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На культивованих нейронах спінальних гангліїв (СГ) щурів показано, що інкубація 
цих нейронів у присутності 50 нМ налоксону (антагоніста опіоїдних рецепторів – 
ОР) істотно збільшувала ефективність блокуючої дії лей-енкефаліну (ЛЕК, ендоген­
ного опіоїдного пептида) на Р2Х3-струми, викликані аплікацією α,β-Мe-АТФ. По­
передня інкубація нейронів з налоксоном (2–4 хв) призводила до повного блокування 
P2X3-струмів протягом 2 хв при концентрації ЛЕК 10 нМ. У контрольних умовах (без 
інкубації) аналогічний ефект спостерігався лише в разі значно вищих концентрацій 
ЛЕК (1 мкM). Отже, IC50 інгібуючої дії ЛЕК при застосуванні налоксону зменшувалася 
від 10 до 1 нМ. Застосування налоксону у високій концентрації (1 мкМ), після розвит­
ку інгібуючої дії ЛЕК впляло амбівалентність його впливу на амплітуду P2X3-струмів. 
Амплітуда останніх тимчасово (протягом 2–4 хв) перевищувала контрольні значен­
ня, після чого поверталася до початкового рівня. Такий амбівалентний вплив опіоїда 
пояснюється тим, що G-білки, зв’язуючись з ОР, можуть утворювати комплекси у двох 
конформаціях – інгібуючій (Gi/о) та стимулюючій (Gq/s). Відомо, що налоксон посилює 
знеболюючу дію морфіну завдяки прямому конкурентному антагонізму Gq/s-зв’язаної 
конформації. Таким чином, в основі подвійного впливу опіоїдів на P2X3-рецептори ле­
жить антагоністіндуковане зміщення рівноваги між конформаціями комплексів G-білків.
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ВСТУП 

Доведено, що опіоїдні рецептори (ОР) експресу­
ються за межами ЦНС і можуть слугувати ціллю 
для дії аналгетиків ������������������������������[1]���������������������������. Згідно з численними дани­
ми клінічних досліджень, опіоїди, котрі не здатні 
проникати через гемато-енцефалічний бар’єр, де­
монструють аналгетичний потенціал, аналогічний 
такому «звичайних опіоїдів» [2, 3]. 

Відомо, що µ-опіоїдні рецептори (µ-ОР) спряже­
ні з пертусистоксинчутливими Gi/o-білками. Ак­
тивація цих рецепторів призводить до інгібування 
аденілатциклази (АС) та активації фосфоліпази С 
(PLC); дані ефекти опосередковуються Gα- та Gβγ-
субодиницями відповідно �������������������������[4]����������������������. Опіоїдіндуковане ін­
гібування АС і цАМФ-залежної активності проте­
їнкінази А (РКА) зумовлює зменшення перехідного 
рецепторного потенціалу TRPV1-рецепторів у ней­
ронах спінальних гангліїв (СГ) [5, 6]. Крім того, 

було показано, що агоністи µ-ОР інгібують актив­
ність потенціалзалежних кальцієвих каналів та сти­
мулюють G-білок-опосередковані калієві канали 
внутрішнього випрямлення [7–9]. Всі ці процеси 
призводять до зменшення інтенсивності ноцицеп­
тивних сигналів і лежать в основі периферичної дії 
опіоїдів [10, 11]. 

Результати дослідження впливу опіоїдів на каль­
цієві струми в нейронах СГ дозволили дійти ви­
сновку, що ОР можуть існувати у двох конверто­
ваних станах, пов’язаних з дією інгібуючих (Gi/о) 
або стимулюючих (Gq/s) G-білків. Ці стани харак­
теризуються різною чутливістю до опіоїдних анта­
гоністів (налоксону, налтрексону та ін.) [12]. Згідно 
з даними клінічних досліджень, комбінування опі­
оїдних агоністів з антагоністами в ультранизьких 
(піко- або нанограми на 1 кг) дозах може підвищу­
вати знеболюючу ефективність опіоїдів [13]. 

Показано, що дія токсину коклюшу (пертусисток­
сину – РТХ) – блокатора Gi/о-білків, котрі зв’язані 
з ОР, призводить до посилення потенціації Р2Х2/3-
опосередкованих струмів у нейронах нижніх ший­
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них гангліїв [14]. Р2Х2/3- та Р2Х3-рецептори 
експресуються у субпопуляцiї нейронiв СГ, що 
вiдповiдають за сприйняття ноцицептивних впливів 
та передачу больової імпульсації [15, 16]. Отже, ці 
рецептори є перспективними мiшенями для нових 
знеболювальних препаратів. Подальше досліджен­
ня даних рецепторів становить практичний інтерес 
ще й тому, що АТФ як ендогенний ліганд може ви­
вільнюватися з клiтин у різних фізіологічних ста­
нах (як нормальних, так i патологічних), активу­
ючи вiдповiднi рецептори [17]. Сприйняття болю 
істотно пригнічується під дією опіоїдних пептидів, 
проте тривале застосування опіоїдів може спричи­
нювати розвиток гіпералгезії та аллодинії [18, 19]. 
Вивчення механізмів відповідних процесів може 
мати неабияке значення для клінічної медицини. 

У нашій роботі ми намагались оцінити вне­
сок активності Р2Х3-рецепторів у низку процесів, 
котрі ініціюються в периферичній нервовій системі 
в умовах опіоїдіндукованого знеболення. 

МЕТОДИКА

Експерименти проводили на культивованих протя­
гом 24 год нейронах СГ щурів, діаметр сом яких 
варіював у межах 10–30 мкм. Використовували 
бiлих щурів лiнiї Вiстар WAG/GSto вiком вісім дiб, 
котрих утримували в стандартних умовах віварію. 
Для виділення нейронiв СГ тварину декапiтували, 
розтинали спинномозковий канал та видаляли груднi 
й поперековi СГ. Видiленi ганглiї вміщували в чаш­
ку Петрi iз зовнiшньоклiтинним розчином (надалі 
нормальний розчин) такого складу (у мілімолях на 
1 л): NaCl – 130, KCl – 5, СаСl2  – 2, MgCl2 – 2, 
HEPES –10 (pH доводили до 7.3, використовуючи 
NaOH). Пiсля цього ганглiї переносили в камеру з 
розчином для ферментативної обробки – середови­
щем МЕМ, до якого було додано 1.3 мг/мл колагена­
зи (тип IV) та 4 мг/мл трипсину. Ганглії iнкубували 
в термостатi протягом 30 хв при 34 °С, пiсля чого 
вiдмивали при кiмнатнiй температурi (20–22 °С) 
середовищем МЕМ із доданням 10 мМ НЕРЕS та 
10 % сироватки крові ембріонів телят. Ганглії ви­
тримували в даному розчині протягом 5 хв, що за­
безпечувало інгібування активності ферментів. 
Для виділення ізольованих клітин тканину гангліїв 
пропускали через скляні піпетки Пастера різних 
діаметрів. Отриману клітинну суспензію висівали 
на покривні скельця, вміщені в стерильні чашки 
Петрі з 2 мл середовища МЕМ. Отримані в такий 

спосіб нейрони інкубували протягом 24 год при  
37 °С в атмосфері з 5 % СО2, після чого використо­
вували для електрофізіологічних вимірювань.

Реєстрацiю іонних струмiв проводили iз за­
стосуванням фiксацiї потенцiалу (“петч-клемп”) 
у режимi вiдведення вiд цiлої клiтини. Стру­
ми вимірювали при 22 ± 2 °С з використанням 
пiдсилювача Axopatch 200B (“Axon Instruments”, 
США), фiльтрували за допомогою двополюсно­
го фiльтра Бессела (частота зрізу 2 кГц) та оциф­
ровували із застосуванням АЦП Digidata 1200B 
(“Axon Instruments”, США). Мiкропiпетки для 
внутрiшньоклiтинної перфузiї та вiдведення елек­
тричних сигналiв виготовляли з боросилiкатних 
скляних капілярів. Кiнчики мiкропiпеток оплав­
ляли пiд мiкроскопом,  наближаючи їх до 
розжареної платинової спіралі. Піпетки заповню­
вали стандартним внутрiшньоклiтинним розчи­
ном, що містив у собі (у мілімолях на 1 л): KCl – 
130, HЕPES – 10, ЕГТА – 10, ГТФ – 0.5, ATФ – 5 
(pH доводили до 7.3, використовуючи КОН). 
Дiаметр кінчиків таких мiкропiпеток складав  
3–6 мкм, а опiр – 2–4 МОм.

Р2Х3-опосередкованi струми (Р2Х3-струми) ха­
рактеризуються надзвичайно швидкою кінетикою 
десенситизацiї та відносно повільним вихо­
дом із десенситизованого стану. Це зумовлювало 
необхідність максимально швидкого прикладан­
ня та вiдмивання агонiстiв. Ми використовували 
модифікований метод фiксацiї концентрацiї, що 
дозволяв протягом 10 мс повнiстю замiнювати 
розчин, омиваючий дослiджувану клiтину. Р2Х3-
струми викликали прикладанням 30 мкМ агонiста 
відповідних рецепторів α,β-Мe-АТФ протягом  
250 мс з інтервалами 2 хв. Це дозволяло отримува­
ти добре вiдтворюванi Р2Х3-струми протягом усьо­
го часу проведення експерименту. Пiдтримуваний 
потенцiал становив −80 мВ. Дiючi речовини 
(агонiсти Р2Х3-рецепторів, агоністи ОР, налоксон) 
розчиняли в нормальному розчинi. Всi реактиви 
були виробленi компанiєю “Sigma” (США).

Опiоїднi пептиди прикладали до дослiджуваної 
клітини, додаючи їх або до нормального розчи­
ну, або до розчину з агоністом. Аплікація трива­
ла, поки зумовлений дією опіоїда ефект не до­
сягав стаціонарного рівня. Вплив тестованого 
агента на амплітуду Р2Х3-струмів виражали як 
вiдношення стаціонарної амплiтуди струму при 
даній концентрацiї агента (I) до амплiтуди кон­
трольного струму (IK). Числові значення поданi 
нижче як середні ± стандартне вiдхилення. Аналiз 
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міжгрупових розбіжностей проводили з викори­
станням t-тесту Ст’юдента; рiзниці вважали значу­
щими при P < 0.05 (програмний пакет «Origin 8.0»; 
«OriginLab Co.», США).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Прикладання лей-енкефаліну (ЛЕК) до сом 
нейронів СГ призводило до пригнічення Р2Х3-
струмів, причому ефекти залежали від часу та дози. 
Для впевненості в тому, що пригнічення Р2Х3-
рецепторів опіоїдом здійснюється завдяки активації 
ОР, ми застосовували налоксон – антагоніст цих 
рецепторів (інверсний агоніст). Після визначен­
ня інгібуючого впливу ЛЕК на Р2Х3-струми до 
позаклітинного розчину додавали 50 нМ налоксону 
разом із 10 нМ ЛЕК. У таких умовах налоксон ви­
кликав майже повне повернення P2X3-струмів до 
вихідного рівня (відновлення в середньому на 95 ±  
± 4 %; n = 5, протягом 6 хв) (рис. 1).

Результати такого експерименту доводять, що ін­
гібуючий вплив ЛЕК на Р2Х3-струми опосередко­
ваний виключно активацією ОР. У перебігу числен­
них досліджень in vivo було показано, що хронічне 

застосування опіоїдів антагоністів (налоксону, нал­
трексону) збільшує ефективність дії агоністів ОР 
[20����������������������������������������������–���������������������������������������������22]������������������������������������������. Прояви такої функціональної надчутливос­
ті були пояснені здатністю антагоністів інгібувати 
базальну активність ОР. У наших експериментах 
інкубація нейронів з налоксоном (50 нМ – 1 мкМ) 
протягом 2–6 хв практично не викликала змін амп­
літуди P2X3-опосередкованих струмів (I/IК = 97 ±  
± 6 %, n = 5). Таким чином, принаймні в умовах 
експерименту, агоністнезалежна (базальна) актив­
ність ОР не впливає на Р2Х3-опосередковані стру­
ми, проте попередня інкубація нейронів СГ з на­
локсоном призводила до збільшення чутливості 
P2X3-струмів до опіоїда. Ми виявили, що в таких 
умовах налоксон драматично підвищував ефектив­
ність інгібуючої дії ЛЕК на P2X3-струми. Як пра­
вило, ЛЕК у низькій концентрації (10 нМ) забезпе­
чував інгібування P2X3-струму приблизно на 50 %  
протягом 10–12 хв (рис. 1). Після попередньої ін­
кубації з 1 мкМ налоксону ЛЕК у тій самій дозі 
(10 нМ) призводив до повного блокування P2X3-
струму протягом 2 хв (рис. 2, А, В). У нормальних 
умовах (без інкубації з налоксоном) такий швид­
кий інгібуючий ефект відмічається лише в разі зна­
чно вищих концентрацій ЛЕК (1 мкМ; Б). Посилен­
ня інгібуючого ефекту ЛЕК під впливом налоксону  
(1 мкМ) спостерігаєлося при всіх протестованих кон­
центраціях опіоїдів (1–100 нМ); це вказує на змен­
шення IC50 інгібуючої дії ЛЕК від 10 до 1 нМ (В).

Результати численних досліджень доводять, що 
ОР, як і інші G-білокспряжені рецептори, здат­
ні у разі зв’язку з різними G-білками набувати де­
кількох активних конформацій ������������������[23]��������������. Конформацій­
ні стани гетерогенних комплексів з інгібуючими 
(Gi/о) та стимулюючими (Gq/s) G-білками є посе­
редниками активації різних внутрішньоклітинних 
сигнальних шляхів, що забезпечують протилежні 
ефекти ����������������������������������������    [24]������������������������������������    . Антагоністи ОР (налоксон, налтрек­
сон) підвищують ефективність знеболення морфі­
ном через прямий конкурентний антагонізм Gq/s-
зв’язаної конформації [12]. Ці дані узгоджуються з 
нашими результатами і свідчать про вплив налок­
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експерименту. По осі абсцис – час, хв; по осі ординат – середня 
нормована амплітуда Р2Х3-струмів (за одиницю прийнятий 
струм, викликаний аплікацією α,β-Мe-АТФ без додаткової дії 
якихось агентів). Тут і надалі періоди прикладання речовин 
відмічені відрізками прямих над записами.
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оїда на налоксон) виявить збуджуючий ефект опі­
оїдів, зазвичай прихований. Щоб переконатись у 
такому припущенні, ми аплікували налоксон у до­
сить високій концентрації (1 мкМ) після зареєстро­
ваної нами інгібуючої дії ЛЕК на Р2Х3-струми. Це 
виявляло амбівалентність впливу опіоїда на такі 
струми. Їх амплітуда в цьому разі тимчасово збіль­
шувалася більш ніж у два рази (I/IК = 210 ± 30 %;  
n = 4) перед тим, як досягала контрольного рівня 
(рис. 3). Вплив налоксону на Р2Х3-струми в нейро­
нах СГ не пов’язаний з його властивістю зворотно­
го агоніста. Якщо в аналогічних експериментах за­
мість налоксону ми використовували CTOP, тобто 
селективний антагоніст µ-ОР, то отримували іден­
тичні результати.

Інтерпретація отриманих фактів може бути на­
ступною. Ми вважаємо, що в субпопуляції ноци­
цептивних нейронів СГ ОР контролюють актив­
ність P2X3-рецепторів, зумовлюючи амбівалентні 
впливи (інгібування/стимуляцію). Ці процеси опо­
середковуються G-білками ОР, котрі можуть пере­
бувати в різних конформаційних станах; Gi/o-стан 
є інгібуючим, а Gq/s-стан – стимулюючим. У зви­
чайних фізіологічних умовах інгібуючий вплив опі­
оїдів на P2X3-струми переважає і маскує стимуля­
ційний ефект, хоча обидва процеси відбуваються 
одночасно. Проте коли антагоністи µ-ОР (налок­
сон або CTOP) застосовуються в досить високих 
дозах, стимуляція P2X3-рецепторів стає тимчасо­
во очевидною (рис. 3). Це може відображати більш 
високий рівень взаємодії антагоністів ОР з «інгі­
буючою» конформацією µ-OР-комплексу. Такий 
феномен якісно узгоджується з нашими результа­
тами, де якраз і виявилося підвищення ефектив­
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Р и с. 2. Зміни інгібуючого впливу лей-енкефаліну (ЛЕК) на 
Р2Х3-струми після інкубації нейронів у присутності налоксону 
в різних концентраціях. 
А – оригінальні записи струмів; Б, В – динаміка впливу ЛЕК 
залежно від концентрації (Б – у нормі, В – після інкубації в 
присутності налоксону). 1–4 – при концентрації налоксону 1, 
10, 100 нМ та 1.0 мкМ відповідно. Решта позначень аналогічні 
таким на рис. 1.

сону на стабілізацію значної частини комплексів 
ОР та G-білків, що знаходяться в інгібуючій кон­
формації. Заміна налоксону опіоїдом призводить 
до посилення інгібуючої дії отриманого комплек­
су на Р2Х3-струми (рис. 2, А, В). У такому випадку 
можна було б очікувати, що зворотний обмін (опі­
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Р и с. 3. Тимчасове посилення Р2Х3-струмів у нейронах спіналь­
них гангліїв, індуковане антагоністом опіоїдних рецепторів в 
умовах дії лей-енкефаліну (ЛЕК).
Позначення ті ж самі, що й на рис. 1, Б.
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ності інгібуючої дії опіоїда на Р2Х3-струми піс­
ля інкубації нейронів СГ у присутності налоксону  
(рис. 2, А, В). Антагоністи, як правило, зв’язуються 
з µ-ОР, G-білки яких знаходяться в інгібуючій кон­
формації. Цікаво відмітити, що після відмивання 
налоксону нормальним розчином відмічається фе­
номен, котрий можна розглядати як аналог коротко­
часної пам’яті, – підвищений інгібуючий ефект опі­
оїда зберігається близько 6 хв. Аналогічна ситуація 
була описана в іншому експерименті, в якому спо­
рідненість µ-ОР до агоністів різко зростала після 
попередньої експозиції з антагоністом �������������[25]���������. Резуль­
тати наших експериментів показують, що взаємодія 
агоністів і антагоністів µ-ОР може формувати дов­
гострокові зміни в конформації G-білків, зв’язаних 
з цими рецепторами.

Активація µ-ОР зазвичай пригнічує Р2Х3-струми 
в ноцицептивних нейронах. Можливе функціональ­
не значення протилежної, стимулюючої, дії опіої­
дів потребує подальшого дослідження. Ці ефекти 
можуть мати місце в таких патологічних станах, 
пов’язаних із болем, як опіоїдіндукована гіпералге­
зія та алодинія. Інші побічні ефекти опіоїдів, а саме 
антагоністіндукована опіоїдна гіперчутливість та 
посилення болю, спостерігались in vivo після три­
валого застосування опіоїдів [26]. 

Отже, результати нашого дослідження свід­
чать про те, що інгібуючий вплив ЛЕК на P2X3-
рецептори опосередковується активацією µ-ОР. 
Інкубація нейронів СГ у присутності налоксону 
призводить до посилення блокуючої дії опіоїда на 
P2X3-струми. Проте активація ОР може зумовлю­
вати амбівалентні (як інгібуючі, так і стимулюючі) 
впливи на P2X3-струми залежно від конформацій­
ного стану комплексів з Gi/о- та Gq/s-білками.

Пошук фармакологічних інструментів для конт­
ролю механізмів, що впливають на зміну конформа­
цій G-білків, є важливим завданням на шляху роз­
витку терапії болю.

Всі стадії дослідження відповідали положенням Єв­
ропейської Конвенції щодо захисту тварин, які викорис­
товувалися для дослідів (86/609/ЄЄС, 1986, Страсбург), 
та нормативам Комітету з біоетики Інституту фізіології  
ім. О. О. Богомольця НАН України.

Автори даної роботи – В. Б. Кулик, І. В. Чижмаков,  
Т. М. Волкова та О. О. Кришталь – підтверджують відсут­
ність жодних конфліктів щодо комерційних або фінансових 
відношень, відношень з організаціями чи особами, будь-
яким чином пов’язаними з дослідженнями, та взаємовідно­
син співавторів статті. 
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