і цей ефект опосередкований 
G-білками. Вочевидь, висока ефективність 
пригнічувального шляху (Gі/о-білки) маскує 
стимулювальний вплив білків Gs- та Gq- типу 
у нормальних умовах.

Відомо, що активація Gі/о-білків призво-
дить до зменшення вмісту внутрішньоклітин-
ного циклічного аденозинмонофосфату 
(цAMФ), що може впливати на активність 
P2X3-рецепторів. За цих умов внутрішньо-
клітинний розчин не містив цAMФ. Більше 
того, висока концентрація в клітині цAMФ 
(0,5 ммоль/л) не запобігала пригніченню ак-
тивності Р2Х3-струмів лейенкефаліном (див. 
рис. 2,5). Тому малоймовірно, що пригні-
чення Р2Х3-струмів пов’язане зі зниженням 
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Рис 1. Подвійний вплив лейенкефаліну на Р2Х3-струми в 
нейронах задньокорінцевих гангліїв: 1 - a,b-Мe-АТФ (30 
мкмоль/л); 2 – лейенкефалін (1 мкмоль/л); 3 – відмивка; 
а – інгібування, б – стимулювання (після інкубації з ток-
сином коклюшу)
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Рис 2. Вплив лейенкефаліну (1 мкмоль/л) на Р2Х3-струми 
в нейронах задньокорінцевих гангліїв: 1 – контроль; 2 – 
лейенкефалін; 3 - лейенкефалін і налоксон (50 нмоль/л); 4 – 
лейенкефалін після інкубації нейронів у токсині коклюшу 
(250 нг/мл); 5 – лейенкефалін за умов внутрішньоклітин-
ного підвищення вмісту цАМФ (0,5 ммоль/л), *Р<0,05; 
*** Р<0,001  порівняно з контролем
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вмісту цAMФ, внаслідок опіоїдіндукованого 
інгібування активності аденілатциклази (АЦ) 
[12]. Отже, класичного внутрішньоклітин-
ного шляху опіоїдної сигналізації, котрий 
пов’язаний з пригніченням АЦ гетеротример-
ними Gі/о-білками наразі не спостерігається.

Відомо, що ліпідний компонент плазма-
тичної мембрани -фосфатидилінозитол-4,5-
дифосфат (ФІФ2) чинить регуляторний вплив 
на мембранні протеїни та іонні канали, в тому 
числі і на Р2Х3-рецептори. Виснаження пулу 
ФІФ2 призводить до інгібування активності 
останніх, а додавання його до цитозолю має 
зворотний ефект [13]. Тому опіоїдіндукована 
активація ФЛС [14] і в свою чергу гідроліз 
ФІФ2 може лежати в основі інгібування 
Р2Х3-струмів. Для перевірки цієї гіпотези, 
нами було застосовано селективний інгібітор 
ФЛC – U-73122, який усував інгібувальну дію 
лейенкефаліну на 87 ± 11% (n = 4; Р< 0,05; 
рис. 3,а; в,2). Цей феномен міг би виявити 
прихований стимулювальний компонент 
подвійного впливу опіоїду на Р2Х3-струми. 
Проте U-73122 відновлював амплітуди Р2Х3-

струмів, інгібовані лейенкефаліном, лише до 
контрольного рівня. Це спостереження дало 
змогу припустити, що викликані опіоїдом 
інгібування та стимулювання Р2Х3-струмів 
опосередковані ФЛС. Результат експерименту 
(див. рис. 3,б, в,3) доводить, що стимулю-
вальний вплив ендогенного опіоїду на Р2Х3-
струми у оброблених токсином коклюшу 
нейронах повністю інгібується U-73122. 

Цей парадоксальний висновок добре уз-
годжується з даними [15], стосовно регуляції 
Р2Х3-рецепторів іншими метаботропними 
шляхами. Наприклад, активація P2Y2-рецеп-
торів чинить інгібувальний вплив на Р2Х3-
рецептори через чутливі до токсину коклюшу 
Gі/о-білки та ФЛС [15]. З іншого боку, актива-
ція не чутливих до токсину коклюшу Gq-біл-
ків, сполучених з рецепторами брадикініну та 
субстанції Р, лежить в основі стимулювання 
Р2Х3-струмів через каскад ФЛС/ФІФ2/ДAГ/
ПKC [16,17]. Таким чином, різні типи мета-
ботропних, G-білоксполучених рецепторів 
може викликати як інгібування, так і стиму-
лювання Р2Х3-струмів. Взаємодія опіоїдних 
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Рис 3. Усунення інгібувального (а) та стимулювального 
(б) впливів лейенкефаліну на Р2Х3-струми блокатором 
фосфоліпази C (U – 73122): 1 - a,b-Мe-АТФ (30 мкмоль/л); 
2 – лейенкефалін (1 мкмоль/л); 3 – U – 73122 (1 мкмоль/л), 
прикладений на тлі дії лейенкефаліну; в – узагальнювальні 
результати впливу блокатора фосфоліпази C на модуляцію 
Р2Х3-струмів опіоїдом: 1 – контроль; 2 – лейенкефалін і 
U – 73122;  3 - лейенкефалін і U – 73122 після інкубації з 
токсином коклюшу; *Р<0,05  порівняно з контролем 
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рецепторів з Gq-білками та активація ФЛC-
опосередкованого шляху, продемонстрована 
в клітинах нейробластоми, що були оброблені 
токсином коклюшу [18].

Активація ФЛC призводить до гідролізу 
мембранного фосфоліпіду ФIФ2 на дві сиг-
нальні молекули: IФ3, котрий мобілізує Са2+ з 
внутрішньоклітинних депо і діацилгліцерол, 
який активує протеїнкіназу С (ПКС) [19]. З 
іншого боку відомо, що остання, ймовірно, 
впливає на активність Р2Х3-рецепторів [20]. 
Отже, ФЛС може бути залучена до модулятор-
ного впливу лейенкефаліну на P2X3-струми 
через ПКС у оброблених і необроблених ток-
сином коклюшу нейронах ЗКГ. Ми виявили, 
що інгібітор ПКС – стауроспорин повністю 
усуває опіоїдіндукований стимулювальний 
вплив на P2X3-струми у нейронах ЗКГ, інку-
бованих з токсином коклюшу (рис. 4). 

Показано, що ПКС може активуватися 
діацилгліцеролом або збільшенням Са2+ 

у цитоплазмі [19]. Оскільки концентрація 
останнього була стабільною в експеримен-
тальних умовах (внутрішньоклітинний ЕГТА 
– 10 ммоль/л), імовірно, що ФЛС/ФІФ2/ДAГ/
ПKC-шлях залучений до стимулювального 

впливу опіоїдів на Р2Х3-струми. Тобто ви-
кликана опіоїдом активація ФЛC призводить 
як до інгібування, так і до стимулювання 
Р2Х3-рецепторів. Такий подвійний вплив, 
викликаний гідролізом ФІФ2, обговорювався  
раніше. Авторами було висунуто гіпотезу, що 
молекули ФЛC можуть просторово відокрем-
люватися мікродоменами [21], і розміщувати-
ся поруч з ФІФ2-пулами, котрі асоційовані з 
Р2Х3-рецепторами або не асоційовані. Останні 
були ідентифіковані в плазматичній мембрані 
електронною мікроскопією [22]. Виснаження 
ФІФ2-пулу, асоційованого з Р2Х3-рецепторами, 
призводить до інгібування Р2Х3-струмів [13], 
а гідроліз іншого ФІФ2, відокремленого від 
Р2Х3-рецепторів, викликає їх стимулювання 
через ДАГ/ПKC-шлях (рис. 5). 

Ми припускаємо, що в нормі ДАГ з’яв-
ляється в обох мікродоменах, однак ін-
гібування Р2Х3-струмів, спричинене висна-
женням пулу ФІФ2, настає швидше і пере-
силює інтенсивність синтезу ДАГ, а отже і 
ПKC – залежне стимулювання.

Залучення ПKC до механізму стиму-
лювального впливу опіоїдних рецепторів 
на ноцицептори було показано in vitro та 
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Рис.4 Усунення блокатором протеїнкінази С стимулювального впливу лейенкефаліну на Р2Х3-струми: 1 – контроль; 
2 – лейенкефалін (1мкмоль/л) після інкубації з токсином коклюшу, 3 – стауроспорин (1мкмоль/л) прикладений на тлі 
дії лейенкефаліну
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концептуально узгоджено з in vivo, згідно з 
якими, опіоїдіндукований ФЛC/ПКС-сигнал 
викликає гіпералгезію у дослідних тварин. 
Наприклад, супраспінальний аналгетичний 
ефект морфіну підсилювався в нокаутних за 
ПКС гена мишей [23]. В інших дослідженнях 
застосування опіоїдів у низьких концентра-
ціях призводить до гіпералгезії в поведінко-
вому тесті з нагрітою пластиною [24]. Автори 
стверджують, що до цього ефекту залучений 
ФЛC/ПКС-сигнальний шлях. 

Таким чином, активація опіоїдних ре-
цепторів лейенкефаліном, викликає два 
протилежно спрямовані ефекти на Р2Х3-
рецептори. Вони реалізуються різними G-
білками (Gі/о- або Gs-, чи Gq-), проте обидва 
опосередковані ФЛC. Існування цих різно-
спрямованих шляхів можна розглядати як 
молекулярну основу добре відомого пере-
ходу інгібувальної дії опіоїдів (аналгезії) до 
стимулювальної (гіпералгезії). З’ясування 
біохімічних шляхів, що змінюють чутливість 
до опіоїдів є важливим завданням для май-
бутніх досліджень у галузі фізіології та 
фармакології болю.

В.Б. Кулик, И.В. Чижмаков, Т.М. Волкова,  
А. П. Максимюк, О.А. Крышталь

РОЛЬ ФОСФОИНОЗИТОЛЬНОГО  
СИГНАЛЬНОГО ПУТИ В ОПИОИДНОМ 
КОНТРОЛЕ Р2Х3-РЕЦЕПТОРОВ  
ПЕРВИЧНЫХ СЕНСОРНЫХ НЕЙРОНОВ 

Методом patch-clamh в модификации целая клетка про-
демонстрировано влияние опиоидов на Р2Х3-рецепторы 
в нейронах заднекорешковых ганглиев (ЗКГ). Нами до-
казано, что активация опиоидных G-белоксопряженных 
рецепторов эндогенным опиоидом – лейэнкефалином, 
приводит к двойному влиянию на Р2Х3-опосредованные 
токи (Р2Х3-токи). Последние вызывались приложением 
a,b-Мe-АТФ. Аппликация лейэнкефалина (1 мкмоль) 
приводит к полному ингибированию Р2Х3-токов. Однако, 
инкубация нейронов в токсине коклюша – блокатора инги-
бирующих Gі/о-белков, вызвала стимулирующее влияние 
лейэнкефалина (1 мкмоль). Известно, что активация опи-
оидных рецепторов стимулирует фосфолипазу С (ФЛC). 
Блокатор последней U - 73122 (1 мкмоль) полностью 
устранял как стимулирующий, так и ингибирующий 
эффекты лейэнкефалина на Р2Х3-токи. Таким образом, 
агонисты опиоидных рецепторов вызывают два противо-
положно направленные эффекты на Р2Х3-рецепторы. Оба 
эффекта опосредованные активацией ФЛC. Результаты 
этих исследований откроют возможный молекулярный 
механизм хорошо известного перехода ингибирующего 
действия опиоидов (аналгезии) к стимулирующему (ги-
пералгезии). 

В.Б. Кулик, І.В. Чижмаков, Т.М. Волкова, О.П. Максимюк, О.О.Кришталь

Рис.5. Загальна схема внутрішньоклітинного механізму подвійного впливу опіоїдів на Р2Х3-рецептори в нейронах зад-
ньокорінцевих гангліїв (пояснення в тексті)
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ROLE PHOSPHOINOSITID SIGNALING 
PATHWAY IN OPIOIDS CONTROL OF Р2Х3 
RECEPTORS  IN THE PRIMARY SENSORY 
NEURONS

Homomeriс P2X3 receptors expressed in primary nociceptive 
neurons are crucial elements in the pain signal generation. In 
turn, opioid system regulates the intensity of this signal in 
both CNS and PNS. Here we describe the effects of opioids on 
P2X3 receptors in DRG neurons studied by using patch clamp 
technique. Activation of G-protein coupled opioid receptors 
by endogenous opioid Leu-enkephalin (Leu), resulted in the 
two opposite effects on P2X3 receptor-mediated currents 
(P2X3 currents). In particular, application of 1 µM Leu lead 
to the complete inhibition of P2X3 currents. However, after 
pretreatment of the neurons with a Gi/o-protein inhibitor 
pertussis toxin (PT), the same concentration of Leu caused 
facilitation of P2X3 currents. PLC inhibitor U-73122 at con-
centration of 1 µM completely eliminated both facilitating 
and inhibitory effects of Leu on P2X3 currents. Thus, opioid 
receptor agonists cause two oppositely directed effects on 
P2X3 receptors in DRG neurons of rats and both of them are 
mediated through PLC signaling pathway. Our results point 
to a possible molecular basis of the mechanism for the well-
known transition inhibitory action of opioids (analgesia) to 
facilitating (hyperalgesia).
Key words: P2X3-receptors; opioid receptors; Leu-enkephalin; 
phospholipase C; pertussis toxin; G-proteins.
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