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Ôóíêö³îíàëüíà ³äåíòèô³êàö³ÿ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà
TRPM8 â åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà

Âïåðâûå íà ôóíêöèîíàëüíîì óðîâíå ïðè ïîìîùè ýëåêòðîôèçèîëîãèè ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ýêñïðåññèÿ
õîëîä�ìåíòîë÷óâñòâèòåëüíîãî êàòèîííîãî êàíàëà (TRPM8) â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå
ñåêðåòîðíûõ ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ïðîñòàòû êðûñû. Ïîêàçàíî, ÷òî ñòóïåí÷àòîå ïîíèæåíèå
òåìïåðàòóðû âíåêëåòî÷íîãî ðàñòâîðà îò 33 äî 21°Ñ ïðèâîäèëî ê ïîÿâëåíèþ òîêà ñ
õàðàêòåðèñòèêàìè âíåøíåãî âûïðÿìëåíèÿ è ðàâíîâåñíûì ïîòåíöèàëîì îêîëî 0 ìÂ, êîòîðûå
õàðàêòåðíû äëÿ àêòèâàöèè TRPM8. Âíåêëåòî÷íîå ïðèëîæåíèå õèìè÷åñêîãî àíàëîãà ìåíòîëà â
êîíöåíòðàöèè 100 ìêìîëü/ë ïðè 33°Ñ ñïîñîáñòâîâàëî àêòèâàöèè àíàëîãè÷íîãî òîêà. Õîëîä-
è ìåíòîëàêòèâèðîâàííûå òîêè íàáëþäàëèñü òîëüêî â ýïèòåëèàëüíûõ êëåòêàõ ïðîäîëãîâàòîé
ôîðìû, êîòîðûå íà ñðåçàõ ïðîñòàòû ïîìå÷åíû àíòèöèòîêåðàòèíîì 8, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò
îá èõ ïðèíàäëåæíîñòè ê àïèêàëüíîìó ñåêðåòîðíîìó ôåíîòèïó, òîãäà êàê â êðóãëûõ, î÷åâèäíî
áàçàëüíûõ êëåòêàõ, ïîíèæåíèå òåìïåðàòóðû è ïðèëîæåíèå ìåíòîëà íå âûçûâàëè íèêàêèõ
îòâåòîâ. Ñäåëàí âûâîä, ÷òî â íîðìàëüíîé ïðîñòàòå êðûñû TRPM8 ýêñïðåññèðóåòñÿ íà
ôóíêöèîíàëüíîì óðîâíå â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå ïîëíîñòüþ äèôôåðåíöèðîâàííûõ
àïèêàëüíûõ êëåòîê ñåêðåòîðíîãî ýïèòåëèÿ.

ÂÑÒÓÏ

Êàëüö³ºâà ñèãíàë³çàö³ÿ â³ä³ãðàº ðåãóëÿòîðíó
ðîëü ó ïåðåá³ãó òàêèõ âàæëèâèõ ô³ç³îëî-
ã³÷íèõ ³ ïàòîô³ç³îëîã³÷íèõ ïðîöåñ³â, ÿê
ñåêðåö³ÿ ãîðìîí³â ³ íåéðîìåä³àòîð³â, ñêîðî-
÷åííÿ ì�ÿç³â, åêñïðåñ³ÿ ãåí³â, ïðîë³ôåðàö³ÿ,
àïîïòîç òîùî. Ðîäèíà êàò³îííèõ êàíàë³â
TRP (â³ä àíãë. transient receptor potential) º
îäíèì ³ç ìîæëèâèõ øëÿõ³â íàäõîäæåííÿ
Ñà2+ âñåðåäèíó êë³òèíè. Ö³ êàíàëè øèðîêî
åêñïðåñîâàí³ â áàãàòüîõ òèïàõ êë³òèí, äå
âîíè çàä³ÿí³ ó ãîëîâíèõ ïðîöåñàõ. Ðîäèíà
TRP-êàíàë³â ññàâö³â äóæå íåîäíîð³äíà. Õî÷
óñ³ âîíè çà ñâîºþ ñòðóêòóðîþ òà òîïîëîã³ºþ
íàãàäóþòü ïîòåíö³àëçàëåæí³ êàë³ºâ³ êàíàëè,
òîáòî ñêëàäàþòüñÿ ç øåñòè òðàíñìåìáðàí-
íèõ ñåãìåíò³â ³ ä³ëÿíêè ïîðè, ðîçòàøîâàíî¿
ì³æ ï�ÿòèì ³ øîñòèì ç íèõ, � çà ñõîæ³ñòþ
àì³íîêèñëîòíèõ ïîñë³äîâíîñòåé âîíè áóëè
ðîçïîä³ëåí³ íà ñ³ì ï³äðîäèí: TRPC, TRPV,

TRPM, TRPA, TRPP, TRPML òà TRPN [15].
TRP-êàíàëè â³äçíà÷àþòüñÿ íàäçâè÷àéíîþ
ð³çíîìàí³òí³ñòþ ìåõàí³çì³â êåðóâàííÿ, ÿê³
âêëþ÷àþòü õ³ì³÷í³ òà ìåõàí³÷í³ ñòèìóëè,
öèòîïëàçìàòè÷í³  òà  ë ³ï ³äí ³  âòîðèíí³
ïîñåðåäíèêè, ïîòåíö³àë, ñòàí íàïîâíåííÿ
âíóòð³øíüîêë³òèííèõ êàëüö³ºâèõ äåïî,
íàáóõàííÿ êë³òèí, êðèâèçíó ïëàçìàòè÷íî¿
ìåìáðàíè òîùî. Ñåðåä íèõ âèä³ëÿþòü ãðóïó,
ïðåäñòàâíèêè ÿêî¿  ðåàãóþòü íà  çì³íè
òåìïåðàòóðè ÿê ó á³ê ¿¿ ï³äâèùåííÿ, òàê ³
ïîíèæåííÿ â³äíîñíî òåìïåðàòóðè ò³ëà. Òàê³
êàíàëè íàçèâàþòü òåðìî-TRP. Çà ñâîºþ
ñòðóêòóðîþ âîíè â³äíîñÿòüñÿ äî ð³çíèõ
ï³äðîäèí, à îá�ºäíóº ¿õ ëèøå òåðìî÷óòëè-
â³ñòü. Ïðè öüîìó òåðìî-TRP-êàíàëè, ÿê³
àêòèâóþòüñÿ ó â³äïîâ³äü íà ð³çí³ ìîäàëü-
íîñò³ ãàðÿ÷îãî (â³ä òåïëîãî äî ïåêó÷îãî)
íàëåæàòü äî âàí³ëî¿äíî¿ ï³äðîäèíè � TRPV,
íà ïîì³ðíå îõîëîäæåííÿ � äî ìåëàñòàòè-
íîâî¿ � TRPM � ï³äðîäèíè, à íà ìîðîçíèé
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õîëîä � äî àíêèðèíîâî¿ � TRPA-ï³äðîäèíè
[6]. Îäíèì ç íàéá³ëüø ö³êàâèõ ïðåäñòàâ-
íèê³â ö³º¿ ãðóïè º õîëîäîâèé ðåöåïòîð
TRPM8 ç TRPM-ï³äðîäèíè êàíàë³â [11],
ÿêèé â³äïîâ³äàº íà ïîì³ðí³ ïîíèæåííÿ
òåìïåðàòóðè â ä³àïàçîí³, ùî íå âèêëèêàº
áîëüîâèõ â³ä÷óòò³â (òîáòî äî 8° Ñ). TRPM8
òàêîæ àêòèâóºòüñÿ õ³ì³÷íèìè ñïîëóêàìè,
ùî â³ä³ãðàþòü ðîëü õ³ì³÷íèõ àíàëîã³â õîëî-
äó, ñïðè÷èíÿþ÷è â³ä÷óòòÿ îõîëîäæåííÿ �
ìåíòîëîì, ³öèë³íîì òà ¿õ ïîõ³äíèìè. Ââà-
æàºòüñÿ ,  ùî îñíîâíîþ ô³ç ³îëîã ³÷íîþ
ôóíêö³ºþ TRPM8 º ñïðèéíÿòòÿ õîëîäîâîãî
ñòèìóëó ñåíñîðíèìè íåéðîíàìè òà éîãî
ïåðåòâîðåííÿ â åëåêòðîõ³ì³÷íó ôîðìó,
çäàòíó äî ðîçïîâñþäæåííÿ â ³íòåãðàòèâí³
öåíòðè ÖÍÑ [1,5,14].  Ö³êàâî,  ùî êð³ì
ñåíñîðíèõ íåéðîí³â  TRPM8 íàéá³ëüø
øèðîêî åêñïðåñóºòüñÿ â ïðîñòàò³ � îðãàí³,
ÿêèé ñóòòºâî  íå  ðåàãóº  íà  êîëèâàííÿ
òåìïåðàòóðè [4,7,8,10]. Á³ëüøå òîãî, ð³âåíü
åêñïðåñ³¿ TRPM8 ³ñòîòíî ï³äâèùóºòüñÿ ïðè
ðàêó ïðîñòàòè. Çíà÷íà åêñïðåñ³ÿ òàêîæ
ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ó ðîçïîâñþäæåíèõ ïóõëè-
íàõ ëþäèíè, âêëþ÷àþ÷è ðàê ìîëî÷íî¿ çà-
ëîçè, òîâñòî¿ êèøêè, ëåãåí³â ³ øê³ðè, â òîé
÷àñ ÿê ó â³äïîâ³äíèõ íîðìàëüíèõ òêàíèíàõ
âîíà ïðàêòè÷íî â³äñóòíÿ [7,19]. Ö³ äàí³
ãîâîðÿòü ïðî òå, ùî êð³ì äåòåêö³¿ òåìïå-
ðàòóðè TRPM8, ³ìîâ³ðíî, ìîæå âèêîíóâàòè
é ³íø³ âàæëèâ³ ôóíêö³¿ ÿê ó ïðîñòàò³, òàê ³
ïðè êàíöåðîãåíåç³ [22].

Á³ëüø³ñòü äàíèõ ñòîñîâíî ïðîñòàòíî-
ñïåöèô³÷íîãî TRPM8 áóëè îòðèìàí³ íà
åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ë³í³¿ LNCaP ðàêó
ïðîñòàòè ëþäèíè òà íà ïåðâèííèõ êë³òèíàõ,
îäåðæàíèõ ç³  çðàçê³â òêàíèíè ðàêó òà
äîáðîÿê³ñíî¿ ã³ïåðïëàç³¿ ïðîñòàòè [18,21,22].
Íà êë³òèíàõ ë³í³¿ LNCaP, çîêðåìà, áóëî
ïîêàçàíî, ùî TRPM8 ìîæå ³ íå ëîêàë³çóâà-
òèñü ó ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³, ÿê öå â³äáó-
âàºòüñÿ ó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ, à çíàõîäè-
òèñÿ âèêëþ÷íî ó ìåìáðàí³ åíäîïëàçìà-
òè÷íîãî ðåòèêóëóìà (ÅÐ) [18]. Ââàæàºòüñÿ,
ùî ïåðåâàæíà ïëàçìîëåìàëüíà àáî åíäî-
ïëàçìàòè÷íà ëîêàë³çàö³ÿ TRPM8 çóìîâëåíà

³ñíóâàííÿì äâîõ ñïëàéñ-âàð³àíò³â öüîãî
êàíàëó � ïîâíîì³ðíîãî òà âêîðî÷åíîãî, ç
ÿêèõ îñòàíí³é íå ò³ëüêè ñàì åêñïðåñóºòüñÿ
â ìåìáðàí³ ÅÐ, à ³ ñïðèÿº çàòðèìö³ â í³é
ïîâíîì³ðíî¿ ôîðìè [18].

Íåçâàæàþ÷è íà çíà÷íèé ïðîãðåñ ó äîñ-
ë³äæåíí³ ÿê íåéðîíàëüíîãî TRPM8, òàê ³
åêñïðåñîâàíîãî ó ðàêîâèõ êë³òèíàõ ïðîñòà-
òè, ïðàêòè÷íî íåâ³äîìî, ÷è öåé êàíàë ôóíê-
ö³îíóº ó íîðìàëüí³é ïðîñòàò³. Ó ö³é ðîáîò³
ìè âïåðøå ïîêàçàëè, ùî êàíàë TRPM8
ôóíêö³îíàëüíî åêñïðåñóºòüñÿ ó ïëàçìà-
òè÷í³é ìåìáðàí³ íîðìàëüíèõ åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèí ïðîñòàòè ùóðà. Ïðè÷îìó öÿ åêñïðå-
ñ³ÿ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ò³ëüêè ó äèôåðåíö³éî-
âàíèõ àï³êàëüíèõ åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ, ÿê³
ó â³äïîâ³äü íà îõîëîäæåííÿ àáî ìåíòîë
ãåíåðóþòü �êëàñè÷íèé� TRPM8-îïîñåðåä-
êîâàíèé ñòðóì, ³ â³äñóòíÿ ó áàçàëüíèõ êë³-
òèíàõ. Íàø³ ðåçóëüòàòè ùå ðàç ï³äòâåðä-
æóþòü íåîáõ³äí³ñòü äèôåðåíö³àö³¿ åï³òå-
ë³àëüíèõ êë³òèí ïðîñòàòè äëÿ ìåìáðàííî¿
åêñïðåñ³¿ TRPM8, ÿê öå áóëî ïîêàçàíî äëÿ
êë³òèí ðàêó ïðîñòàòè ëþäèíè.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Âèä³ëåííÿ ³çîëüîâàíèõ åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí ç
ïðîñòàòè ùóðà. Â åêñïåðèìåíòàõ âèêîðèñ-
òîâóâàëè ñòàòåâîçð³ëèõ ùóð³â-ñàìö³â ìà-
ñîþ 300�350 ã. Òâàðèí äåêàï³òóâàëè ï³ñëÿ
àíåñòåç³¿ åô³ðîì. Âåíòðàëüíó, ëàòåðàëüíó
òà äîðñàëüíó ÷àñòêè ïðîñòàòè øâèäêî âèð³-
çàëè òà âì³ùóâàëè ó õîëîäíèé (4° Ñ) ðîç÷èí
(ììîëü/ë): NaCl � 140, KCl �5, ãëþêîçà �
10, HEPES � 10,  CaCl

2
 � 2, MgCl

2
 � 1 (pH

7,4). Æèðîâó îáîëîíêó âèëó÷àëè, òêàíèíó,
ÿêà çàëèøàëàñÿ, ïîäð³áíþâàëè íîæèöÿìè íà
íåâåëèê³ ôðàãìåíòè (áëèçüêî 1 ìì3) ³ ïåðå-
íîñèëè ó áåçêàëüö³ºâèé ðîç÷èí (ììîëü/ë):
NaCl � 140, KCl � 5, ãëþêîçà � 5, HEPES �
10 (pH 7,4). Ï³ñëÿ öüîãî òêàíèíó ï³ääàâàëè
ôåðìåíòàòèâí³é îáðîáö³ ó 0,2%-ìó áåç-
êàëüö³ºâîìó ðîç÷èí³ êîëàãåíàçè (òèï IV,
�Sigma�, ÑØÀ) ïðîòÿãîì ãîäèíè ïðè 37° Ñ.
Ïîò³ì òêàíèíó äåê³ëüêà ðàç³â ïðîìèâàëè ó

Ôóíêö³îíàëüíà ³äåíòèô³êàö³ÿ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà TRPM8 â åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà



ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2007, Ò. 53, ¹ 5 5

áåçêàëüö³ºâîìó ðîç÷èí³ äëÿ âèëó÷åííÿ
ôåðìåíòó òà äèñïåðãóâàëè ï³ïåòêîþ Ïàñòå-
ðà (ä³àìåòð 1�2 ìì) äëÿ îòðèìàííÿ ³çîëüî-
âàíèõ êë³òèí. Ñóñïåíç³þ êë³òèí ïåðåíîñèëè
â ÷àøêè Ïåòð³ äëÿ ïîäàëüøèõ åëåêòðîô³-
ç³îëîã³÷íèõ åêñïåðèìåíò³â.

Åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèé åêñïåðèìåíò .
Ìåìáðàíí³ ñòðóìè â åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ
ïðîñòàòè ðåºñòðóâàëè çà äîïîìîãîþ ìåòî-
äèêè �patch-clamp� ó êîíô³ãóðàö³¿ �ö³ëà êë³-
òèíà�. Ñêëàä ïîçàêë³òèííîãî ðîç÷èíó áóâ
òàêèì (ììîëü/ë): NaCl � 140, KCl � 5,
ãëþêîçà � 10, HEPES � 10, CaCl

2
 � 2, MgCl

2
 � 1

(pH 7,4). Ðåºñòðóþ÷ó ï³ïåòêó çàïîâíþâàëè
âíóòð³øíüîêë³òèííèì ðîç÷èíîì òàêîãî
ñêëàäó (ììîëü/ë): CsCl � 140, CaCl

2
 � 1,

EÄTA � 10, HEPES � 10, MgATÔ � 2 (pH
7,4). Îï³ð öèõ ï³ïåòîê áóâ ó ìåæàõ 3�5
ÌÎì. Ìåíòîë (�Sigma�, ÑØÀ) ðîç÷èíÿëè
â 96%-ìó åòàíîë³ äëÿ îòðèìàííÿ ìàòî÷íîãî
ðîç÷èíó êîíöåíòðàö³ºþ 1 ìîëü/ë. Ïåðåä
êîæíèì åêñïåðèìåíòîì éîãî äîäàâàëè ó
ïîçàêë³òèííèé ðîç÷èí äëÿ  îòðèìàííÿ
íåîáõ³äíî¿ ðîáî÷î¿ êîíöåíòðàö³¿. Çì³íó
çîâí³øíüîêë³òèííîãî ðîç÷èíó ïðîâîäèëè
áàãàòîêàíàëüíîþ ì³êðîï³ïåòêîþ ç çàãàëü-
íèì âèòîêîì, ÿêèé áóâ ðîçòàøîâàíèé äóæå
áëèçüêî äî êë³òèíè. Âñ³ ðåàêòèâè, ÿê³ âèêî-
ðèñòîâóâàëèñÿ äëÿ ïðèãîòóâàííÿ ðîç÷èí³â,
áóëè â³ä ô³ðìè �Sigma� (ÑØÀ). Òåìïåðà-
òóðó çîâí³øíüîãî ðîç÷èíó ï³äòðèìóâàëè çà
äîïîìîãîþ öèðêóëÿö³éíîãî âîäÿíîãî òåðìî-
ñà HAAKE C10 òà ñêîíñòðóéîâàíî¿ â íàø³é
ëàáîðàòîð³¿ ñèñòåìè ô³êñàö³¿ òåìïåðàòóðè.

Åêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàí-
íÿì ï³äñèëþâà÷à ô³ðìè �Dagan ÐÑ-ÎNE�
(ÑØÀ) â êîìïëåêñ³ ç ïåðñîíàëüíèì êîì-
ï�þòåðîì. Äëÿ ðåºñòðàö³¿ ñòðóì³â âèêîðèñ-
òîâóâàëè ïðîãðàìíå çàáåçïå÷åííÿ Clampex
8.0 (�Axon Instruments�, ÑØÀ). Îáðîáêó
òà àíàë³ç ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè çà äîïîìî-
ãîþ ïðîãðàìíîãî çàáåçïå÷åííÿ Clampfit 8.0
(�Axon Instruments�, ÑØÀ) òà Origin 7.0
(�Microcal�, ÑØÀ).

Êîíôîêàëüíà ì³êðîñêîï³ÿ åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèí ïðîñòàòè ùóðà. Äëÿ ³ìóíîìàðêó-

âàííÿ êë³òèí âåíòðàëüíó ÷àñòêó ïðîñòàòè
ùóðà âèä³ëÿëè ÿê áóëî îïèñàíî ðàí³øå òà
ô³êñóâàëè ïðîòÿãîì 24 ãîä ó 4%-ìó ðîç÷èí³
ôîðìàëüäåã³äó, ïîò³ì íàð³çàëè íà â³áðîòîì³
(�Campden Instruments Ltd.�, Loughborough,
Âåëèêîáðèòàí³ÿ) íà øàðè çàâòîâøêè 50 ìêì
ïðè -10°Ñ òà ïðèêð³ïëÿëè äî ïðåäìåòíîãî
ñêëà, îòðèìóþ÷è ñëàéäè. Îñòàíí³ ïðîìè-
âàëè òðè÷³ ïî 5 õâ ó ðîç÷èí³ 0,1 Ì ôîñôàò-
íîãî áóôåðà (ÔÁ). Ï³ñëÿ öüîãî âèòðèìóâàëè
â 0,1 Ì ÔÁ ç äîäàâàííÿì 0,3 % Triton X-
100 (Ò) òà 4%-¿ êîçèíî¿ ñèðîâàòêè (ÊÑ) �
ðîç÷èí-1 (ÔÁ+T+ÊÑ) � íå ìåíøå í³æ 2 ãîä.
Âñ³ àíòèò³ëà ðîç÷èíÿëè â ö³é ñóì³ø³. Ì³æ
åòàïàìè ïðèêëàäàííÿ  àíòèò ³ë  ñëàéäè
â³äìèâàëè ÷îòèðè ðàçè ïî 5 õâ ó öüîìó
ñàìîìó ðîç÷èí³. Ñïî÷àòêó ¿õ ³íêóáóâàëè 24
ãîä ïðè +4°Ñ ç ìîíîêëîíàëüíèì ìèøà÷èì
ïåðâèííèì àíòèò³ëîì äî ìàðêåðíîãî á³ëêà
êë³òèí ïðîñòàòè � öèòîêåðàòèíîì-8 (1:100,
�Sigma�, ÑØA), ïîò³ì ¿õ ãîäèíó ³íêóáóâàëè
³ç ñïåöèô³÷íèì àíòè-IgG àíòèò³ëîì, äî
ÿêîãî ïðèºäíàíèé ôëóîðåñöåíòíèé  áàðâíèê
FITC (1:100, �Sigma�, ÑØA). ²ìóíîìàð-
êîâàí³ ñëàéäè âèñóøóâàëè ïðè ê³ìíàòí³é
òåìïåðàòóð³ òà ïîêðèâàëè ðîç÷èíîì ïðîòè
âèãîðàííÿ. Êîíôîêàëüí³ ôëóîðåñöåíòí³
ñèãíàëè îòðèìóâàëè íà ñêàíóþ÷îìó êîíôî-
êàëüíîìó ì³êðîñêîï³ (�Olympus Corpo-
ration�, ÑØA), ÿêèé îáëàäíàíèé ëàçåðàìè
Multi line-Argon 457/488/515 òà Helium/Neon
543/633. Ñëàéäè äîñë³äæóâàëè ïðè 60-
êðàòíîìó çá³ëüøåíí³. Ôëóîðåñöåíö³þ FITC
çáóäæóâàëè õâèëåþ äîâæèíîþ 488 íì,
ôëóîðåñöåíòíèé ñèãíàë ðåºñòðóâàëè ïðè
äîâæèí³ õâèë³ ïîíàä 510 íì ç âèêîðèñòàííÿì
ïðîãðàìíîãî  çàáå çïå÷åííÿ  OLYMPUS
FV1000.

Îïòè÷íà ðåºñòðàö³ÿ êàëüö³þ. Ïåðâèííó
êóëüòóðó êë³òèí ïðîñòàòè ñòàòåâîçð³ëèõ ùó-
ð³â-ñàìö³â âèðîùóâàëè ïðè 37°Ñ â ³íêóáà-
òîð³ ç 5 % ÑÎ

2 
â ñòàíäàðòíîìó ñåðåäîâèù³

DMEM (�Gibco�, Âåëèêîáðèòàí³ÿ) ç 10 %
ôåòàëüíî¿ ñèðîâàòêè òåëÿòè, 400 ìêã/ìë
ãåíòàì³öèíó óïðîäîâæ 1�2 ä³á ó ÷àøêàõ
Ïåòð³ íà ñêë³ [18]. Â åêñïåðèìåíò³ ç âèêî-
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ðèñòàííÿì ìåòîäó îïòè÷íî¿ ðåºñòðàö³¿
êàëüö³þ ñåðåäîâèùå çàì³íþâàëè íà ñòàí-
äàðòíèé ïîçàêë³òèííèé ðîç÷èí ç äîäàâàí-
íÿì 5 ìêìîëü/ë Mag-Fluo-4AM (�Molecu-
lar Probes Inc�, ÑØÀ). Êë³òèíè ³íêóáóâàëè
ïðîòÿãîì 25 õâ ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³,
ï³ñëÿ ÷îãî òðè÷³ â³äìèâàëè ïîçàêë³òèííèì
ðîç÷èíîì. Ôëóîðåñöåíòí³ êîíôîêàëüí³
â³äîáðàæåííÿ áóëè îòðèìàí³ íà ñêàíóþ÷³é
êîíôîêàëüí³é óñòàíîâö³ LSM 5 PASCAL,
ÿêà áàçóºòüñÿ íà ³íâåðòîâàíîìó ì³êðîñêîï³
Axiovert 200M ç Argon 458/488/514 òà He-
lium/Neon 543 ëàçåðàìè, îäíèì êîíôîêàëü-
íèì ôîòî åëåêò ðîííèì ïîìíîæóâà÷åì
(ÔÅÏ) òà  îäíèì ÔÅÏ äëÿ ïðîõ³äíîãî
ñâ³òëà. Ôëóîðåñöåíö³þ Mag-Fluo-4AM çáóä-
æóâàëè õâèëåþ äîâæåíîþ 488 íì, ôëóîðåñ-
öåíòíèé ñèãíàë ðåºñòðóâàëè õâèëåþ äîâæè-
íîþ ïîíàä 510 íì, âèêîðèñòîâóþ÷è ïðîã-
ðàìíå çàáåçïå÷åííÿ LSM 5 PASCAL.

Ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ ³ç çâî-
ðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ. Ó ñòàòåâîçð³ëèõ
ùóð³â ë³í³¿ Â³ñòàð âèð³çàëè âåíòðàëüíó,
ëàòåðàëüíó òà äîðñàëüíó ÷àñòêè ïðîñòàòè
³ íåãàéíî ãîìîãåí³çóâàëè ó ðîç÷èí³ Trizol
(Trizol RNA-Prep, �Isogene�, Ðîñ³ÿ). Îòðè-
ìàíèé ãîìîãåíàò âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ âèä³-
ëåííÿ ñóìàðíî¿ ÐÍÊ. Çâîðîòíó òðàíñêðèï-
ö³þ çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ RevertAid�
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
(�Fermentas�, Ëèòâà), áåðó÷è 0,3�0,6 ìêã
ñóìàðíî¿  ÐÍÊ òà  ïðàéìåð îë³ãî-dT.  Ç
îòðèìàíî¿ îäíîëàíöþãîâî¿ ÄÍÊ àìïë³ô³-
êóâàëè çà äîïîìîãîþ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþ-
ãîâî¿ ðåàêö³¿ ôðàãìåíòè ãåí³â, ùî êîäóþòü
êàíàë TRPM8 òà β-àêòèí (âíóòð³øí³é êîíò-
ðîëü). Ðåàêö³éíà ñóì³ø ñêëàäàëàñÿ ç: 5-êðàò-
íîãî áóôåðà äëÿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿
ðåàêö³¿ (�Amplisens� Ðîñ³ÿ), 2,5 ììîëü/ë
MgSO

4
, 200 ìêìîëü/ë ñóì³ø³ ÷îòèðüîõ

äåçîêñèíóêëåîòèäòðèôîñôàò³â, 30 ïìîëü
êîæíîãî ç ïðàéìåð³â, 0,5 ÎÄ Taq ÄÍÊ-
ïîë³ìåðàçè (�Fermentas�, Ëèòâà) òà 5 ìêë
êÄÍÊ. Ïîë³ìåðàçíà ðåàêö³ÿ ïðîõîäèëà ó
òåðìîöèêëåð³ �T-CY� (�CreaCon Technolo-
gies�, Í³äåðëàíäè) ïðè 94°Ñ � 45 ñ, 58°Ñ �

30 ñ, 72°Ñ � 30 ñ ïðîòÿãîì 35 öèêë³â. Ïîñ-
ë³äîâíîñò³ ïðàéìåð³â áóëè: TRPM8f 5�-
GAGTGGTACATGAACGGAGT-3�, TRPM8r
- 5�- TGAAGAGTGAAGCCGGAATAC -3�
[21], Actf 5�-TCATCACTATCGGCAATGA-
GC-3�, Actr 5�-GGCCAGGATAGAGCCAC-
CA-3� [22]. Ï³ñëÿ ãîðèçîíòàëüíîãî åëåêòðî-
ôîðåçó ó 3%-ìó àãàðîçíîìó ãåë³ ç äîäàâàí-
íÿì áðîìèñòîãî  åòèä ³þ çä ³éñíþâàëè
â³çóàë³çàö³þ àìïë³êîí³â çà äîïîìîãîþ
òðàíñ³ëþì³íàòîðà ViTran (�Á³îêîì�, Ðîñ³ÿ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Ìîðôîëîã³÷íà õàðàêòåðèñòèêà åï³òåë³àëü-
íèõ êë³òèí ïðîñòàòè ùóðà.  Ã³ñòîëîã³÷í³
äîñë³äæåííÿ âêàçóþòü íà íàÿâí³ñòü ó ïðîñ-
òàò³ òðüîõ òèï³â êë³òèí åï³òåë³àëüíîãî
ïîõîäæåííÿ: êîëîíîïîä³áíèõ ëþì³íàëüíèõ,
êðóãëèõ áàçàëüíèõ ³ êðóãëèõ íåéðîåíäî-
êðèííèõ, ñåðåä ÿêèõ äâà îñòàíí³ òèïè
ïðàêòè÷íî íå â³äð³çíÿþòüñÿ. Ç îãëÿäó íà òå,
ùî â  åï ³òåë ³àëüíèõ  êë ³òèíàõ  ðàêó  òà
äîáðîÿê³ñí³é ã³ïåðïëàç³¿ ïðîñòàòè ëþäèíè
åêñïðåñ³ÿ TRPM8 áóëà ïåðåâàæíî âèÿâëåíà
â àï³êàëüíîìó ôåíîòèï³ êë³òèí [2],  ìè
çàñòîñóâàëè àíòèò³ëà äî ìàðêåðíîãî á³ëêà
öèõ êë³òèí � öèòîêåðàòèíó 8 äëÿ ¿õ äîñòîâ³ð-
íî¿ ³äåíòèô³êàö³¿ òà âèçíà÷åííÿ ìîðôîëîã³¿
ó íîðìàëüí³é ïðîñòàò³ ùóðà. Íà ðèñ. 1
ïðåäñòàâëåíî êîíôîêàëüíå çîáðàæåííÿ
çð³çó âåíòðàëüíî¿ ÷àñòêè ïðîñòàòè ùóðà,
çàáàðâëåíîãî àíòèöèòîêåðàòèíîì 8, òà
çâè÷àéíà ì³êðîôîòîãðàô³ÿ êë³òèí, âèä³ëåíèõ
ç ö³º¿ ñàìî¿ ÷àñòêè ôåðìåíòàòèâíî-ìåõàí³÷-
íîþ îáðîáêîþ. Âèäíî, ùî íà îáîõ ì³êðîôî-
òîãðàô³ÿõ º êë³òèíè ïîäîâæåíî¿ ôîðìè,
ïðè÷îìó òîé ôàêò, ùî ñàìå âîíè ì³òèëèñÿ
àíòèöèòîêåðàòèíîì 8 (äèâ. ðèñ. 1,à) âêàçó-
âàâ íà ¿õ íàëåæí³ñòü äî ñåêðåòîðíîãî àï³-
êàëüíîãî ôåíîòèïó. ßê âèäíî ç ðèñ. 1,á,
õàðàêòåðíà ôîðìà àï³êàëüíèõ åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèí çáåð³ãàëàñÿ ³ ï³ñëÿ ôåðìåíòàòèâíî-
ìåõàí³÷íî¿ ³çîëÿö³¿, ùî âêàçóâàëî íà ¿õ
äîñòîâ³ðíó ³äåíòèô³êàö³þ.  Ïðè öüîìó
á³ëüø³ñòü ç êë³òèí, ÿê³ ìàëè îêðóãëó ôîðìó,

Ôóíêö³îíàëüíà ³äåíòèô³êàö³ÿ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà TRPM8 â åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà
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áóëè î÷åâèäíî, áàçàëüíèìè åï³òåë³àëüíèìè
êë³òèíàìè, îñê³ëüêè ïîïóëÿö³ÿ íåéðîåíäî-
êðèííèõ êë³òèí ñòàíîâèòü íåçíà÷íó ê³ëü-
ê³ñòü ó ïðîñòàò³ [3].

Îõîëîäæåííÿ àáî àïë³êàö³ÿ ìåíòîëó âèê-
ëèêàþòü àêòèâàö³þ ìåìáðàííîãî ñòðóìó â
åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí ïðîñòàòè ùóðà. Ïåðåä
ïî÷àòêîì äîñë³äæåííÿ âïëèâó îõîëîäæåííÿ
òà ìåíòîëó íà ìåìáðàíí³ ñòðóìè ìè õîò³ëè
âïåâíèòèñÿ, ùî TRPM8 ä³éñíî åêñïðå-
ñóºòüñÿ  ó  íîðìàëüí³é  ïðîñòàò ³  ùóðà ,
îñîáëèâî ç îãëÿäó íà òå, ùî ó ë³òåðàòóð³
ùîäî öüîãî ³ñíóº ò³ëüêè îäíå ñâ³ä÷åííÿ [17].
Ìè îö³íþâàëè åêñïðåñ³þ TRPM8 íà ð³âí³
ìÐÍÊ çà äîïîìîãîþ ìåòîäó çâîðîòíî¿
òðàíñêðèïö³éíî¿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿
ðåàêö³¿ ³ç çàñòîñóâàííÿì TRPM8-ñïåöè-
ô³÷íèõ ïðàéìåð³â. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíèé
äîñë³ä, ÿêèé ïîêàçóº, ùî âèêîðèñòàííÿ
âêàçàíèõ ïðàéìåð³â ïðèçâîäèòü äî ïîÿâè
ñìóãè ³ç ïåðåäáà÷óâàíîþ äîâæèíîþ àìïë³-
êîíà, ñâ³ä÷à÷è ïðî åêñïðåñ³þ ìÐÍÊ TRPM8
ó ïðîñòàò³ ùóðà.

Íà ðèñ. 3 íàâåäåí³ òèïîâ³ ðåºñòðàö³¿
³íòåãðàëüíîãî ñòðóìó ÷åðåç ïëàçìàòè÷íó
ìåìáðàíó êîëîíîïîä³áíèõ åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèí ïðîñòàòè ùóðà ïðè 33° Ñ ó â³äïîâ³äü
íà ñòóï³í÷àñò³ çì³íè ïîòåíö³àëó ïðè âèêî-
ðèñòàíí³ Ê+ àáî Cs+ ÿê îñíîâíîãî âíóòð³ø-
íüîêë³òèííîãî êàò³îíà. Âèäíî, ùî ïðè íàÿâ-
íîñò³ Cs+ âèõ³äíèé ñòðóì º ñóòòºâî ìåíøèì,
ùî,  î÷åâèäíî,  â ³äáó âàºòüñÿ âíàñë³äîê

Ðèñ. 1. Ìîðôîëîã³÷í³ îçíàêè åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí ïðîñòàòè ùóðà: à � êîíôîêàëüíå çîáðàæåííÿ çð³çó âåíòðàëüíî¿
÷àñòêè ïðîñòàòè ùóðà: 1 � çð³ç ó ïðîõ³äíîìó ñâ³òë³; 2 � ï³ñëÿ ïðèêëàäàííÿ àíòèöèòîêåðàòèíó 8; á � ³çîëüîâàí³
åï³òåë³àëüí³ êë³òèíè ïðîñòàòè ùóðà; 1 � áàçàëüí³ êë³òèíè; 2 � ñåêðåòîðí³ êîëîíîïîä³áí³ êë³òèíè

áà

1

2
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Òîâùèíà çð³çó òêàíèíè
ïðîñòàòè 50 ìêì

10
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çìåíøåííÿ êàë³ºâîãî êîìïîíåíòà ñòðóìó.
Âðàõîâó þ÷è,  ùî ñò ðóì,  ïîâ�ÿçàíèé ç
àêòèâàö³ºþ TRPM8 (I

TRPM8
) ,  õàðàêòåðè-

çóºòüñÿ çíà÷íèì âèõ³äíèì âèïðÿìëåííÿì
[13], ìè çóïèíèëèñÿ íà ä³àë³ç³ êë³òèí Cs+ ÿê
òàêèìè, ùî çàáåçïå÷óþòü ìåíøèé áàçîâèé
ð³âåíü ñòðóìó, íà ôîí³ ÿêîãî î÷³êóºòüñÿ
àêòèâàö³ÿ I

TRPM8
.

Äëÿ â³äñòåæóâàííÿ àêòèâàö³¿ I
TRPM8

 ìè
ïðèêëàäàëè îõîëîäæåíííÿ àáî ìåíòîë ï³ä
÷àñ íåïåðåðâíî¿  ñòèìóëÿö³ ¿  êë³òèíè ç
÷àñòîòîþ 0,33 Ãö ³ìïóëüñàìè ïîòåíö³àëó,
ùî ñêëàäàëèñÿ ç ôàçè äåïîëÿðèçàö³¿ äî
+100 ìÂ (+160 ìÂ ó äîñë³äàõ ç ìåíòîëîì)
òà ôàçè ã³ïåðïîëÿðèçàö³¿ äî -100 ìÂ, ç�ºä-
íàíèõ ì³æ ñîáîþ ë³í³éíî-çì³ííîþ ä³ëÿíêîþ
(ramp-ä³ëÿíêà) ³ç øâèäê³ñòþ çì³íè ïîòåí-

ö³àëó 1,6 ìÂ/ìñ (2,08 ìÂ/ìñ â äîñë³äàõ ç
ìåíòîëîì) (ðèñ. 4,à òà 5,à). Òàêèé ïðîòîêîë
ñòèìóëÿö³¿ äîçâîëÿâ íå ò³ëüêè îö³íèòè
àìïë³òóäè ñòðóìó ïðè äâîõ ïîòåíö³àëàõ, à ³
îäíî÷àñíî îäåðæàòè éîãî âîëüò-àìïåðíó
õàðàêòåðèñòèêó (ÂÀÕ).

Íà ðèñ. 4 íàâåäåí³ îðèã³íàëüí³ çàïèñè
ñòðóì³â òà ¿õ ÂÀÕ, à òàêîæ òèïîâà çàëåæ-
í³ñòü â³ä ÷àñó çì³í ìåìáðàííîãî ñòðóìó, ùî
ñïîñòåð³ãàëèñÿ ó êîëîíîïîä³áíèõ åï³òå-
ë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà ó â³äïîâ³äü
íà ñòóï³í÷àñòå îõîëîäæåííÿ â³ä 33 äî 21° Ñ.
Âèäíî, ùî ïðè 33° Ñ áàçîâèé ñòðóì ìàº â³ä-
íîñíî íåâåëèêó àìïë³òóäó, àëå ï³ñëÿ çíè-
æåííÿ òåìïåðàòóðè äî 21° Ñ ñòðóì ð³çêî
çá³ëüøóâàâñÿ, îñîáëèâî ó âèõ³äíîìó íàï-
ðÿìêó (äèâ. ðèñ. 4,á). Öåé åôåêò áóâ ïîâ-
í³ñòþ çâîðîòíèì, òîáòî ï³ñëÿ â³äíîâëåííÿ
òåìïåðàòóðè äî 33° Ñ ñòðóì çìåíøóâàâñÿ
äî ïî÷àòêîâîãî, áàçîâîãî ð³âíÿ (äèâ. ðèñ.
4,â). Â³äí³ìàííÿ çíà÷åííÿ áàçîâîãî ñòðóìó
ïðè 33° Ñ â³ä çàãàëüíîãî ñòðóìó ïðè 21° Ñ
íà ÂÀÕ äàëî çìîãó îäåðæàòè ÂÀÕ ñàìå
òîãî êîìïîíåíòà, ÿêèé àêòèâóºòüñÿ îõî-
ëîäæåííÿì (äèâ. ðèñ 4,ã). Ñàìå çà òàêèìè
îçíàêàìè, ÿê âèðàæåíå âèõ³äíå âèïðÿì-
ëåííÿ (òîáòî íàáàãàòî á³ëüøå çíà÷åííÿ
âèõ³äíîãî ñòðóìó ïîð³âíÿíî ç³ âõ³äíèì) ³
ð³âíîâàæíèé ïîòåíö³àë ïîáëèçó 0 ìÂ,
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Ðèñ. 2. Åêñïðåñ³ÿ TRPM8 ó ñåêðåòîðíèõ åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà

Ðèñ. 3. ²íòåãðàëüíèé ñòðóì ÷åðåç ïëàçìàòè÷íó ìåìáðàíó ñåêðåòîðíèõ åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí ïðîñòàòè ùóðà ïðè 33 °Ñ
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îòðèìàíà ÂÀÕ íàãàäóº òàêó äëÿ I
TRPM8

,
ïîâ�ÿçàíîãî ç àêòèâàö³ºþ ÿê ãåòåðîëîã³÷íî
åêñïðåñîâàíîãî, òàê ³ åíäîãåííîãî TRPM8
ó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ [9, 13, 14]. Öå äàëî
ï³äñòàâè ñòâåðäæóâàòè, ùî îòðèìàíà íàìè
â³äïîâ³äü íà îõîëîäæåííÿ â ñåêðåòîðíèõ
åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà
îïîñåðåäêîâàíà ñàìå êàíàëîì TRPM8, ùî
â íèõ åêñïðåñóºòüñÿ.

Àíàëîã³÷íèé åêñïåðèìåíò íà áàçàëüíèõ
åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ (³äåíòèô³êîâàíèõ çà
êðóãëîþ ôîðìîþ) ïðîñòàòè ùóðà íå ïîêà-
çàâ æîäíèõ â³äïîâ³äåé íà çì³íè òåìïåðà-
òóðè (äàí³ íå íàâîäÿòüñÿ). Öåé ðåçóëüòàò
óçãîäæóºòüñÿ ç íåùîäàâí³ìè äîñë³äæåí-
íÿìè TRPM8 ó ïðîñòàò³ ëþäèíè, ÿê³ ïîêà-
çàëè, ùî åêñïðåñ³ÿ öüîãî êàíàëó îáìå-
æóºòüñÿ ñåêðåòîðíèì åï³òåë³ºì, â òîé ÷àñ
ÿê ó áàçàëüíèõ êë³òèíàõ âîíà â³äñóòíÿ [2].

Ñòðóì, ñõîæèé çà ñâî¿ìè âëàñòèâîñòÿìè
íà ùîéíî îïèñàíèé, ì³ã áóòè àêòèâîâàíèé
ó àï³êàëüíèõ åï³òåë³àëüíèõ, àëå íå áàçàëü-
íèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà òàêîæ ïðèêëà-

äàííÿì õ³ì³÷íîãî àíàëîãà îõîëîäæåííÿ �
ìåíòîëó â êîíöåíòðàö³¿ 100 ìêìîëü/ë ïðè
33° Ñ (äèâ. ðèñ. 5). Åôåêò òåæ âèÿâèâñÿ
ïîâí³ñòþ çâîðîòíèì, à ÂÀÕ ñòðóìó, ÿêèé
àêòèâóºòüñÿ ìåíòîëîì, çà ñâîºþ ôîðìîþ
òà ïîòåíö³àëîì ðåâåðñ³¿ òàêîæ íàãàäóâàëà
ÂÀÕ åíäîãåííîãî TRPM8 ó ñåíñîðíèõ
íåéðîíàõ.

Àïë³êàö³ÿ ìåíòîëó âèêëèêàº ï³äâèùåííÿ
ð³âíÿ öèòîïëàçìàòè÷íîãî êàëüö³þ â åï³òå-
ë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà.  Ùîá
ç�ÿñóâàòè, ÷è ìîæå ìåíòîë ï³äâèùóâàòè
êîíöåíòðàö³þ öèòîïëàçìàòè÷íîãî êàëüö³þ
â êë³òèíàõ ïðîñòàòè, ìè êîíòðîëþâàëè
âì³ñò âíóòð³øíüîêë³òèííîãî êàëüö³þ âèêî-
ðèñòîâóþ÷è Mag-Fluo-4AM (ðèñ. 6). Ïîêà-
çàíî, ùî ï³ñëÿ ïðèêëàäàííÿ 100 ìêìîëü/ë
ìåíòîëó ï³äâèùóºòüñÿ êîíöåíòðàö³ÿ âíóò-
ð³øíüîêë³òèííîãî êàëüö³þ â êë³òèíàõ, â ÿêèõ
åêñïðåñóºòüñÿ TRPM8. Ìåíòîë³íäóêîâàíå
çá³ëüøåííÿ êàëüö³ºâîãî ñèãíàëó ñïîñòå-
ð³ãàëîñÿ â çá³ëüøåíí³ ³íòåíñèâíîñò³ ôëóî-
ðåñöåíö³¿. Ð³âåíü âíóòð³øíüîêë³òèííîãî
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Ðèñ. 4. Âïëèâ îõîëîäæåííÿ íà àêòèâàö³þ ìåìáðàííîãî
ñòðóìó â åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà: à �
ñõåìà ðåºñòðàö³¿; á � çàïèñ ñòðóì³â ïðè ð³çíèõ òåì-
ïåðàòóðàõ çîâí³øíüîãî ñåðåäîâèùà: ïðè 33, 21° Ñ; â �
÷àñîâà çàëåæí³ñòü çì³í ìåìáðàííîãî ñòðóìó ó â³äïîâ³äü
íà ñòóï³í÷àñòå îõîëîäæåííÿ â³ä 33 äî 21° Ñ;
ã � âîëüò-àìïåðí³ õàðàêòåðèñòèêè ñòðóì³â
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êàëüö³þ â êë³òèíàõ ïðîñòàòè, ÿê³ íå åêñïðå-
ñóþòü TRPM8, íå çì³íþâàâñÿ ïðè ïðèêëà-
äàíí³ ìåíòîëó.

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Íàø³ ðåçóëüòàòè âïåðøå äåìîíñòðóþòü
ôóíêö³îíàëüíó åêñïðåñ³þ õîëîä�ìåíòîë-
÷óòëèâîãî êàíàëó TRPM8 ó ïëàçìàòè÷í³é
ìåìáðàí³ åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí íîðìàëüíî¿
ïðîñòàòè ùóðà. Çà òàêèìè ñâî¿ìè á³îô³çè÷-
íèìè õàðàêòåðèñòèêàìè, ÿê âèõ³äíå âèïðÿì-
ëåííÿ òà áëèçüêèé äî 0 ìÂ ð³âíîâàæíèé
ïîòåíö³àë, ñòðóì, ÿêèé ìè ñïîñòåð³ãàëè
÷åðåç öåé êàíàë ó â³äïîâ³äü íà îõîëîäæåííÿ
àáî ìåíòîë, º ïðàêòè÷íî ³äåíòè÷íèì äî
ñòðóìó àêòèâîâàíîãî àíàëîã³÷íèìè ñòèìó-
ëàìè ó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ. Öåé ðåçóëüòàò
º ïðèíöèïîâî âàæëèâèì,  áî íå ó âñ³õ
êë³òèíàõ ïðîñòàòíîãî ïîõîäæåííÿ, íàâ³òü
ïðè íàÿâíîñò³ â íèõ TRPM8-ñïåöèô³÷íî¿
ìÐÍÊ, ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ëîêàë³çàö³ÿ ôóíêö³î-

íàëüíîãî êàíàëó ó ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³.
Òàê, ó àíäðîãåíçàëåæíèõ êë³òèíàõ ë³í³¿
LNCaP ðàêó ïðîñòàòè ëþäèíè ôóíêö³îíàëü-
íèé TRPM8-êàíàë áóâ âèÿâëåíèé íå ó ïëàç-
ìàòè÷í³é ìåìáðàí³, à ó ìåìáðàí³ ÅÐ, â ÿê³é
â³í â³äïîâ³äàâ çà ìåíòîë³íäóêîâàíå âèâ³ëü-
íåííÿ Ñà2+ ç ÅÐ [18]. Àêòèâàö³ÿ ÅÐ-ëîêàë³-
çîâàíîãî TRPM8 ïðèçâîäèëà äî ñïóñòî-
øåííÿ êàëüö³ºâèõ äåïî ÅÐ ç íàñòóïíîþ
àêòèâàö³ºþ äåïîçàëåæíèõ êàëüö³ºâèõ
êàíàë³â ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè òà âõîäó
Ñà2+ ÷åðåç íèõ [18]. Ïðè÷èíè ìîæëèâî¿
ð³çíî¿ ëîêàë³çàö³¿ TRPM8 ïîêè íå çîâñ³ì
çðîçóì³ë³. Îäíèì ç ïîÿñíåíü öüîãî ÿâèùà
ìîæå áóòè ³ñíóâàííÿ äåê³ëüêîõ ³çîôîðì
TRPM8-êàíàëó âíàñë³äîê àëüòåðíàòèâíîãî
ñïëàéñèíãó ãåíà TRPM8.

Â öèõ æå äîñë³äæåííÿõ áóëî ïîêàçàíî,
ùî åêñïðåñ³ÿ ³, â³äïîâ³äíî, ÅÐ-ïîâ�ÿçàíà
ôóíêö³ÿ TRPM8 ó êë³òèíàõ LNCaP º ñèëüíî
àíäðîãåíçàëåæíîþ: ñòåðî¿äíà äåïðèâàö³ÿ
êóëüòóðàëüíîãî ñåðåäîâèùà ïðèçâîäèëà äî

Ðèñ. 5. Åôåêò 100 ìêìîëü/ë ìåíòîëó íà ìåìáðàíí³ ñòðóìè â
åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà: à � ïðîòîêîë ðåºñòðàö³¿;
á � çàïèñ ñòðóì³â ïðè 33° Ñ, 1 � áåç ìåíòîëó, 2 � ï³ñëÿ äîäàâàííÿ 100
ìêìîëü/ë ìåíòîëó; â � ÷àñîâà çàëåæí³ñòü çì³í ìåìáðàííîãî ñòðóìó
ó â³äïîâ³äü íà ïðèêëàäàííÿ 100 ìêìîëü/ë ìåíòîëó  ïðè 33° Ñ;
ã � âîëüò-àìïåðí³ õàðàêòåðèñòèêè ñòðóì³â ïðè 33° Ñ: 1 � áåç ìåíòîëó,
2 � ï³ñëÿ äîäàâàííÿ 100 ìêìîëü/ë ìåíòîëó, 3 � ÂÀÕ êîìïîíåíòó,
ÿêèé àêòèâóºòüñÿ ó â³äïîâ³äü íà àïë³êàö³þ ìåíòîëó

Ôóíêö³îíàëüíà ³äåíòèô³êàö³ÿ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà TRPM8 â åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ïðîñòàòè ùóðà

ìåíòîë
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Ðèñ. 6. Ïðèêëàäàííÿ 100 ìêìîëü/ë ìåíòîëó çì³íþº ð³âåíü âíóòð³øíüîêë³òèííîãî êàëüö³þ â åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ
ïðîñòàòè ùóðà

6 êðàòíîãî çìåíøåííÿ åêñïðåñ³¿ óïðîäîâæ
72 ãîä, à äîäàâàííÿ äèã³äðîòåñòîñòåðîíó
� äî ¿¿  øâèäêîãî â³äíîâëåííÿ ³ ,  íàâ³òü
ï³äâèùåííÿ äî ð³âí³â, âèùèõ çà êîíòðîëüí³
[18]. Á³ëüøå òîãî, áóëî âñòàíîâëåíî, ùî ó
íàòèâí³é ïðîñòàò³ ëþäèíè åêñïðåñ³ÿ ãåíà
TRPM8 âèìàãàº íàÿâíîñò³ ôóíêö³îíàëüíîãî
àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà ³  ùî öåé ãåí,
íàé³ìîâ³ðí³øå, ÿâëÿº ñîáîþ ïåðâèííèé
àíäðîãåíêåðîâàíèé ãåí [2].

Íàø³ ðåçóëüòàòè âêàçóþòü íà ñïåöèô³÷-
í³ñòü TRPM8 ñàìå äî äèôåðåíö³éîâàíèõ
àï³êàëüíèõ êë³òèí ñåêðåòîðíîãî åï³òåë³þ
ïðîñòàòè ùóðà, ùî òàêîæ óçãîäæóºòüñÿ ç
äîñë³äæåííÿìè çðàçê³â òêàíèíè ðàêó òà
äîáðîÿê³ñíî¿ ã³ïåðïëàç³¿  ïðîñòàòè ëþäèíè,
â ÿêèõ áóëî ïîêàçàíî, ùî ò³ëüêè àï³êàëüí³
åï³òåë³àëüí³ êë³òèíè, ³çîëüîâàí³ ç öèõ çðàç-

ê³â, õàðàêòåðèçóâàëèñü åêñïðåñ³ºþ TRPM8,
à òðèâàëå êóëüòèâóâàííÿ êë³òèí â óìîâàõ
in vitro, ÿêå ïðèçâîäèëî äî ¿õ äåäèôåðåí-
ö³àö³¿, ñóïðîâîäæóâàëîñÿ âòðàòîþ åêñïðåñ³¿
ÿê TRPM8, òàê ³ àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà [2].

ßêùî äëÿ ñåíñîðíèõ íåéðîí³â ô³ç³îëî-
ã³÷íå çíà÷åííÿ TRPM8 ó ñïðèéíÿòò³ òà
ïåðåäà÷³ õîëîäîâîãî ñòèìóëó äîáðå âñòà-
íîâëåíî, òî ðîëü öüîãî êàíàëó ó ïðîñòàò³
âñå ùå çàëèøàºòüñÿ íåç�ÿñîâàíîþ. Íàé-
á³ëüø ³ìîâ³ðíî, ùî ó ïðîñòàò³ TRPM8 çàëó-
÷åíèé ó ïðîöåñè ïðîë³ôåðàö³¿, äèôåðåíö³àö³¿,
àïîïòîçó òà/àáî ñåêðåö³¿. Öå ìîæå â³äáóâà-
òèñÿ çàâäÿêè êàëüö³ºâ³é ïðîíèêíîñò³ TRPM8
òà éîãî ìîæëèâ³é ëîêàë³çàö³¿ ó äâîõ ìåìá-
ðàíàõ � ïëàçìàòè÷í³é òà åíäîïëàçìàòè÷í³é.
Çîêðåìà, íåùîäàâíî áóëî ïîêàçàíî ïîòåí-
ö³éíó ðîëü TRPM8 ó àïîïòîç³ êë³òèí LNCaP
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[21]. Îñê³ëüêè ïðîñòàòà íå º îðãàíîì, ÿêîìó
ïðèòàìàíí³ ïîì³òí³ çì³íè òåìïåðàòóðè, òî
î÷åâèäíî, ùî, êð³ì õîëîäó, ïîâèíí³ ³ñíóâàòè
äîäàòêîâ³ ìåõàí³çìè àêòèâàö³¿ òà ðåãóëÿö³¿
TRPM8. Ó öüîìó ïëàí³ ïåðñïåêòèâíèìè º
ë³ï³äí³ ïîñåðåäíèêè. Òàê, áóëî ïîêàçàíî, ùî
âàæëèâèì ðåãóëÿòîðîì ôóíêö³îíàëüíîãî
ñòàíó TRPM8 º ôîñôî³íîçèòîëá³ôîñôàò
(Ð²Ð

2
), ÿêèé ñàì ïî ñîá³ ìîæå éîãî àêòèâó-

âàòè [12,16], à òàêîæ ë³çîôîñôîë³ï³äè [20].
Îäíàê êîíêðåòí³ øëÿõè çàëó÷åííÿ öèõ
ïîñåðåäíèê³â ó ðåãóëÿö³þ TRPM8 ó ïðîñòà-
ò³ âèìàãàþòü ïîäàëüøîãî äîñë³äæåííÿ.

Ðîáîòà âèêîíàíà çà ï³äòðèìêè Ãðàíò³â INTAS
05-1000008-8223 ³ WELLCOME TRUST 075112.

A.P. Kondratskyi,  G.V. Sotkis, O. I. Boldyrev,
K.O. Kondratska, O.P. Lyubanova,
Iu.B. Dyskina, D.V. Gordienko, Ia.M. Shuba

FUNCTIONAL IDENTIFICATION OF THE
TRPM8 COLD RECEPTOR IN RAT PROSTATE
EPITHELIAL CELLS

For the first time by means of electrophysiology we demon-
strate functional expression of cold/menthol sensitive TRPM8
channel in secretory epithelial cells  plasma membrane from
rat prostate. Under whole-cell patch-clamp technique rapid
cooling from 33 to 21° C of freshly isolated rat prostate epi-
thelial cells elicited the significant outward rectifying membrane
current with close to 0 mV reversal potential characteristic of
TRPM8 activation. Extracellular application of chemical ana-
log of cooling, menthol (100 µM) at 33° C evoked similar
current responses. Cold- and menthol-evoked currents could
be detected only in elongated epithelial cells, which in prostate
slices were labeled with anti-cytokeratin 8, suggesting that
they belong to the apical secretory phenotype. No such current
could be detected in round apparently basal epithelial cells.
We conclude that in normal rat prostate functional expression
of TRPM8 is restricted to plasma membrane of luminal apical
epithelial cells.
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