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Ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèé ñòðóì
ó ìåíòîë÷óòëèâèõ ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ ùóðà

Â äàííîé ðàáîòå ìû ïðîâåëè êîððåëÿöèþ ìåæäó ýêñïðåññèåé ãèïåðïîëÿðèçàöèîííî-àêòèâèðóåìîãî
òîêà (I

h
) è òîêà, ñâÿçàííîãî ñ àêòèâàöèåé õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà � TRPM8 (I

ìåíòîë
) â ñåíñîðíûõ

íåéðîíàõ ñïèíàëüíûõ ãàíãëèåâ êðûñû. Ìû ïîêàçàëè, ÷òî I
h
 âûÿâëåí òîëüêî ó 89 % íåéðîíîâ,

äåìîíñòðèðîâàâøèõ îòâåò íà ìåíòîë, ÷òî äåëàåò åãî íàëè÷èå äîâîëüíî äîñòîâåðíûì, õîòÿ è íå
àáñîëþòíûì êðèòåðèåì äëÿ îïðåäåëåíèÿ õîëîä÷óâñòâèòåëüíûõ íåéðîíîâ. Áèîôèçè÷åñêèå
ñâîéñòâà I

h
 (ïëîòíîñòü òîêà, ïîñòîÿííàÿ âðåìåíè àêòèâàöèè) øèðîêî âàðüèðîâàëè ñðåäè

èçó÷àåìûõ íåéðîíîâ. Àíàëèç ïîñòîÿííûõ âðåìåíè àêòèâàöèè ïîçâîëèë ñäåëàòü ïðåäïîëîæåíèå,
÷òî âåðîÿòíåå âñåãî ïîïóëÿöèÿ ãèïåðïîëÿðèçàöèîííî-àêòèâèðóåìûõ êàíàëîâ â ìåíòîë-
÷óâñòâèòåëüíûõ ñåíñîðíûõ íåéðîíàõ ãëàâíûì îáðàçîì ïðåäñòàâëåíà êàíàëàìè HCN1-, HCN2- è
HCN3-òèïà, ðåæå � HCN4.

ÂÑÒÓÏ

Ðîäèíà êàò³îííèõ êàíàë³â TRP (â³ä àíãë.
transient receptor potential) ññàâö³â âêëþ÷àº
ïîíàä 30 ïðåäñòàâíèê³â, ùî áåðóòü ó÷àñòü
ó íàéð³çíîìàí³òí³øèõ ô³ç³îëîã³÷íèõ ïðîöå-
ñàõ [9, 15]. Ö³ ñëàáî ñåëåêòèâí³ êàíàëè
íàÿâí³ â áàãàòüîõ òèïàõ êë³òèí. Íåçâàæàþ÷è
íà ñõîæ³ñòü ñòðóêòóðè, âîíè â³äð³çíÿþòüñÿ
ìåõàí³çìàìè êåðóâàííÿ, ÿê³ âêëþ÷àþòü
âíóòð³øíüîêë³òèíí³ òà ïîçàêë³òèíí³ âòîðèí-
í³ ïîñåðåäíèêè, ìåõàí³÷í³, ô³çè÷í³ òà õ³ì³÷í³
ñòèìóëè, ìåìáðàííèé ïîòåíö³àë òîùî.
Ðàçîì ç ïîòåíö³àëêåðîâàíèìè êàëüö³ºâèìè
êàíàëàìè, TRP-êàíàëè º îäíèì ç ìîæëèâèõ
øëÿõ³â íàäõîäæåííÿ êàëüö³þ ó êë³òèíó, ùî
ðîáèòü ¿õ âàæëèâèìè åëåìåíòàìè ó ñïðÿ-
æåíí³ çîâí³øí³õ ñòèìóë³â ³ç ñïåöèô³÷íèìè
êë³òèííèìè ðåàêö³ÿìè.

Ó ðîäèí³ TRP-êàíàë³â ìîæíà âèä³ëèòè
ãðóïó êàíàë³â-òåðìîðåöåïòîð³â, ÿê³ ðåà-
ãóþòü íà çì³íè òåìïåðàòóðè íàâêîëèøíüîãî
ñåðåäîâèùà â øèðîêîìó ä³àïàçîí³. Â³äïî-
â³äíî äî ¿õ ðîë³ â òåðìî÷óòëèâîñò³ ö³ êàíàëè
ãîëîâíèì ÷èíîì åêñïðåñóþòüñÿ â ñåíñîð-
íèõ íåéðîíàõ, äå âîíè áåðóòü ó÷àñòü ó
ïåðåòâîðåíí³ ð³çíèõ òåðì³÷íèõ ñòèìóë³â ó

åëåêòðîõ³ì³÷íó ôîðìó, çäàòíó äî ðîçïîâ-
ñþäæåííÿ ó ³íòåãðàö³éí³ öåíòðè ÖÍÑ [6].

Îäíèì ç ö³êàâèõ ïðåäñòàâíèê³â ö³º¿
ãðóïè º õîëîäîâèé ðåöåïòîð, â³äîìèé ï³ä
íàçâîþ TRPM8 [8,  12].  Â³í ìîæå áóòè
åêñïåðèìåíòàëüíî àêòèâîâàíèé çíèæåííÿì
òåìïåðàòóðè (ïîð³ã àêòèâàö³¿ ~28î Ñ), à
òàêîæ ìåíòîëîì, ³ñèë³íîì ³ íèçêîþ ³íøèõ
õ³ì³÷íèõ ñïîëóê, ùî âèêëèêàþòü â³ä÷óòòÿ
îõîëîäæåííÿ. TRPM8 åêñïðåñóºòüñÿ ïðèá-
ëèçíî â 7 % ñåíñîðíèõ íåéðîí³â (ä³àìåòð ~
10�20 ìêì) çàäíüîêîð³íöåâèõ ãàíãë³¿â (ÇÊÃ),
äå âèêîíóº ôóíêö³þ ñåíñîðà òåìïåðàòóðè â
äîáîëüîâîìó ä³àïàçîí³ â³ä 8 äî 28î Ñ [5].

Íåéðîíè, ÿê³ åêñïðåñóþòü TRPM8, çà
ñâî¿ìè ìîðôîëîã³÷íèìè îçíàêàìè ïðàê-
òè÷íî íå â³äð³çíÿþòüñÿ â³ä íåéðîí³â òàêîãî
ñàìîãî ä³àìåòðà áåç TRPM8 [2, 18]. Òîìó
³äåíòèô³êàö³ÿ òà âèâ÷åííÿ ô³ç³îëîã³÷íèõ
âëàñòèâîñòåé öüîãî êàíàëó â íåéðîíàõ ÇÊÃ
º äîñèòü ñêëàäíèì çàâäàííÿì. Ó çâ�ÿçêó ç
öèì àêòóàëüíèì º ïîøóê êðèòåð³¿â äëÿ
âèÿâëåííÿ ÷óòëèâèõ äî õîëîäó íåéðîí³â áåç
âèêîðèñòàííÿ àãîí³ñò³â TRPM8. Îñê³ëüêè
ï³äòèïè íåéðîí³â ÇÊÃ õàðàêòåðèçóþòüñÿ
ñïåöèô³÷íèì íàáîðîì òðàíñìåìáðàííèõ

©  À.Ï. Êîíäðàöüêèé, Ê.Î. Êîíäðàöüêà, Ã.Â. Ñîòê³ñ, Â.Ã. Íàéäüîíîâ, ß.Ì. Øóáà



ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2008, Ò. 54, ¹ 4 17

ñòðóì³â ³ â³äïîâ³äíèõ ¿ì ³îííèõ êàíàë³â [16]
îäíèì ³ç öèõ êðèòåð³¿â ìîæå áóòè ñàìå
åêñïðåñ³ÿ òèõ ÷è ³íøèõ ñòðóì³â ³, çîêðåìà,
íàÿâí³ñòü ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâà-
íîãî ñòðóìó (I

h
), ÿê öå íåùîäàâíî áóëî

çàïðîïîíîâàíî ïðè âèâ÷åíí³ âèêëèêàíî¿
õîëîäîì ñèãíàë³çàö³¿ [18, 20]. Ö³ ñòðóìè
áóëè ³äåíòèô³êîâàí³ â òàêèõ çáóäëèâèõ
êë³òèíàõ, ÿê ôîòîðåöåïòîðè ñ³òê³âêè îêà,
êàðä³îì³îöèòè, öåíòðàëüí³ òà ïåðèôåðè÷í³
íåéðîíè [1, 10, 14]. Íàéá³ëüø ´ðóíòîâíî
âèâ÷åíîþ ô³ç³îëîã³÷íîþ ôóíêö³ºþ ã³ïåðïî-
ëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíîãî êàíàëó (ÃÀÊ) º
ó÷àñòü ó êîíòðîë³ ÷àñòîòè ñåðöåâèõ ñêîðî-
÷åíü, òîáòî ôóíêö³îíóâàííÿ éîãî ÿê êîì-
ïîíåíòà ñèñòåìè ãåíåðàö³¿ ðèòìó â ñèíóñ-
íîìó âóçë³ [7, 10, 13]. Êð³ì òîãî, öåé òèï
³îííèõ êàíàë³â áåðå ó÷àñòü ó áàãàòüîõ ³íøèõ
ôóíäàìåíòàëüíèõ ô³ç³îëîã³÷íèõ ïðîöåñàõ:
âñòàíîâëåííÿ ìåìáðàííîãî ïîòåíö³àëó
ñïîêîþ, ïà÷êîâà àêòèâí³ñòü, çì³íà ôîðìè
ñèíàïòè÷íèõ ïîòåíö³àë³â,  âèâ³ëüíåííÿ
ìåä³àòîð³â òîùî. Çàëåæíî äî ô³ç³îëîã³÷íèõ
ôóíêö³é, âëàñòèâîñò³ ÃÀÊ ó ð³çíèõ òèïàõ
êë³òèí ìîæóòü ìàòè ñóòòºâ³ â³äì³ííîñò³.
Çîêðåìà, áóëî ïîêàçàíî, ùî â ÷óòëèâèõ äî
õîëîäó íåéðîíàõ òðèãåì³íàëüíèõ ãàíãë³¿â
ù³ëüí³ñòü I

h
 âèùà, í³æ ó íå÷óòëèâèõ [20].

Âîäíî÷àñ ó íåéðîíàõ ÇÊÃ òàêî¿ ³ñòîòíî¿
ð³çíèö³ íå ïîì³÷åíî, õî÷à â ÷óòëèâèõ äî
õîëîäó íåéðîíàõ ù³ëüí³ñòü I

h
 ³  áóëà â

ñåðåäíüîìó äåùî âèùîþ, í³æ ó íå÷óòëèâèõ
[18]. Îäíàê  ñë³ä çàçíà÷èòè, ùî äåïîëÿ-
ðèçàö³ÿ ÷óòëèâèõ äî õîëîäó íåéðîí³â ÇÊÃ
ó â³äïîâ³äü íà ïîíèæåííÿ òåìïåðàòóðè
ìîæå áóòè îïîñåðåäêîâàíîþ íå ò³ëüêè
àêòèâàö³ºþ íåñåëåêòèâíîãî TRPM8-êàíàëó,
àëå é òàêèìè ìåõàí³çìàìè, ÿê ïðèãí³÷åííÿ
ôîíîâî¿ êàë³ºâî¿ ïðîâ³äíîñò³, ñòâîðþâàíî¿
òåìïåðàòóðî÷óòëèâèì äâîïîðîäîìåííèì
êàë³ºâèì êàíàëîì TREK-1 [11], òà çíèæåí-
íÿ àêòèâíîñò³ Na+, K+-ÀÒÔàçè [17, 19], à
òîìó ïèòàííÿ ïðî êîåêñïðåñ³þ I

h
 é TRPM8

ïîòðåáóº ïîäàëüøîãî âèâ÷åííÿ.
Ìåòîþ íàøî¿ ðîáîòè áóëî äîñë³äèòè

åêñïðåñ³þ òà âëàñòèâîñò³ I
h
 ó ÷óòëèâèõ äî

ìåíòîëó íåéðîíàõ ÇÊÃ ùóð³â.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Âèä³ëåííÿ òà êóëüòèâóâàííÿ ³çîëüîâàíèõ
íåéðîí³â ÇÊÃ ùóðà. Äîñë³äè ïðîâåäåíî íà
ñòàòåâîçð³ëèõ ùóðàõ ìàñîþ 250�300 ã.
Òâàðèí äåêàï³òóâàëè ï³ñëÿ àíåñòåç³¿ åô³ðîì.
ÇÊÃ (n = 8�10) øâèäêî âèð³çàëè òà ïîì³-
ùàëè 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. Ãàíãë³¿

î÷èùàëè â³ä ñïîëó÷íî¿ òêàíèíè ³ êðîâî-
íîñíèõ ñóäèí òà ³íêóáóâàëè â ñòàíäàðòíîìó
ïîçàêë³òèííîìó ðîç÷èí³ ç äîäàâàííÿì 2 ìã/ìë
êîëàãåíàçè (Type I, �Sigma�, ÑØÀ) ³ 5 ìã/
ìë ïðîòåàçè (Type XXIII, �Sigma�, ÑØÀ)
ïðîòÿãîì 50 õâ ïðè 37° Ñ. Ïîò³ì ãàíãë³¿
äåê³ëüêà ðàç³â ïðîìèâàëè â õîëîäíîìó
ðîç÷èí³ äëÿ âèëó÷åííÿ ôåðìåíòó òà ïåðåíî-
ñèëè  â  ñåðåäîâèùå DMEM (�Gibco� ,
Âåëèêîáðèòàí³ÿ) ç äîäàâàííÿì 10%-¿ òåëÿ÷î¿
ñèðîâàòêè òà 8 ìêã/ìë ãåíòàì³öèíó. Ó öüîìó
ðîç÷èí³ ¿õ äèñïåðãóâàëè ï³ïåòêîþ Ïàñòåðà
(ä³àìåòð 1�2 ìì) äëÿ îòðèìàííÿ ³çîëüîâàíèõ
êë³òèí. Ñóñïåíç³þ êë³òèí ïåðåíîñèëè â
÷àøêè Ïåòð³ ç êóëüòóðàëüíèì ñåðåäîâèùåì
òà ³íêóáóâàëè ïðè 37î Ñ â àòìîñôåð³ 5 %
ÑÎ

2
. Äîñë³äæåííÿ ïðîâîäèëè ÷åðåç 18�24

ãîä ³íêóáàö³¿.
Åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íèé åêñïåðèìåíò.

Ìåìáðàíí³ ñòðóìè â íåéðîíàõ ÇÊÃ ùóðà
ðåºñòðóâàëè çà äîïîìîãîþ ìåòîäèêè �patch-
clamp� ó êîíô³ãóðàö³¿ �ö³ëà êë³òèíà�. 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. Ðåºñòðó-

âàëüíó ï³ïåòêó çàïîâíþâàëè øòó÷íèì
âíóòð³øíüîêë³òèííèì ðîç÷èíîì òàêîãî
ñêëàäó (ììîëü/ë): CsCl � 140, CaCl

2 
� 4,

EÄTA � 8, HEPES � 10, MgCl
2 
� 1, pH � 7,4.

Îï³ð ðåºñòðóâàëüíèõ ï³ïåòîê çíàõîäèâñÿ â
ìåæàõ 2�5 ÌÎì. Ìåíòîë (�Sigma�, ÑØÀ)
ðîç÷èíÿëè â 96%-ìó åòàíîë³ äëÿ îòðèìàííÿ
áàçîâîãî ðîç÷èíó ç êîíöåíòðàö³ºþ 1 ìîëü/ë.
Ïåðåä êîæíèì åêñïåðèìåíòîì éîãî äîäà-
âàëè ó ïîçàêë³òèííèé ðîç÷èí äî îòðèìàííÿ
íåîáõ³äíî¿ ðîáî÷î¿ êîíöåíòðàö³¿ (50�200
ìêìîëü/ë).  Çì³íó çîâí³øíüîêë³òèííîãî
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ðîç÷èíó òà ïðèêëàäàííÿ ñïîëóê ïðîâîäèëè
çà äîïîìîãîþ áàãàòîêàíàëüíî¿ ì³êðîï³ïåòêè
ç³ ñï³ëüíèì âèòîêîì, ÿêèé áóâ ðîçòàøî-
âàíèé íà â³äñòàí³ 100�200 ìêì äî äîñë³ä-
æóâàíî¿ êë³òèíè. Âñ³ ðåàêòèâè, ÿê³ âèêîðèñ-
òîâóâàëè äëÿ ïðèãîòóâàííÿ ðîç÷èí³â, áóëè
â³ä ô³ðìè �Sigma� (ÑØÀ). Òåìïåðàòóðó
çîâí³øíüîãî ðîç÷èíó ï³äòðèìóâàëè çà
äîïîìîãîþ öèðêóëÿö³éíîãî âîäÿíîãî òåð-
ìîñòàòà HAAKE C10 òà ñêîíñòðóéîâàíî¿ â
íàø³é ëàáîðàòîð³¿ ñèñòåìè ô³êñàö³¿ òåìïå-
ðàòóðè.

Åêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè ç  âèêîðèñ-
òàííÿì ï³äñèëþâà÷à ô³ðìè �Dagan ÐÑ-ÎNE�
(ÑØÀ) â êîìïëåêñ³ ç ïåðñîíàëüíèì êîì-
ï�þòåðîì. Äëÿ ðåºñòðàö³¿ ñòðóì³â âèêî-
ðèñòî âó âà ëè  ïðîãðàìíå  çàáå çïå÷åííÿ
Clampex 8.0 (�Axon Instruments�, ÑØÀ).
Îáðîáêó òà àíàë³ç ðåçóëüòàò³â ïðîâîäèëè çà
äîïîìîãîþ ïðîãðàìíîãî çàáåçïå÷åííÿ
Clampfit 8.0 (�Axon Instruments�, ÑØÀ) òà
Origin 7.0 (�Microcal�, ÑØÀ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Àïë³êàö³ÿ ìåíòîëó âèêëèêàº àêòèâàö³þ
ìåìáðàííîãî ñòðóìó â íåéðîíàõ ÇÊÃ ùóðà.
Äëÿ òîãî ùîá ³äåíòèô³êóâàòè íåéðîíè ÇÊÃ,
ÿê³  åêñïðåñó þòü TRPM8,  ìè âèêîðèñ-
òîâóâàëè â³äîìèé àãîí³ñò öèõ êàíàë³â �
ìåíòîë. Ëîêàëüíà àïë³êàö³ÿ ìåíòîëó ï³ä ÷àñ
åëåêòðîô³ç³îëîã³÷íîãî åêñïåðèìåíòó ïðè
33�34° Ñ âèêëèêàëà â  ïåâíî¿  ÷àñòèíè
íåéðîí³â  ð ³çêå  çá ³ëüøåííÿ àìïë³òóäè
âèõ³äíîãî ñòðóìó. ßê îñíîâíèé âíóòð³ø-
íüîêë³òèííèé êàò³îí ìè âèêîðèñòîâóâàëè
Cs+, ùî çàáåçïå÷èëî çìåíøåííÿ êàë³ºâîãî
êîìïîíåíòà ñòðóìó, à òàêèì ÷èíîì ³ ìåíøèé
áàçîâèé ð³âåíü ñòðóìó, íà òë³ ÿêîãî î÷³-
êóºòüñÿ àêòèâàö³ÿ I

TRPM8
. Ìè ïðèêëàäàëè

ìåíòîë ï³ä ÷àñ íåïåðåðâíî¿ ñòèìóëÿö³¿
êë³òèíè ç ÷àñòîòîòîþ 0,33 Ãö ³ìïóëüñàìè
ïîòåíö³àëó, ùî ñêëàäàëèñÿ ç ôàçè äåïîëÿ-
ðèçàö³¿ äî +100 ìÂ ³ ôàçè ã³ïåðïîëÿðèçàö³¿
äî -100 ìÂ, ç�ºäíàíèõ ì³æ ñîáîþ ë³í³éíî-
çì³ííîþ ä³ëÿíêîþ (ramp-ä³ëÿíêà) ç³ øâèä-

ê³ñòþ çì³íè ïîòåíö³àëó 1,6 ìÂ/ìñ (ðèñ. 1,
â, ç). Öå äàëî íàì ìîæëèâ³ñòü îäíî÷àñíî
âèçíà÷àòè àìïë³òóäè ñòðóìó ïðè äâîõ
ïîòåíö³àëàõ,  à  òàêîæ îäåðæóâàòè éîãî
âîëüò-àìïåðíó õàðàêòåðèñòèêó (ÂÀÕ).

Íà ðèñ. 1 íàâåäåíî îðèã³íàëüí³ çàïèñè
ñòðóì³â òà ¿õ ÂÀÕ, à òàêîæ òèïîâà çàëåæ-
í³ñòü â³ä ÷àñó çì³í ìåìáðàííîãî ñòðóìó, ùî
ñïîñòåð³ãàëàñÿ â ÷àñòèíè íåéðîí³â ÇÊÃ
ùóðà ó â³äïîâ³äü íà ïðèêëàäàííÿ 100
ìêìîëü/ë ìåíòîëó ïðè 33îÑ, ï³ñëÿ ÷îãî
ñòðóì ð³çêî çá³ëüøóâàâñÿ ïîð³âíÿíî ç
áàçîâèì, îñîáëèâî ó âèõ³äíîìó íàïðÿìêó
(äèâ. ðèñ. 1, â, ç). Ï³ñëÿ â³äìèâàííÿ ìåí-
òîëó ñòðóì çìåíøóâàâñÿ äî ïî÷àòêîâîãî
ð³âíÿ (äèâ. ðèñ. 1, ã, ³). ÂÀÕ ñàìå òîãî
êîìïîíåíòà ñòðóìó, ÿêèé àêòèâóâàâñÿ ó
â³äïîâ³òü íà àïë³êàö³þ ìåíòîëó (I

ìåíòîë
)

îäåðæóâàëè â³äí³ìàííÿì ÂÀÕ çàãàëüíîãî
ñòðóìó ï³ä ÷àñ ä³¿ ìåíòîëó â³ä ÂÀÕ áàçîâîãî
ñòðóìó (äèâ. ðèñ. 1, ä,ê).

Çà òàêèìè ñâî¿ìè îçíàêàìè, ÿê âèðàæåíå
âèõ³äíå âèïðÿìëåííÿ òà ð³âíîâàæíèé ïî-
òåíö³àë ïîáëèçó 0 ìÂ, îòðèìàíà íàìè ÂÀÕ
I

ìåíòîë
 íàãàäóº îïèñàí³ â ë³òåðàòóð³ ÂÀÕ

ñòðóìó, ïîâ�ÿçàíîãî ç àêòèâàö³ºþ ÿê ãåòå-
ðîëîã³÷íî åêñïðåñîâàíîãî TRPM8, òàê ³
åíäîãåííîãî TRPM8 ó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ.
Öå ï³äòâåðäæóº, ùî îòðèìàíà íàìè â³äïî-
â³äü íà ä³þ ìåíòîëó îïîñåðåäêîâàíà ñàìå
õîëîä-ìåíòîë÷óòëèâèì TRPM8-êàíàëîì.

Â³äïîâ³äü íà ìåíòîë ó âèãëÿä³ àêòèâàö³¿
ìåìáðàííîãî ñòðóìó áóëà ïðèòàìàííà 60 %
äîñë³äæåíèõ íåéðîí³â. Ïðè öüîìó ñåðåäíÿ
ºìí³ñòü öèõ íåéðîí³â ñòàíîâèëà 14,3 ïÔ ±
2,8 ïÔ, à ¿õ ä³àìåòð êîëèâàâñÿ â ä³àïàçîí³
12�22 ìêì.

I
h
 ó ÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó íåéðîíàõ ÇÊÃ.

Îäí³ºþ ç îñíîâíèõ ðèñ I
h
 º çäàòí³ñòü äî

àêòèâàö³¿ ïðè çíà÷íèõ ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíèõ
ñòèìóëàõ. Òîìó, ùîá ç�ÿñóâàòè, ÷è º â
÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó íåéðîíàõ ÇÊÃ I

h
 ³ ÿê

éîãî àìïë³òóäà êîðåëþº ç ºìí³ñòþ êë³òèíè
òà àìïë³òóäîþ I

ìåíòîë
, ìè òàêîæ ñòèìóëþâàëè

êë³òèíó ñòóï³í÷àñòèìè ³ìïóëüñàìè ïîòåí-
ö³àëó àæ äî -140 ìÂ.  Íà ðèñ.  1 ,  á ,  æ

Ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèé ñòðóì



ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2008, Ò. 54, ¹ 4 19

Ðèñ. 1. Ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèé ñòðóì (I
h
) ó ÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ ùóðà: à, å � ñõîæ³ñòü

ìîðôîëîã³÷íèõ îçíàê ³çîëüîâàíèõ ÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó íåéðîí³â çàäíüîêîð³íöåâèõ ãàãë³¿â ùóðà, ÿê³ åêñïðåñóþòü (à)
òà íå åêñïðåñóþòü (å) ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèé êàíàë; á, æ � îðèã³íàëüí³ çàïèñè ñòðóì³â, ùî ðåºñòðóâàëèñÿ ó
â³äïîâ³äü íà ïðèêëàäàííÿ ñòóï³í÷àòèõ ³ìïóëüñ³â ïîòåíö³àëó äî -140 ìÂ ó íåéðîí³ ç âèðàæåíèì I

h
 (á), òà ó íåéðîí³, â

ÿêîìó â³í áóâ ïðàêòè÷íî â³äñóòí³é (æ); â, ç � ïðîòîêîë ðåºñòðàö³¿ òà çàïèñ ñòðóì³â ïðè 33î Ñ â I
h
-åêñïðåñóþ÷îìó (â)

òà íå åêñïðåñóþ÷îìó (ç) íåéðîíàõ, 1 � áåç ìåíòîëó, 2 � ï³ñëÿ äîäàâàííÿ 100 ìêìîëü/ë ìåíòîëó; ã, ³ � ÷àñîâà çàëåæí³ñòü
çì³í ìåìáðàííîãî ñòðóìó ó â³äïîâ³äü íà ïðèêëàäàííÿ 100 ìêìîëü/ë ìåíòîëó ïðè 33î Ñ, ä, ê � âîëüò-àìïåðí³
õàðàêòåðèñòèêè ñòðóì³â ïðè 33î Ñ â öèõ ñàìèõ íåéðîíàõ, 1 � áåç ìåíòîëó, 2 � ï³ñëÿ äîäàâàííÿ 100 ìêìîëü/ë ìåíòîëó,
3 � ÂÀÕ êîìïîíåíòó, ÿêèé àêòèâóºòüñÿ ó â³äïîâ³äü íà àïë³êàö³þ ìåíòîëó

ïÀ

ïÀ

ïÀ

ñ

ñ

à
á

â

ã ä

å æ

ç

³ ê

À.Ï. Êîíäðàöüêèé, Ê.Î. Êîíäðàöüêà, Ã.Â. Ñîòê³ñ, Â.Ã. Íàéäüîíîâ, ß.Ì. Øóáà
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íàâåäåíî îðèã³íàëüí³ çàïèñè ñòðóì³â, ùî
ðåºñòðóâàëèñÿ ó â³äïîâ³äü íà òàêó ñòèìó-
ëÿö³þ. Âèÿâèëîñÿ, ùî ç 32 äîñë³äæåíèõ
êë³òèí, ÿê³ áóëè ÷óòëèâ³ äî ìåíòîëó, â 4
êë³òèíàõ I

h
 âçàãàë³ íå áóëî (ðèñ. 2). Ïðè

öüîìó ÷óòëèâ³ äî ìåíòîëó íåéðîíè, â ÿêèõ
ó â³äïîâ³äü íà ã³ïåðïîëÿðèçàö³þ ðîçâèâàâñÿ
I

h
, çà ñâî¿ìè ìîðôîëîã³÷íèìè îçíàêàìè

ïðàêòè÷íî íå â³äð³çíÿëèñÿ â³ä íåéðîí³â áåç
íüîãî (äèâ. ðèñ. 1, à, å). Àíàë³ç çàðåºñ-
òðîâàíèõ I

h
 ïîêàçàâ íàÿâí³ñòü âåëèêèõ

âàð³àö³é ó ¿õ ê³íåòèö³ àêòèâàö³¿. Íà ðèñ. 3,
íàâåäåíî õàðàêòåðí³ çàïèñè ñòðóì³â (ç
ð³çíîþ ê³íåòèêîþ àêòèâàö³¿), ùî ðåºñòðó-
âàëèñÿ â ð³çíèõ êë³òèíàõ ó â³äïîâ³äü íà
ñòèìóëÿö³þ ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíèì ³ìïóëüñîì
äî -140 ìÂ. Ïðèáëèçíî â 35 % äîñë³ä-
æóâàíèõ íåéðîí³â ïîñò³éíà ÷àñó àêòèâàö³¿
áóëà ìåíøîþ í³æ 100 ìñ, ùî âêàçóº íà
ìîæëèâèé çíà÷íèé âíåñîê ó öåé ñòðóì
ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèõ êàíàë³â
HCN1-òèïó, ÿê³ çã³äíî ç ë³òåðàòóðíèìè
äàíèìè, õàðàêòåðèçóþòüñÿ íàéøâèäøîþ
àêòèâàö³ºþ. Â 56 % íåéðîí³â ïîñò³éíà ÷àñó
àêòèâàö³¿ êîëèâàëàñÿ â ìåæàõ â³ä 100 äî 300
ìñ, ùî óçãîäæóºòüñÿ ³ç çàëó÷åííÿì HCN2-
òà HCN3-êàíàë³â. Ç óñ³õ íåéðîí³â, ëèøå â
îäíîìó ïîñò³éíà ÷àñó àêòèâàö³¿ I

h
 áóëà 484,9

ìñ (ìîæëèâèé âíåñîê HCN4-êàíàë³â), ó òîé
÷àñ ÿê â óñ³õ ³íøèõ âîíà áóëà íèæ÷îþ í³æ

276,3 ìñ (ðèñ. 4).  Àíàë³ç àìïë³òóä I
h
 ³

TRPM8 ïîêàçàâ â³äñóòí³ñòü ñòðîãî¿ êîðåëÿ-
ö³¿ ì³æ íèìè òà ºìí³ñòþ êë³òèíè (ðèñ. 5).

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Ó ïîïåðåäí³õ ðîáîòàõ áóëî ïîêàçàíî, ùî I
h

ìîæå âèñòóïàòè ÿê îäèí ³ç êðèòåð³¿â äëÿ
âèçíà÷åííÿ ÷óòëèâèõ äî õîëîäó íåéðîí³â
áåç àïë³êàö³¿ ñïåöèô³÷íèõ àãîí³ñò³â [16, 18,
20]. Âîäíî÷àñ â³äîìî, ùî ÷óòëèâ³ñòü äî
õîëîäó íåéðîí³â ìîæå çàáåçïå÷óâàòèñÿ íå
ëèøå åêñïðåñ³ºþ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà
TRPM8, àëå é òàêèìè ìåõàí³çìàìè, ÿê
ïðèãí³÷åííÿ ôîíîâî¿ êàë³ºâî¿ ïðîâ³äíîñò³,
ñïðè÷èíåíî¿ êàíàëîì TREK-1, òà ïðèãí³-
÷åííÿ Na+, K+-ÀÒÔàçè âíàñë³äîê çíèæåííÿ
òåìïåðàòóðè. À òîìó çàãàëüíà â³äïîâ³äü íà
îõîëîäæåííÿ ìîæå áóòè çóìîâëåíà êîìá³íà-
ö³ºþ öèõ ìåõàí³çì³â.

Ìè ïðîâåëè àíàë³ç I
h
 â ñåíñîðíèõ íåé-

ðîíàõ ùóðà, ÷óòëèâ³ñòü äî õîëîäó ÿêèõ
îïîñåðåäêîâàíà ñàìå åêñïðåñ³ºþ TRPM8.
Ñë³ä â³äì³òèòè, ùî I

h
 ðîçâèâàºòüñÿ íå ó âñ³õ,

à ò³ëüêè ó 89 % äîñë³äæóâàíèõ íåéðîí³â,
ùî ðîáèòü éîãî íàÿâí³ñòü äîñèòü äîñòî-
â³ðíèì, õî÷ ³ íå àáñîëþòíèì êðèòåð³ºì äëÿ
¿õ âèçíà÷åííÿ. Á³îô³çè÷í³ æ âëàñòèâîñò³
ñàìîãî I

h
 (ù³ëüí³ñòü, ïîñò³éíà ÷àñó àêòè-

âàö³¿) øèðîêî âàð³þâàëè ñåðåä íåéðîí³â, ùî

Ðèñ. 2. Åêñïðåñ³ÿ ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíîãî
êàíàëó â ÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó íåéðîíàõ çàäíüî-
êîð³íöåâèõ ãàãë³¿â ùóðà

Ðèñ. 3. Õàðàêòåðí³ çàïèñè ñòðóì³â (ç â³äì³ííîþ
ê³íåòèêîþ àêòèâàö³¿), ùî ðåºñòðóâàëèñÿ â ð³çíèõ êë³òèíàõ
ó â³äïîâ³äü íà ñòèìóëÿö³þ ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíèì ³ìïóëü-
ñîì äî -140 ìÂ

Ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèé ñòðóì
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íå äàëî çìîãè âñòàíîâèòè ïðÿìî¿ êîðåëÿö³¿
ì³æ éîãî ãóñòèíîþ òà ãóñòèíîþ I

ìåíòîë
.

I
h
 º íåîáõ³äíèì êîìïîíåíòîì äëÿ ãåíå-

ðàö³¿ ïåð³îäè÷íèõ êîëèâàíü ìåìáðàííîãî
ïîòåíö³àëó òà ïà÷êîâî¿ àêòèâíîñò³ íåéðî-
í³â. Òîìó íàø³ ðåçóëüòàòè äàþòü ï³äñòàâè
ââàæàòè, ùî õîëîäîâèé ðåöåïòîð TRPM8
åêñïðåñóºòüñÿ â íåéðîíàõ ÇÊÃ, ÿêèì ïðè-
òàìàííèé îñöèëÿòîðíèé òèï ãåíåðàö³¿
ïîòåíö³àë³â ä³¿ ç ð³çíîþ ïåð³îäè÷í³ñòþ.

Íèí³ ³äåíòèô³êîâàíî 4 ãåíè, ùî êîäóþòü
ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèé êàíàë
ññàâö³â � HCN1..HCN4 [10, 3, 4]. Ðàçîì ³ç
òàêèìè ñï³ëüíèìè âëàñòèâîñòÿìè öèõ êàíàë³â,
ÿê àêòèâàö³ÿ âíàñë³äîê ã³ïåðïîëÿðèçàö³¿,
ïðîíèêí³ñòü äëÿ Ê+ òà Na+, áëîêóâàííÿ Cs+,
ìîäóëÿö³ÿ öÀÌÔ ç öèòîïëàçìàòè÷íîãî áîêó,
ó íèõ ñïîñòåð³ãàþòüñÿ ³ ñóòòºâ³ â³äì³ííîñò³,
îñîáëèâî â ê³íåòè÷íèõ âëàñòèâîñòÿõ. Ïîêà-
çàíî, ùî ãåòåðîëîã³÷íî åêñïðåñîâàí³ HCN-
êàíàëè ó êë³òèíàõ ë³í³¿ ÍÅÊ-293 âèÿâëÿþòü
³ñòîòí³ â³äì³ííîñò³ ó ê³íåòèö³ àêòèâàö³¿. Òàê,
íàéìåíøà ïîñò³éíà ÷àñó àêòèâàö³¿ ïðèòà-
ìàííà êàíàëó HCN1 (áëèçüêî 30 ìñ), à ïîò³ì
HCN2 (185 ìñ), HCN3 (265 ìñ) òà HCN4 (465
ìñ) [3]. Òàêîæ ïîêàçàíî äåÿê³ â³äì³ííîñò³ â
ïîòåíö³àë³ ïîëîâèííî¿ àêòèâàö³¿ òà åôåê-
òèâíîñò³ ä³¿ öÀÌÔ íà ö³ êàíàëè.

Îòðèìàí³ íàìè ðåçóëüòàòè âêàçóþòü íà

òå, ùî ê³íåòè÷í³ âëàñòèâîñò³ çàðåºñòðî-
âàíèõ I

h
 ó ÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó ñåíñîðíèõ

íåéðîíàõ ùóðà â³äì³íí³ â ð³çíèõ êë³òèíàõ.
Ïîñò³éíà ÷àñó àêòèâàö³¿ êîëèâàëàñÿ â ìåæàõ
â³ä 27,9 äî 484,9 ìñ ³ç ñåðåäí³ì çíà÷åííÿì
154,5 ìñ ± 27,8 ìñ ïðè -140 ìâ. Òàêèé
øèðîêèé ä³àïàçîí ïîñò³éíèõ ÷àñó àêòèâàö³¿
âêàçóº íà òå, ùî I

h
 ó öèõ êë³òèíàõ îïîñå-

ðåäêîâàíèé íå ãîìîãåííîþ ïîïóëÿö³ºþ
êàíàë³â ïåâíîãî òèïó, à éìîâ³ðí³øå ãåòåðî-
ãåííîþ ïîïóëÿö³ºþ êàíàë³â, ÿê³ êîåêñïðå-
ñóþòüñÿ â îäí³é êë³òèí³. Ïðèáëèçíî â 35 %
äîñë³äæóâàíèõ íåéðîíàõ ïîñò³éíà ÷àñó
àêòèâàö³¿ áóëà ìåíøîþ í³æ 100 ìñ, ùî
ñâ³ä÷èòü ïðî ìîæëèâèé âåëèêèé âíåñîê ó
öåé ñòðóì êàíàë³â  HCN1-òèïó.  Ç  óñ ³õ
íåéðîí³â ëèøå â îäíîìó ïîñò³éíà ÷àñó
àêòèâàö³ ¿  I

h
 áóëà  484,9  ìñ  (ìîæëèâèé

âíåñîê HCN4-êàíàë³â), ó òîé ÷àñ ÿê ó âñ³õ
³íøèõ âîíà áóëà íèæ÷îþ í³æ 276,3 ìñ.

Òàêèì ÷èíîì, íàø³ ðåçóëüòàòè âêàçóþòü
íà òå, ùî íàé³ìîâ³ðí³øå ïîïóëÿö³ÿ ã³ïåðïî-
ëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíèõ êàíàë³â ó ÷óòëèâèõ
äî ìåíòîëó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ â îñíîâíîìó
ïðåäñòàâëåíà êàíàëàìè HCN1-, HCN2- é
HCN3-òèï³â, ð³äøå HCN4. Äëÿ á³ëüø äåòàëü-
íî¿ õàðàêòåðèñòèêè åêñïðåñ³¿ öèõ êàíàë³â ó
÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ
íåîáõ³äí³ ïîäàëüø³ äîñë³äæåííÿ ³ç çàñòîñó-
âàííÿì ìîëåêóëÿðíî á³îëîã³÷íèõ ï³äõîä³â.

Ðèñ. 4. Ðîçïîä³ë ÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó íåéðîí³â çàëåæíî
â³ä ïîñò³éíî¿ ÷àñó àêòèâàö³¿ ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-
àêòèâîâàíîãî ñòðóìó ïðè -140 ìÂ. Â³ñü àáñöèñ �
çíà÷åííÿ ïîñò³éíî¿ ÷àñó àêòèâàö³¿ ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-
àêòèâîâàíîãî  ñòðóìó, â³ñü îðäèíàò � ÷àñòêà ÷óòëèâèõ
äî ìåíòîëó íåéðîí³â ç â³äïîâ³äíîþ ïîñò³éíîþ ÷àñó
àêòèâàö³¿ I

h

Ðèñ. 5. Êîðåëÿö³éíà ä³àãðàìà ì³æ ãóñòèíàìè ñòðóìó
÷åðåç êàíàë TRPM8 ³ ã³ïåðïîëÿðèçàö³éíî-àêòèâîâàíîãî
ñòðóìó â 17 ÷óòëèâèõ äî ìåíòîëó íåéðîíàõ çàäíüî-
êîð³íöåâèõ ãàãë³¿â ùóðà

À.Ï. Êîíäðàöüêèé, Ê.Î. Êîíäðàöüêà, Ã.Â. Ñîòê³ñ, Â.Ã. Íàéäüîíîâ, ß.Ì. Øóáà
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A HYPERPOLARIZATION-ACTIVATED
CURRENT IN RAT MENTHOL-SENSITIVE
SENSORY NEURONS

In the present study we have investigated the correlation be-
tween hyperpolarization-activated current (I

h
) and menthol-ac-

tivated current (I
TRPM8

) in rat dorsal root ganglion (DRG) neurons.
We showed that I

h
 is present in 89% of menthol-sensitive neurons

which makes its presence reliable, though not absolute, criterion
for pre-selection of such neurons. Endogenous I

h
 recorded from

different neurons exhibited variable density and activation
kinetics. Based on the analysis of I

h
 activation kinetics we hy-

pothesize that the population of hyperpolarization-activated
channels in menthol-sensitive DRG neurons is mainly represented
by HCN1, HCN2 and HCN3 channels. The expression of
HCN4 isoform in these cells is very low.
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Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;
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