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Пригнiчення опiоїдами струмiв, опосередкованих Р2Х3

рецепторами, в сенсорних нейронах щурiв

Р2Х3 рецептори, локалiзованi на центральних та периферичних нервових закiнченнях
первинних сенсорних нейронiв, опосередковують больову сигналiзацiю. Активацiя опiо-
їдних рецепторiв при локальному введеннi опiоїдних агонiстiв викликає потужний зне-
болювальний ефект у дослiдженнях, проведених на тваринах та людинi. Нами вияв-
лено, що Р2Х3-опосередкованi вiдповiдi пригнiчувалися опiоїдами в сенсорних нейронах
щурiв. АТФ-активованi струми пригнiчувалися приблизно на 50% при прикладаннi на-
сичувальних концентрацiй опiоїдних пептидiв: морфiну, Лей-енкефалiну та D-Лей-ен-
кефалiну. Коли Лей-енкефалiн прикладався в присутностi 50 мкМ налоксону, АТФ-iнду-
кованi струми пригнiчувалися не бiльше нiж на 10%. Сам по собi налоксон не впливав
на АТФ-активованi вiдповiдi. Ефекти, викликанi опiоїдами, вiдтворювалися пiсля при-
кладання форболового ефiру. Це може свiдчити про те, що передача сигналу всерединi
клiтини мiж опiоїдними та Р2Х3 рецепторами може опосередковуватись G-бiлками
та протеїнкiназою С.

Р2Х3 рецептори належать до родини iонотропних лiгандкерованих Р2Х каналiв, що активу-
ються АТФ та її аналогами i проникнi для катiонiв Na+, K+, Ca2+ [1]. Цей пiдтип Р2Х реце-
пторiв експресується субпопуляцiєю сенсорних нейронiв задньокорiнцевих спинномозкових
ганглiїв (ЗКГ), що вiдповiдають за сприйняття та передачу болю [2–5]. Тому Р2Х3 реце-
птори є перспективними мiшенями для створення знеболювальних препаратiв. Їх подальше
дослiдження становить практичний iнтерес ще й тому, що АТФ як ендогенний лiганд може
вивiльнятися з клiтини за рiзних фiзiологiчних станiв (як нормальних, так i патологiчних),
активуючи вiдповiднi рецептори [6]. Сприйняття болю може вiдчутно змiнюватися пiд впли-
вом лiкiв, додаткових ноцiцептивних чи неноцiцептивних подразникiв. Було показано, що
така “пластичнiсть” болю обумовлюється iснуванням у центральнiй нервовiй системi спе-
цiальних механiзмiв для модуляцiї больових вiдчуттiв. До їх числа належить i так звана
опiоїдна аналгетична система [7]. Опiоїднi пептиди викликають потужний знеболювальний
ефект, що опосередковується цiлим рядом як центральних, так i периферичних механi-
змiв [8]. Усi основнi пiдтипи опiоїдних рецепторiв експресуються в первинних сенсорних
нейронах [9]. Вiдомо також, що активацiя периферичних опiоїдних рецепторiв пiсля ло-
кального введення опiоїдних агонiстiв викликає потужний знеболювальний ефект [10, 11].
Вивчення зв’язку мiж Р2Х3 та опiоїдними рецепторами становить неабияку цiннiсть для
фундаментальної науки та медицини. Ранiше нами було показано, що Р2Х3 та Р2Х2/3 ре-
цептори можуть регулюватися опiоїдними рецепторами в сенсорних нейронах щурiв [12].
У данiй роботi детальнiше охарактеризовано вплив опiоїдiв на Р2Х3 рецептори нейронiв
ЗКГ щурiв.

Матерiали та методи дослiджень. Експерименти проводили на свiжоiзольованих
нейронах ЗКГ щурiв, дiаметром 10–30 мкм. У дослiдженнях використовували бiлих щу-

170 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2009, №7



рiв лiнiї Вiстар WAG/GSto (Москва, Росiя) вiком 9 дiб, що утримувались на стандартнiй
лабораторнiй дiєтi у вiварiї Iнституту фiзiологiї iм. О.О. Богомольця НАН України. Для ви-
дiлення нейронiв ЗКГ тварину декапiтували, розтинали спинномозковий канал та очищали
його вiд залишкiв спинного мозку, пiсля чого видаляли груднi та поперековi ЗКГ. Видiленi
ганглiї вмiщували у чашку Петрi iз зовнiшньоклiтинним розчином такого складу, мМ: 130
NaCl; 5 KCl; 2 СаСl2; 2 MgCl2; 10 HEPES (pH доводили до 7,3 за допомогою NaOH). Пiсля
цього ганглiї переносили в камеру з розчином для iнкубування (до зовнiшньоклiтинного
розчину додавали колагеназу (тип IV) у концентрацiї 1,3 мг/мл) та iнкубували в термоста-
тi протягом 15 хв при 34 ◦С. Пiсля завершення ферментативної обробки ганглiї вiдмивали
в зовнiшньоклiтинному розчинi при кiмнатнiй температурi ((22 ± 2) ◦С). Пiсля цього ЗКГ
вмiщували в холодильну камеру, де їх iнкубували при 4 ◦С щонайменше протягом 1 год
до моменту їх безпосереднього використання. Для одержання клiтинної суспензiї частину
ганглiїв (як правило, два) переносили в краплину зовнiшньоклiтинного розчину на днi екс-
периментальної камери, де їх механiчно руйнували за допомогою голок. По завершеннi цiєї
процедури всi крупнi сполучнотканиннi фрагменти ганглiїв видаляли з краплини. Клiтинну
суспензiю залишали в цiлковитому спокої протягом 5–8 хв, аби клiтини могли прикрiпитися
до дна камери, пiсля чого об’єм розчину в камерi доводили до 2,5–3 мл. Отриманi в та-
кий спосiб нейрони ЗКГ використовували для електрофiзiологiчних вимiрювань протягом
1–2 год. При необхiдностi процедуру видiлення клiтин з ганглiїв повторювали. Нейрони, що
знаходилися в ферментативно оброблених ЗКГ у холодильнiй камерi, зберiгали свої основ-
нi електрофiзiологiчнi характеристики принаймнi протягом 24 год з моменту їх вилучення
з органiзму тварини.

Реєстрацiю струмiв проводили iз застосуванням методу фiксацiї потенцiалу (“петч-
клемп”) в режимi вiдведення вiд цiлої клiтини (конфiгурацiя “whole cell”). Струми вимiрюва-
ли при (22±2) ◦С iз застосуванням пiдсилювача Axopatch 200B (“Axon Instruments”, США),
фiльтрували при частотi зрiзання 2 кГц за допомогою двополюсного фiльтра Бесселя та
оцифровували за допомогою АЦП Digidata 1200B (“Axon Instruments”, США). Мiкропiпетки
для внутрiшньоклiтинної перфузiї та вiдведення електричних сигналiв виготовляли з капi-
лярiв з боросилiкатного скла (зовнiшнiй дiаметр становив 1,5 мм; внутрiшнiй — 0,86 мм).
Кiнчики мiкропiпеток оплавляли пiд мiкроскопом за допомогою платинової спiралi. Пiсля
оплавлення мiкропiпетки мали дiаметр кiнчика 3–6 мкм та опiр 2–4 МОм при заповненнi
стандартним внутрiшньоклiтинним розчином, що мiстив, мМ: 130 KCl, 10 Hepes, 10 ЕГТА,
0,5 ГТФ, 5 ATФ (pH доводили до 7,3 за допомогою КОН).

Р2Х3-опосередкованi струми характеризуються надзвичайно швидкою кiнетикою десен-
ситизацiї та повiльним виходом з десенситизованого стану, що обумовлювало необхiднiсть
швидкого (у мiлiсекундному iнтервалi) прикладання та вiдмивання агонiстiв. З цiєю метою
використовували модифiкований метод фiксацiї концентрацiї, що дозволяв протягом 10 мс
повнiстю замiнювати омиваючий дослiджувану клiтину розчин [13]. Р2Х3-опосередкованi
струми викликали прикладанням 10 мкМ агонiста (АТФ чи α, β-Мe-АТФ) протягом 250 мс
кожнi 7 хв. Це дозволяло отримувати вiдтворюванi Р2Х3-опосередкованi вiдповiдi протягом
усього часу проведення експерименту. Пiдтримуваний потенцiал становив −100 мВ.

Опiоїднi пептиди постiйно прикладали до дослiджуваної клiтини в ходi вивчення їх
впливу на Р2Х3-опосередкованi вiдповiдi, тобто додавали як до омиваючого клiтину зовнiш-
ньоклiтинного розчину, так i до розчину з агонiстом. Опiоїди прикладали до дослiджуваного
нейрона, поки обумовлений ними ефект не досягав стацiонарного рiвня. Ефекти перевiре-
них опiоїдiв виражали як вiдношення амплiтуди струму за даної концентрацiї опiоїду (пiсля
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Рис. 1. Вплив морфiну на АТФ-активованi струми, опосередкованi Р2Х3 рецепторами. а — вплив насичу-
вальної концентрацiї морфiну (10 мкМ) на АТФ-iндукованi струми. б — залежнiсть ефекту, викликаного
морфiном, вiд його концентрацiї

досягнення стацiонарного рiвня) до амплiтуди контрольного струму. Отриманi значення по-
данi як середнє значення±стандартне вiдхилення. Статистичний аналiз проводили за допо-
могою t-тесту Стьюдента. Рiзницю вважали значущою при P < 0,05. Статистичну обробку
одержаних результатiв проводили в програмному пакетi Origin 8.0 (OriginLab Corporation,
США).

Дiючi речовини (агонiсти Р2Х3 та опiоїдних рецепторiв, налоксон, форболовий ефiр)
розчиняли у зовнiшньоклiтинному розчинi. Усi хiмiчнi сполуки, що використовувалися пiд
час проведення експериментiв, виробленi компанiєю “Sigma” (США), за винятком морфiну
(“Hungarian Alcaloids”, Угорщина).

Результати дослiджень та їх обговорення. Для перевiрки гiпотези про iснування
зв’язку мiж опiоїдними та Р2Х3 рецепторами на першому етапi дослiджень використали
екзогенний лiганд опiоїдних рецепторiв — морфiн, що є основним опiумним алкалоїдом.
У концентрацiї 10 мкМ морфiн пригнiчував АТФ-iндукованi струми, опосередкованi Р2Х3
рецепторами, у середньому на (55 ± 5)% (кiлькiсть перевiрених клiтин n = 6, P < 0,01,
рис. 1, а). Причому таке пригнiчення було зворотним, тобто амплiтуда Р2Х3-опосередко-
ваних струмiв вiдновлювалася пiсля вiдмивання опiоїдного пептиду з омиваючого клiтину
розчину. За такої концентрацiї морфiн був здатен активувати всi пiдтипи опiоїдних реце-
пторiв.

На наступному етапi дослiджень вивчали вплив рiзних концентрацiй морфiну на
АТФ-активованi струми. Виявилося, що морфiн призводив до зменшення амплiтуди
Р2Х3-опосередкованих струмiв у широкому концентрацiйному iнтервалi i вiдчутно пригнi-
чував Р2Х3-опосередкованi струми вже за наномолярних концентрацiй. За даними прове-
дених вимiрювань побудувано дозову залежнiсть для ефекту, зумовленого морфiном (див.
рис. 1, б ). Вiдповiдно до дозової залежностi, IК50 морфiну становить (8,5 ± 1,3) нМ. По-
рiвняння отриманих результатiв з iснуючими даними про активацiю морфiном µ, δ та κ

172 ISSN 1025-6415 Reports of the National Academy of Sciences of Ukraine, 2009, №7



Рис. 2. Вплив насичувальної концентрацiї морфiну (10 мкМ) на Р2Х3-опосередкованi струми, активова-
нi α, β-Мe-АТФ

пiдтипiв опiоїдних рецепторiв свiдчить про те, що вплив морфiну на Р2Х3 рецептори опо-
середковується µ-опiоїдними рецепторами.

АТФ є неселективним агонiстом Р2 рецепторiв, а отже, може активувати метаботро-
пнi Р2Y рецептори, що, як вiдомо, здатнi пригнiчувати Р2Х рецептори [14, 15]. Аби ви-
ключити можливiсть пригнiчення Р2Х3-опосередкованих струмiв внаслiдок активацiї Р2Y
рецепторiв, було використано α, β-Мe-АТФ, що не активує Р2Y рецептори. Концентра-
цiя α, β-Мe-АТФ вiдповiдала концентрацiї АТФ у попереднiх експериментах i становила
10 мкМ. У цьому випадку морфiн у концентрацiї 1 мкМ зумовлював зменшення амплi-
туди струму в середньому на (45 ± 5)% (n = 3, P < 0,01), однак такий ефект виявився
незворотним (рис. 2).

Вивчення модуляцiї Р2Х3 рецепторiв опiоїдами пiсля прикладання ендогенного опiої-
дного пептиду Лей-енкефалiну в концентрацiї 10 мкМ також показало вiдчутне пригнiчен-
ня Р2Х3-опосередкованого струму. Зменшення амплiтуди струму в цьому випадку сягало
(36 ± 9)% (n = 5, P < 0,01), однак викликаний Лей-енкефалiном ефект виявився незворот-
ним принаймнi протягом наступних 30 хв (рис. 3).

Для того щоб переконатися, що викликане опiоїдами зменшення амплiтуди АТФ-iндуко-
ваних струмiв зумовлюється активацiєю опiоїдних рецепторiв, Лей-енкефалiн прикладали
до нейронiв ЗКГ разом з iнверсним агонiстом опiоїдних рецепторiв — налоксоном. Пiд час
таких експериментiв налоксон у концентрацiї 50 мкМ прикладали за 45 с до Лей-енкефа-
лiну, а потiм i одночасно з ним. Використання пiдвищеної (порiвняно з опiатами) концен-
трацiї налоксону та тривалiсть його преаплiкацiї обумовлювались вiдносно низькою спорi-
дненiстю опiоїдних рецепторiв до цього лiганду. Iнгiбуючий ефект Лей-енкефалiну на фонi
прикладання налоксону значно послаблювався (до (6 ± 4)%, n = 6, P > 0,5). Подальше
прикладання Лей-енкефалiну без налоксону викликало навiть потужнiший пригнiчуваль-
ний ефект, при цьому зменшення амплiтуди АТФ-iндукованого струму сягало (46 ± 5,4)%
(n = 5, P < 0,01; див. рис. 3). Сам по собi налоксон жодним чином не впливав на Р2Х3-опо-
середкованi струми.

Вплив енкефалiнiв на Р2Х3 опосередкований струм дослiджували i на прикладi
D-Лей-енкефалiну — стереоiзомера Лей-енкефалiну, що не гiдролiзується енкефалiназами.
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Рис. 3. Вплив Лей-енкефалiну (10 мкМ) на АТФ-активований струм на фонi налоксону (50 мкМ) та без
нього

Ефект D-Лей-енкефалiну практично повнiстю вiдтворював такий для його стереоiзомера.
За концентрацiї D-Лей-енкефалiну 10 мкМ зменшення амлiтуди АТФ-iндукованих струмiв
становило (36 ± 5)% (n = 4, P < 0,01), а пригнiчувальний ефект також був незворотним.

Незворотнiсть ефектiв, викликаних енкефалiнами та морфiном при використаннi
α, β-Мe-АТФ як агонiста, може пояснюватися тим, що зв’язок мiж опiоїдними та Р2Х3
рецепторами опосередковується внутрiшньоклiтинними сигнальними системами. У цьому
випадку вiдмивання агонiста вiд опiоїдного рецептора на мембранi не спричинить одномо-
ментного вимкнення каскадiв внутрiшньоклiтинних реакцiй, що опосередковують виклика-
ний дiєю опiоїду ефект. Однак механiзми, що обумовлюють такий феномен, є неочевидними
i потребують подальших дослiджень.

Аби з’ясувати внутрiшньоклiтиннi механiзми, що можуть опосередковувати вплив опi-
оїдiв на Р2Х3-опосередкованi струми, було проведено серiю експериментiв з форболовим
ефiром (РМА). У внутрiшньоклiтинному сигнальному ланцюжку опiоїдний рецептор —
Gq-бiлок — фосфолiпаза С — трифосфоiнозитид — дiацилглiцерол — протеїнкiназа С —
ефектор PMA виконує роль дiацилглiцеролу, активуючи протеїнкiназу С, яка, у свою чер-
гу, шляхом фосфориляцiї може змiнювати характеристики Р2Х3 рецептора. Виявилося, що
РМА зумовлює потужний пригнiчувальний ефект на АТФ-iндукованi струми, подiбний до
ефектiв, викликаних енкефалiнами. Цей ефект також розвивався досить повiльно (щонай-
менше протягом 20 хв) i був незворотним. Таким чином, отриманi данi свiдчать про те,
що сигнал вiд опiоїдних до Р2Х3 рецепторiв може передаватися за участю фосфолiпази С,
дiацилглiцеролу та протеїнкiнази С.
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Opioids inhibit P2X3-mediated currents in rat sensory neurones

P2X3 receptors, localized on peripheral and central terminals of primary sensory neurones, are
involved in persistent nociceptive signalling. Activation of peripheral opioid receptors by local admi-
nistration of agonists produces potent analgesia in animals and humans. We have found that
P2X3-mediated responses were inhibited by opioids in rat sensory neurones. ATP-activated currents
were inhibited by approximately 50% by saturating concentrations of opioid peptides: morphine,
Leu-enkephalin, D-Leu-enkephalin. When Leu-enkephalin was applied in the presence of 50 µ M
of naloxone, ATP-evoked currents were not inhibited by more than 10%. Naloxone itself did not
affect the responses. The effect of opioids was mimicked by phorbol ester (PMA), indicating that
signal transduction between opioid and P2X3 receptors can be mediated by G-proteins and protein
kinase C.
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