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Åêñïðåñ³ÿ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà TRPM8
ó ãëàäåíüêèõ ì�ÿçàõ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â ùóðà

Âïåðøå çà äîïîìîãîþ ìåòîä³â ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ ç³ çâîðîòíîþ òðàíñêðèïö³ºþ
òà ³ìóíîôëþîðåñöåíòíîãî çàáàðâëåííÿ â êîìá³íàö³¿ ç êîíôîêàëüíîþ ì³êðîñêîï³ºþ
ïðîäåìîíñòðîâàíî åêñïðåñ³þ ìÐÍÊ òà á³ëêà õîëîä�ìåíòîë÷óòëèâîãî êàò³îííîãî êàíàëó �
TRPM8 ó ãëàäåíüêîì�ÿçîâèõ êë³òèíàõ (ÃÌÊ) åï³äèäèìàëüíî¿ òà ïðîñòàòíî¿ ä³ëÿíîê
ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â ùóðà. Ïîêàçàíî êîðåëÿö³þ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ TRPM8-êàíàëó òà ìÐÍÊ
àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà. Ïðè îðõ³åêòîì³¿ òâàðèí ñïîñòåð³ãàºòüñÿ çðîñòàííÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ
ÿê TRPM8, òàê ³ àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà, ùî ìîæå â³äîáðàæàòè ñïåöèô³÷í³ äëÿ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ
ïðîòîê³â êîìïåíñàòîðí³ åôåêòè, ïîâ�ÿçàí³ ç³ çíèæåííÿì âì³ñòó öèðêóëþþ÷èõ àíäðîãåí³â.
TRPM8-á³ëîê ÃÌÊ â îáîõ ä³ëÿíêàõ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â ïåðåâàæíî ëîêàë³çóºòüñÿ ïîçà
ìåæàìè ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, îäíàê ó ÃÌÊ ïðîñòàòíî¿ ä³ëÿíêè ñïîñòåð³ãàºòüñÿ âèùà
ù³ëüí³ñòü éîãî ðîçïîä³ëó ñàìå ó åíäîïëàçìàòè÷íîìó ðåòèêóëóì³ òà ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³,
äå â³í ìîæå óòâîðþâàòè ôóíêö³îíàëüíèé, õîëîä�ìåíòîë÷óòëèâèé êàò³îííèé êàíàë, çäàòíèé
ìîäóëþâàòè ñêîðîòëèâó àêòèâí³ñòü ÃÌÊ, âèêëèêàíó äåïîëÿðèçàö³ºþ àáî ä³ºþ àãîí³ñò³â.
Êëþ÷îâ³ ñëîâà: ãëàäåíüê³ ì�ÿçè, ñ³ì�ÿâèâ³äí³ ïðîòîêè, õîëîäîâèé ðåöåïòîð TRPM8, ïëàçìàòè÷íà
ìåìáðàíà, åíäîïëàçìàòè÷íèé ðåòèêóëóì, ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ, êîíôîêàëüíà
ì³êðîñêîï³ÿ.

ÂÑÒÓÏ

Âõ³ä çîâí³øíüîãî òà âèâ³ëüíåííÿ äåïîíî-
âàíîãî Ñà2+ â êë³òèíàõ â³ä³ãðàº êëþ÷îâó
ðîëü ó ïåðåá³ãó òàêèõ âàæëèâèõ ô³ç³îëî-
ã³÷íèõ ³ ïàòîô³ç³îëîã³÷íèõ ïðîöåñ³â, ÿê ñåê-
ðåö³ÿ ãîðìîí³â ³ íåéðîìåä³àòîð³â, ñêîðî-
÷åííÿ ì�ÿç³â, åêñïðåñ³ÿ ãåí³â, ïðîë³ôåðàö³ÿ,
àïîïòîç  òîùî.  Íåñåëåêòèâí³  êàò ³îíí³
êàíàëè ðîäèíè TRP (â³ä àíãë. transient re-
ceptor potential) óòâîðþþòü îäèí ³ç ìîæëè-
âèõ øëÿõ³â íàäõîäæåííÿ çîâí³øíüîêë³-
òèííèõ ³îí³â êàëüö³þ, à â äåÿêèõ âèïàäêàõ ³
¿õ âèâ³ëüíåííÿ ³ç âíóòð³øíüîêë³òèííèõ äåïî
â áàãàòüîõ òèïàõ êë³òèí [1, 2]. Âñ³ ïðåä-
ñòàâíèêè TRP-ðîäèíè çà ñâîºþ ñòðóêòóðîþ
òà ìåìáðàííîþ òîïîëîã³ºþ íàãàäóþòü
ïîòåíö³àëçàëåæí³ êàë³ºâ³ êàíàëè, õî÷ ³
âèÿâëÿþòü ïîì³òí³ â³äì³ííîñò³ á³ëê³â ó ¿õ
àì³íîêèñëîòíèõ ïîñë³äîâíîñòÿõ. Öå äàº ï³ä-

ñòàâè êëàñèô³êóâàòè ¿õ íà ñ³ì ï³äðîäèí:
TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPP, TRP-
ML òà TRPN [15]. Õàðàêòåðíîþ îçíàêîþ
TRP-êàíàë³â º òå, ùî âîíè â³äçíà÷àþòüñÿ
íàäçâè÷àéíîþ ð³çíîìàí³òí³ñòþ ìåõàí³çì³â
êåðóâàííÿ, íàâ³òü ó ìåæàõ êîæíî¿ ç ï³äðî-
äèí. Ñåðåä ÷èííèê³â, ÿê³ çäàòí³ ¿õ àêòèâó-
âàòè, º õ³ì³÷í³, òåðì³÷í³ òà ìåõàí³÷í³, à
òàêîæ öèòîïëàçìàòè÷í³ òà ë³ï³äí³ âòîðèíí³
ïîñåðåäíèêè, ïîòåíö³àë, ñòàí íàïîâíåííÿ
âíóòð³øíüîêë³òèííèõ êàëüö³ºâèõ äåïî,
íàáóõàííÿ êë³òèí, ì³êðîêðèâèçíà ïëàçìà-
òè÷íî¿ ìåìáðàíè, ô³çèêî-õ³ì³÷íèé ñòàí
ñåðåäîâèùà òîùî.

Ñåðåä TRP-êàíàë³â 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
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ï³äðîäèí, à îá�ºäíóº ¿õ ò³ëüêè òåðìî÷óòëè-
â³ñòü. Ïðè öüîìó òåðìî-TRP, ÿê³ àêòèâó-
þòüñÿ ó â³äïîâ³äü íà ð³çí³ ìîäàëüíîñò³
ãàðÿ÷îãî (â³ä òåïëîãî äî ïåêó÷îãî) íàëå-
æàòü äî âàí³ëî¿äíî¿ TRPV-ï³äðîäèíè, íà
ïîì³ðíå îõîëîäæåííÿ � äî ìåëàñòàòèíîâî¿
TRPM-ï³äðîäèíè, à íà ñèëüíèé õîëîä � äî
àíêèðèíîâî¿ TRPA-ï³äðîäèíè [3]. Îäíèì ç
íàéá³ëüø ö³êàâèõ ïðåäñòàâíèê³â ö³º¿ ãðóïè
º õîëîäîâèé ðåöåïòîð TRPM8 [4, 5], ÿêèé
â³äïîâ³äàº íà ïîì³ðí³ çíèæåííÿ òåìïåðàòóðè
â ä³àïàçîí³ ,  ùî íå âèêëèêàº áîëüîâèõ
â³ä÷óòò³â (òîáòî äî 8°Ñ). TRPM8 òàêîæ àê-
òèâóºòüñÿ õ³ì³÷íèìè ñïîëóêàìè, ùî â³ä³ã-
ðàþòü ðîëü õ³ì³÷íèõ àíàëîã³â õîëîäîâèõ
ïîäðàçíåíü (ìåíòîë, ³öèë³í òà ¿õ ïîõ³äí³).
Öåé ðåöåïòîð åêñïðåñóºòüñÿ ó ïëàçìà-
òè÷í³é ìåìáðàí³ ñåíñîðíèõ íåéðîí³â òà
ôóíêö³îíóº â í³é ÿê êàò³îííèé êàíàë, ùî ïðè
ñâî¿é àêòèâàö³¿ ïðîïóñêàº âõ³äíèé íàòð³é-
êàëüö³ºâèé ñòðóì. TRPM8 áåðå ó÷àñòü ó
ïåðåòâîðåíí³ õîëîäîâîãî ñòèìóëó â åëåêò-
ðîõ³ì³÷íèé, êîòðèé çäàòíèé äî ðîçïîâ-
ñþäæåííÿ â ³íòåãðàòèâí³ öåíòðè ÖÍÑ [6,
7]. Ö³êàâî, ùî êð³ì ñåíñîðíèõ íåéðîí³â
TRPM8 òàêîæ íàÿâíèé ó ñå÷îñòàòåâ³é
ñèñòåì³ îñ³á ÷îëîâ³÷î¿ ñòàò³, çîêðåìà â
ïðîñòàò³ � îðãàí³, â ÿêîìó íå â³äáóâàþòüñÿ
ñóòòºâ³ êîëèâàííÿ òåìïåðàòóðè [8�11].
Á³ëüøå òîãî,  ð ³âåíü åêñïðåñ³ ¿  TRPM8
çíà÷íî ï³äâèùóºòüñÿ ïðè ðàêó ïðîñòàòè.
Ïîì³òíà åêñïðåñ³ÿ TRPM8 òàêîæ ñïîñòåð³-
ãàºòüñÿ ó ðîçïîâñþäæåíèõ ïóõëèíàõ ëþäè-
íè, âêëþ÷àþ÷è ðàê ìîëî÷íî¿ çàëîçè, òîâñòî¿
êèøêè, ëåãåí³â ³ øê³ðè, â òîé ÷àñ ÿê ó
â³äïîâ³äíèõ òêàíèíàõ âîíà çà ô³ç³îëîã³÷íèõ
óìîâ ïðàêòè÷íî â³äñóòíÿ [8, 12]. Íèí³ ñòàëî
î÷åâèäíî, ùî åêñïðåñ³ÿ TRPM8 º á³ëüø
øèðîêîþ, í³æ ñïî÷àòêó ïåðåäáà÷àëîñÿ.
Çîêðåìà ¿¿ áóëî âèÿâëåíî â äåÿêèõ òèïàõ
ãëàäåíüêèõ ì�ÿç³â [13, 14] òà åï³òåë³àëüíèõ
êë³òèí [15, 16]. Öå ãîâîðèòü ïðî òå, ùî êð³ì
äåòåêö³¿ òåìïåðàòóðè TRPM8, ³ìîâ³ðíî,
ìîæå âèêîíóâàòè ó òêàíèí³ é ³íø³ âàæëèâ³
ôóíêö³¿ ÿê çà ô³ç³îëîã³÷íèõ óìîâ, òàê ³ ïðè
êàíöåðîãåíåç³ [5].

Á³ëüø³ñòü äàíèõ ñòîñîâíî ïðîñòàòíî-
ñïåöèô³÷íîãî TRPM8 áóëè îòðèìàí³ íà
åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ë³í³¿ LNCaP ðàêó
ïðîñòàòè ëþäèíè òà íà ïåðâèííèõ êë³òèíàõ,
îäåðæàíèõ ³ç  çðàçê³â òêàíèíè ðàêó òà
äîáðîÿê³ñíî¿ ã³ïåðïëàç³¿ ïðîñòàòè ëþäèíè
[9�11, 17]. Íà êë³òèíàõ ë³í³¿ LNCaP, çîêðå-
ìà, áóëî ïîêàçàíî, ùî TRPM8 ìîæå ³ íå
ëîêàë³çóâàòèñü ó ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³,
ÿê öå â³äáóâàºòüñÿ ó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ,
à çíàõîäèòèñÿ âèêëþ÷íî ó ìåìáðàí³ åíäî-
ïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà, ôóíêö³îíóþ÷è
òàì ÿê êàíàë âèâ³ëüíåííÿ êàëüö³þ [17].
Ââàæàºòüñÿ, ùî ïåðåâàæíà ïëàçìîëåìàëü-
íà àáî åíäîïëàçìàòè÷íà ëîêàë³çàö³ÿ TRPM8
çóìîâëåíà ³ñíóâàííÿì äâîõ ñïëàéñ-âàð³àí-
ò³â öüîãî êàíàëó � ïîâíîðîçì³ðíîãî òà
âêîðî÷åíîãî. Îñòàíí³é òèï ðåöåïòîðà íå
ò ³ëüêè ñàì åêñïðåñóºòüñÿ  â  ìåìáðàí³
åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà, à é ñïðèÿº
çàòðèìö³ â íüîìó ðîçâèòêó ïîâíîì³ðíî¿
ôîðìè [11, 17].

Íåçâàæàþ÷è íà  çíà÷íèé ïðîãðå ñ  ó
äîñë³äæåíí³ ÿê íåéðîíàëüíîãî, òàê ³ ïðîñ-
òàòîñïåöèô³÷íîãî TRPM8, éîãî ô³ç³îëîã³÷íà
ðîëü ó òêàíèíàõ, â ÿêèõ íå â³äáóâàºòüñÿ
çì³íè òåìïåðàòóðè, âñå ùå çàëèøàºòüñÿ
íåäîñë³äæåíîþ. Ïðàêòè÷íî íåâ³äîìî, ÷è
öåé êàëüö³éïðîâ³äíèé êàíàë åêñïðåñóºòüñÿ
â ³íøèõ îðãàíàõ ÷îëîâ³÷î¿ ñòàòåâî¿ ñèñòåìè,
äå á éîãî ô³ç³îëîã³÷íà ðîëü áóëà á³ëüø
î÷åâèäíîþ. Îñê³ëüêè ãëàäåíüêîì�ÿçîâ³
ñ³ì�ÿâèâ³äí³ ïðîòîêè ï³ä ÷àñ åì³ñ³¿ (ñòàä³ÿ
åÿêóëÿö³¿, ÿêà ïåðåäóº çì³øóâàííþ ñïåðìà-
òîçî¿ä³â ³ç ñåêðåòàìè äîïîì³æíèõ ñòàòåâèõ
çàëîç) òðàíñïîðòóþòü ñïåðìàòîçî¿äè ç
åï³äèäèìóñà,  äå âîíè çíàõîäÿòüñÿ ïðè
äåùî íèæ÷³é òåìïåðàòóð³, äàë³ â åÿêóëÿ-
òîðíèé òðàêò, òî â³ðîã³äíî, ùî TRPM8 ìîæå
áóòè íàÿâíèé ó ãëàäåíüêîì�ÿçîâèõ êë³òèíàõ
(ÃÌÊ) öèõ ïðîòîê³â, ìîäóëþþ÷è ¿õ ñêîðîò-
ëèâó àêòèâí³ñòü. Á³ëüøå òîãî, íå âèêëþ÷åíà
äèôåðåíö³éîâàíà åêñïðåñ³ÿ òà ôóíêö³î-
íàëüíà äèôåðåíö³àö³ÿ TRPM8 ó ð³çíèõ
ä³ëÿíêàõ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â. Òåìïåðà-
òóðí³ êîëèâàííÿ ó áëèçüê³é äî åï³äèäèìóñó
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åï³äèäèìàëüí³é ä³ëÿíö³ òà â³ääàëåí³é â³ä
íüîãî ïðîñòàòí³é ìîæóò â³äð³çíÿòèñÿ çà
ä³àïàçîíîì.

Ó ö³é ðîáîò³ ìè äîñë³äèëè åêñïðåñ³þ
TRPM8 íà  ð ³âí ³  ìÐÍÊ çà  äîïîìîãîþ
ê³ëüê³ñíî¿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿
òà ëîêàë³çàö³þ TRPM8-á³ëêà çà äîïîìîãîþ
³ìóíîöèòîõ³ì³¿ â ÃÌÊ åï³äèäèìàëüíî¿ òà
ïðîñòàòíî¿ ä³ëÿíîê ñ³ì�ÿâèâ³äí³î¿ ïðîòîêè
ùóðà, à òàêîæ ïðîâåäèëè êîðåëÿö³þ ð³âí³â
åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ TRPM8 òà àíäðîãåííîãî
ðåöåïòîðà êîíòðîëüíèõ  ùóð³â òà ùóð³â
ï³ñëÿ îðõ³åêòîì³¿.

ÌÅÒÎÄÈÊÀ

Ïîë³ìåðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ ³ç çâîðîò-
íîþ òðàíñêðèïö³ºþ. Åï³äèäèìàëüíó òà
ïðîñòàòíó ä³ëÿíêè ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿ ïðîòîêè
ñòàòåâîçð³ëèõ ñàìö³â ùóð³â ë³í³¿ Â³ñòàð
ìàñîþ 300�350 ã ðîçð³çàëè âçäîâæ îñ³ òà
î÷èùàëè â³ä åï³òåë³àëüíîãî øàðó. Îòðèìàí³
ïðåïàðàòè íåãàéíî ãîìîãåí³çóâàëè ó ë³çóþ-
÷îìó ðîç÷èí³ (Trizol RNA-Prep, �Isogene�,
Ðîñ³ÿ), à ãîìîãåíàò âèêîðèñòîâóâàëè äëÿ
âèä³ëåííÿ ñóìàðíî¿ ÐÍÊ. Çâîðîòíó òðàíñê-
ðèïö³þ çä³éñíþâàëè çà äîïîìîãîþ íàáîðó
RevertAid� H Minus First Strand cDNA Syn-
thesis Kit (�Fermentas�, Ëèòâà), âèêîðèñ-
òîâóþ÷è 0,3�0,6 ìêã ñóìàðíî¿ ÐÍÊ ³ ïðàé-
ìåð îë³ãî-dT. Ç îòðèìàíî¿ îäíîëàíöþãîâî¿
ÄÍÊ àìïë³ô³êóâàëè çà äîïîìîãîþ ê³ëüê³ñ-
íî¿ ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿  ó
ðåàëüíîìó ÷àñ³ ôðàãìåíòè ãåí³â, ùî êî-
äóþòü êàíàë TRPM8, àíäðîãåííèé ðåöåïòîð
³ ãë³öåðàëüäåã³ä-3-ôîñôàò äåã³äðîãåíàçó
(ÃAÔÄÃ, âíóòð³øí³é êîíòðîëü). Ðåàêö³éíà
ñóì³ø äëÿ àíàë³çó TRPM8 ñêëàäàëàñÿ ç
äâîêðàòíî¿ ïîë³ìåðàçíîëàíöþãîâî¿ ñóì³ø³
TaqMan PCR MasterMix (�Applied Biosys-
tems�, ÑØÀ), 5 ìêìîëü/ë ðîç÷èíó ç êîæ-
íîãî ïðÿìîãî òà çâîðîòíîãî ïðàéìåð³â òà
ôëþîðåñöåíòíîãî çîíäà,  2  ìêë êÄÍÊ.
Ðåàêö³éíà ñóì³ø äëÿ àíàë³çó ãåíà àíäðîãåí-
íîãî ðåöåïòîðà ñêëàäàëàñÿ ç äâîêðàòíî¿
ïîë³ìåðàçíîëàíöþãîâî¿ ñóì³ø³ SYBR-Green

PCR MasterMix (�Applied Biosystems�,
ÑØÀ), 5 ìêìîëü/ë ðîç÷èíó ñóì³ø³ ïðÿìîãî
òà çâîðîòíîãî ïðàéìåð³â, 2 ìêë êÄÍÊ.
Ïîë³ìåðàçíó ëàíöþãîâó ðåàêö³þ çä³éñíþ-
âàëè ó òåðìîöèêëåð³ 7500 Fast Real-Time
PCR System (�Applied Biosystems�, ÑØÀ)
çà ïðîãðàìîþ 94° Ñ (5 ñ), 60° Ñ (30 ñ) äëÿ
TRPM8 òà 94° Ñ (10 ñ), 62° Ñ (30 ñ), 72°
(30 ñ) äëÿ àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà ïðîòÿãîì
45�50 öèêë³â. Ïðàéìåðè, ñïåöèô³÷í³ äî
êÄÍÊ TRPM8 ùóðà (íîìåð äîñòóïó Ãåí-
áàíêó NM_134371), áóëè ðîçðîáëåí³, ñèíòå-
çîâàí³ òà âàë³äîâàí³ íà çàìîâëåííÿ ô³ðìîþ
�Applied Biosystems� ³ ìàëè òàê³ ïîñë³-
äîâíîñò³:  TRPM8f � 5�-GGGTGGGAG-
CAACTGTCT-3� ,  TRPM8r �  5�-CCAG-
GCTGAGCAATGAAATGC-3�, TRPM8-çîíä
5�-CCACCGCCAGCTCC-3�.  Ïðàéìåðè,
ñïåöèô³÷í³ äî êÄÍÊ àíäðîãåííîãî ðåöåï-
òîðà  ùóðà  (íîìåð  äî ñòóïó  Ãåíáàíêó
NM_012502.1), áóëè ðîçðîáëåí³ àâòîðàìè
ðîáîòè ³ ìàëè òàê³ ïîñë³äîâíîñò³: ÀRf 5�-
TGAAAGCACTGCTACTCTTCAGC-3� ,
ÀRr 5�-AGCTTGGTGAGCTGGTAGAAG-3�.
Äëÿ âèçíà÷åííÿ ê³ëüêîñò³ ÃAÔÄÃ âèêîðèñ-
òîâóâàëè ïðàéìåðè ç íàáîðó TaqMan Rodent
GAPDH Control Reagents (VICTM Probe),
(�Applied biosystems�, ÑØÀ).

Â³çóàë³çàö³þ àìïë³êîí³â ï³ñëÿ ãîðèçîí-
òàëüíîãî åëåêòðîôîðåçó ó 3%-ìó àãàðîç-
íîìó ãåë³ ç äîäàâàííÿì áðîìèñòîãî åòèä³þ
çä³éñíþâàëè çà  äîïîìîãîþ òðàíñ³ëþ-
ì³íàòîðà ViTran (�Á³îêîì�, Ðîñ³ÿ). Ê³ëüê³ñíó
îö³íêó åêñïðåñ³¿ òà îáðîáêó ðåçóëüòàò³â
ïðîâîäèëè ç âèêîðèñòàííÿì ïðîãðàìíîãî
çàáåçïå÷åííÿ 7500 Fast System SDS Soft-
wàre 1.3.1 (�Applied biosystems�, ÑØÀ).

Âèä³ëåííÿ ³çîëüîâàíèõ ÃÌÊ ñ³ì�ÿâèâ³ä-
íèõ ïðîòîê³â. Ïîçáàâëåí³ ñëèçîâî¿ îáîëîíêè
åï³äèäèìàëüíó  òà  ïðîñòàòíó  ÷àñòèíè
ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿ ïðîòîêè ùóðà ïîì³ùóâàëè ó
õîëîäíèé (4° Ñ) ðîç÷èí (ììîëü/ë): NaCl �
140, KCl � 5, ãëþêîçè � 10, HEPES � 10,
CaCl

2
 � 2, MgCl

2
 � 1 (pH 7,4), ïîäð³áíþâàëè

íîæèöÿìè íà íåâåëèê³ ôðàãìåíòè (áëèçüêî
1 ìì3)  òà ïåðåíîñèëè ó áåçêàëüö³ºâèé
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ðîç÷èí (ììîëü/ë): NaCl � 140, KCl � 5,
ãëþêîçè � 5, HEPES  10 (pH 7,4). Ï³ñëÿ öüî-
ãî êîæíó òêàíèíó îêðåìî ï³ääàâàëè ôåðìåí-
òàòèâí³é îáðîáö³ ó áåçêàëüö³ºâîìó ðîç÷èí³
0,2%-¿ êîëàãåíàçè (Type IV, «Sigma», ÑØÀ)
ïðîòÿãîì 1 ãîä ïðè 37° Ñ. Ï³ñëÿ ôåðìåí-
òàòèâíî¿ îáðîáêè òêàíèíè äåê³ëüêà ðàç³â
ïðîìèâàëè ó áåçêàëüö³ºâîìó ðîç÷èí³ äëÿ
âèëó÷åííÿ ôåðìåíòó òà ïîäð³áíþâàëè
ï³ïåòêîþ Ïàñòåðà (ä³àìåòð 1�2 ìì) äëÿ
îäåðæàííÿ ³çîëüîâàíèõ êë³òèí. Îòðèìàí³
ñóñïåíç³¿ êë³òèí ïåðåíîñèëè â ÷àøêè Ïåòð³
äëÿ ïîäàëüøèõ åêñïåðèìåíò³â.

²ìóíîçàáàðâëåííÿ òà êîíôîêàëüíà ì³ê-
ðîñêîï³ÿ ÃÌÊ ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿ ïðîòîêè. Â
åêñïåðèìåíòàõ ç ³ìóíîçàáàðâëåííÿ âèêî-
ðèñòîâóâàëè ÃÌÊ, ³çîëüîâàí³ ç åï³äèäè-
ìàëüíî¿ òà ïðîñòàòíî¿ ÷àñòèí ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿
ïðîòîêè. Êë³òèíè âèñàäæóâàëè íà ïîêð³âí³
ñêåëüöÿ òà ï³ääàâàëè ô³êñàö³¿ ïðîòÿãîì 30
õâ â 4%-ìó ðîç÷èí³ ôîðìàëüäåã³äó, îòðè-
ìóþ÷è ñëàéäè. Îñòàíí³ ïðîìèâàëè òðè÷³ ïî
10 õâ ó ðîç÷èí³ 0,1 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà
òà âèòðèìóâàëè 30 õâ â 1%-ìó áëîêóþ÷îìó
ôîñôàòíîìó áóôåð³ ç äîäàâàííÿì 1%-ãî
ñèðîâàòêîâîãî àëüáóì³íó âåëèêî¿ ðîãàòî¿
õóäîáè äëÿ ³íã³áóâàííÿ íåñïåöèô³÷íîãî
çâ�ÿçóâàííÿ àíòèò³ë. Äëÿ âñ³õ ïðåïàðàò³â
âèêîðèñòîâóâàëè ïîòð³éíå çàáàðâëåííÿ:
TRPM8-êàíàëó, ïëàçìàòè÷íî¿ ìåáðàíè òà
åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà. Ïîñë³äîâ-
í³ñòü îáðîáêè â³äïîâ³äíèìè ìàðêåðàìè áóëà
òàêîþ: ñïî÷àòêó ñëàéäè ³íêóáóâàëè 15 õâ
ïðè ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ ç ìàðêåðîì
ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè � ñóáîäèíèöåþ Â
õîëåðíîãî òîêñèíó, ì³÷åíîþ ôëóîðåñöå¿í-
³çîò³îö³àíàòîì («Sigma-Aldrich», ÑØÀ),
ðîç÷èíåíîþ â êîíöåíòðàö³¿ 1:2000 â 0,1 Ì
ôîñôàòíîãî áóôåðà, ï³ñëÿ ÷îãî ¿õ òðè÷³
â ³äìèâàëè  ïî  10  õâ  â  ÷èñòîìó 0 ,1  Ì
ôîñôàòíîìó áóôåð³.

Ïðèêëàäàííÿ íàñòóïíèõ àíòèò³ë ïðîâî-
äèëè ï³ñëÿ ïåðìåá³àë³çàö³¿ êë³òèí óïðîäîâæ
2 ãîä ó ðîç÷èí³ 0,1 Ì ôîñôàòíîãî áóôåðà ç
äîäàâàííÿì 0,3 % Triton X-100. Âñ³ àíòè-
ò³ëà, ÿê³ ïðèêëàäàëèñÿ äî çðàçê³â, áóëè

ðîç÷èíåí³ â 0,1 Ì ÐÂS ç äîäàâàííÿì 2%-ãî
NaCl òà 1%-ãî áè÷à÷îãî ñèðîâàòêîâîãî
àëüáóì³íó.  Ì³æ åòàïàìè ïðèêëàäàííÿ
àíòèò³ë ñëàéäè â³äìèâàëè òðè ðàçè. Ñïî-
÷àòêó âñ³ çðàçêè îáðîáëÿëè ïðîòÿãîì 24 ãîä
ïðè 4°Ñ ïåðâèííèì ïîë³êëîíàëüíèì êðîëÿ-
÷èì àíòèò³ëîì äî TRPM8-êàíàëó («GeneTex
Inc.», ÑØÀ) â ðîçâåäåíí³ 1:200, äàë³ � ¿õ
äâîãîäèííà ³íêóáàö³ÿ ïðè ê³ìíàòí³é òåìïå-
ðàòóð³ çà íàÿâíîñò³ âòîðèííîãî àíòèò³ëà �
êîçÿ÷îãî àíòèêðîëÿ÷îãî ³ìóíîãëîáóë³íó G,
ì³÷åíîãî ôëþîðåñöåíòíèì áàðâíèêîì Alexa
Fluor 647 Goat («Invitrogen Corp.», ÑØÀ) â
ðîçâåäåíí³ 1:500. Àíàëîã³÷íèé ïðîòîêîë
âèêîðèñòîâóâàëè òàêîæ äëÿ îáðîáêè çðàçê³â
ïåðâèííèì ïîë³êëîíàëüíèì êðîëÿ÷èì
àíòèò³ëîì äî ðåçèäåíòíîãî á³ëêà êàëíåê-
ñèíó åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà («Ab-
cam», Âåëèêîáðèòàí³ÿ) â ðîçâåäåíí³ 1:20 òà
âòîðèííèì � êîçÿ÷èì àíòèìèøà÷èì ì³÷å-
íèì ³ìóíîãëîáóë³íîì G, ì³÷åíèì Alexa Fluor
350 Goat («Invitrogen Corp.», ÑØÀ) â ðîç-
âåäåíí³ 1:500.

²ìóíîçàáàðâëåí³ ñëàéäè âèñóøóâàëè ïðè
ê³ìíàòí³é òåìïåðàòóð³ òà ïîêðèâàëè ðîç÷è-
íîì ïðîòè âèãîðàííÿ. Êîíôîêàëüí³ çîáðà-
æåííÿ îòðèìóâàëè íà ñêàíóþ÷îìó ëàçåðíî-
ìó êîíôîêàëüíîìó ì³êðîñêîï³ OLYMPUS
FV1000 FLUOVIEW («Olympus Corp.»,
ÑØÀ), îáëàäíàíîìó óëüòðàô³îëåòîâèìè
àðãîíîâèìè 351/356, 457/488/515 òà ãåë³é/
íåîíîâèì 543/633 ëàçåðàìè. Ñëàéäè äîñë³ä-
æóâàëè ïðè 40-êðàòíîìó çá³ëüøåíí³ (âîäî-
³ìåðñ³éíèé îá�ºêòèâ UPLAPO 40x/0.85).
Ñïåêòðè çáóäæåííÿ áàðâíèê³â Alexa Fluor
350, ôëþîðåñöå¿í-³çîò³îö³àíàòó òà Alexa
Fluor 647 ìàëè äîâæèíó õâèëü 346 íì, 495
íì òà 650 íì â³äïîâ³äíî, à ñïåêòðè åì³ñ³¿ �
442 íì, 521 íì òà 666 íì â³äïîâ³äíî.

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÈ

Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ TRPM8. Ê³ëüê³ñíà ïîë³ìå-
ðàçíà ëàíöþãîâà ðåàêö³ÿ ç³  çâîðîòíîþ
òðàñêðèïö³ºþ íà ïðåïàðàòàõ ÐÍÊ, âèä³ëå-
íèõ ³ç ïîçáàâëåíèõ ñëèçîâî¿ îáîëîíêè ð³çíèõ

Åêñïðåñ³ÿ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà TRPM8
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÷àñòèí ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿ ïðîòîêè ùóðà, ïîêà-
çàëà, ùî ñïåöèô³÷íà ìÐÍÊ TRPM8 åêñïðå-
ñóºòñÿ ïðèáëèçíî íà îäíàêîâîìó ð³âí³ ÿê ó
ïðîñòàòí³é, òàê ³ ó åï³äèäèìàëüí³é ä³ëÿíêàõ
(ðèñ.  1) .  Ïðàéìåðè ï³äáèðàëèñÿ òàêèì
÷èíîì, ùîá àìïë³ô³êóâàòè ³íâàð³àíòíó
ïîñë³äîâí³ñòü  TRPM8,  ÿêà  â ³äïîâ³äàº
ä³ëÿíö³ ïîðè, íàÿâíó â óñ³õ éîãî ìîæëèâèõ
ñïëàéñ-âàð³àíòàõ, à òîìó ðåçóëüòàò ïîë³ìå-
ðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿ ðåàêö³¿ â³äîáðàæàº åêñï-
ðåñ³þ âñ³õ ïðîäóêò³â ãåíà.

Äëÿ åï³òåë³àëüíèõ êë³òèí ïðîñòàòè áóëî
ïîêàçàíî, ùî åêñïðåñ³ÿ TRPM8 êîðåëþº ³ç
åêñïðåñ³ºþ àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà [9, 11].
Ùîá ïåðåâ³ðèòè, ÷è òàêå ñàìå ñï³ââ³äíî-
øåííÿ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ äëÿ ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿
ïðîòîêè, ÿêà, ÿê ³ ïðîñòàòà, ÿâëÿº ñîáîþ
àíäðîãåíçàëåæíó òêàíèíó, ïîð³âíþâàëè
åêñïðåñ³þ ìÐÍÊ TRPM8 òà àíäðîãåííîãî

ðåöåïòîðà â êîíòðîëüíèõ ùóð³â ³ âïðîäîâæ
30 ä³á ï³ñëÿ îðõ³åêòîì³¿.  Íåî÷³êóâàíî,
îðõ³åêòîì³ÿ ïðèçâîäèëà äî çíà÷íîãî (â 5�7
ðàç³â) ï³äâèùåííÿ åêñïðåñ³¿ ìÐÍÊ àíäðî-
ãåííîãî ðåöåïòîðà â îáîõ ÷àñòèíàõ ñ³ì�ÿâè-
â³äíèõ ïðîòîê³â ïîð³âíÿíî ç êîíòðîëåì (äèâ.
ðèñ. 1,á). Ïðè öüîìó åêñïðåñ³ÿ TRPM8
òàêîæ çðîñòàëà (äèâ. ðèñ. 1,à), ïðèáëèçíî
âäâ³÷³, âêàçóþ÷è íà ïðÿìó êîðåëÿö³þ ì³æ
ð³âíÿìè ìÐÍÊ TRPM8 òà àíäðîãåííîãî
ðåöåïòîðà. Íåñïîä³âàíå ï³äâèùåííÿ åêñï-
ðåñ³¿ îñòàííüîãî ï³ñëÿ îðõ³åêòîì³¿ ìîæå
áóòè íàñë³äêîì êîìïåíñàòîðíèõ åôåêò³â,
çàâäÿêè ÿêèì çíèæåííÿ âì³ñòó àíäðîãåí³â
êîìïåíñóºòüñÿ ï³äâèùåííÿì åêñïðåñ³ ¿
áåçïîñåðåäí³õ ì³øåíåé ¿õ ä³¿.

Åêñïðåñ³ÿ á³ëêà TRPM8. Äëÿ òîãî, ùîá
ïåðåâ³ðèòè, ÷è åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ TRPM8
â³äïîâ³äàº åêñïðåñ³¿ TRPM8-á³ëêà, à òàêîæ

Ðèñ. 1. Åêñïðåñ³ÿ ìÐÍÊ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà TRPM8 òà àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà â ãëàäåíüêèõ ì�ÿçàõ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ
ïðîòîê³â ùóðà. Ðåçóëüòàòè ê³ëüê³ñíèõ ïîë³ìåðàçíèõ ëàíöþãîâèõ ðåàêö³é (ÏËÐ), ïðîâåäåíèõ íà 5-òè
ãëàäåíüêîì�ÿçîâèõ ïðåïàðàòàõ ïðîñòàòíî¿ (1, 2) òà åï³äèäèìàëüíî¿ (3, 4) ä³ëÿíêà ñ³ì�ÿâèâ³äí³õ ïðîòîê³â êîíòðîëüíèõ
ùóð³â (1, 3) ³ ùóð³â ï³ñëÿ îðõ³åòîì³¿ ç âèçíà÷åííÿ åêñïðåñ³¿ TRPM8 (à) òà àíäðîãåíîâîãî ðåöåïòîðà (á). *Ð<0,05,
P<0,01. Ïðàâîðó÷ íàâåäåíî çðàçêè îðèã³íàëüíèõ ãåëü-åëåêòðîôîðåç³â; ñòð³ëêè âêàçóþòü íà ðîçì³ð â³äïîâ³äíèõ
ïðîäóêò³â ÏËÐ ó ïàðàõ îñíîâ (ï.î.); Ì � ìàðêåð ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè

á

à
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âèçíà÷èòè ñóáêë³òèííó ëîêàë³çàö³þ öüîãî
á³ëêà â ÃÌÊ ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿ ïðîòîêè, çä³éñ-
íþâàëè ïîòð³éíå çàáàðâëåííÿ êë³òèí ôëþî-
ðåñöåíòíî ì³÷åíèìè àíòèò³ëàìè: àíòèò³ëîì
äî TRPM8, àíòèò³ëîì äî ðåçèäåíòíîãî
á³ëêà êàëíåêñèíó, ÿêèé º ìàðêåðîì åíäî-
ïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà [18] òà íåòîê-
ñè÷íîþ Â-ñóáîäèíèöåþ õîëåðíîãî òîêñèíó,
ÿêà çà äîïîìîãîþ çâ�ÿçóâàííÿ ³ç ïîâåðõíå-
âèìè ãàíãë³îçèäàìè ì³òèòü ïëàçìàòè÷íó
ìåìáðàíó [19]. Ïðè öüîìó àíòè-TRPM8 áóâ
êîí�þãîâàíèé ³ç áàðâíèêîì, ùî âèïðîì³íþº
÷åðâîíå ñâ³òëî (λ = 647 íì), àíòèêàëíåêñèí
� ñèíº ñâ³òëî (λ = 350 íì), à Â-ñóáîäèíèöÿ
õîëåðíîãî òîêñèíó � çåëåíå (λ = 521 íì).
Â³çóàë³çàö³þ ôëþîðåñöåíòíèõ çîáðàæåíü
ïðîâîäèëè  çà  äîïîìîãîþ ñêàíóþ÷îãî
ëàçåðíîãî êîíôîêàëüíîãî ì³êðîñêîïà.

Çðàçêè îòðèìàíèõ êîíôîêàëüíèõ çîáðà-
æåíü ÃÌÊ ïðîñòàòíî¿ òà åï³äèäèìàëüíî¿
ä³ëÿíêè ñ ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â  ùóðà
íàâåäåí³ íà ðèñ. 2,à,â. Çíÿòòÿ êîíôîêàëüíèõ
Z-ïåðåð³ç³â ïîêàçàëî, ùî â îáîõ òèïàõ ÃÌÊ
TRPM8-á³ëîê äèôóçíî ðîçïîä³ëåíèé ïî
âñüîìó ¿õ îá�ºìó. Ñóïåðïîçèö³þ çîáðàæåíü
Z-ïåðåð³ç ³â ,  îòðèìàíèõ ó  ÷åðâîíîìó�
ñèíüîìó, ÷åðâîíîìó�çåëåíîìó òà ñèíüîìó�
çåëåíîìó ñâ³òë³ çä³éñíþâàëè äëÿ òîãî, ùîá
îö³íèòè íàÿâí³ñòü TRPM8 ó ìåìáðàí³
åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà òà ïëàç-
ìàòè÷í³é ìåìáðàí³. Âàæëèâî òàêîæ, íàñ-
ê³ëüêè ì³ñöÿ ëîêàë³çàö³¿ åíäîïëàçìàòè÷íîãî
ðåòèêóëóìà ïåðåêðèâàþòüñÿ ç ïëàçìàòè÷-
íîþ ìåìáðàíîþ (òàêà ñèòóàö³ÿ ìîæëèâà,
êîëè â³äñòàíü çáëèæåííÿ åíäîïëàçìàòè÷-
íîãî ðåòèêóëóìà òà ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè
ìåíøà çà ðîçä³ëüíó çäàòí³ñòü ì³êðîñêîïà).
Íàìè â ³äì³÷åíî  ïåðåâàæíó íàÿâí³ñòü
ô³îëåòîâîãî êîëüîðó òà ïðàêòè÷íî ïîâíó
â³äñóòí³ñòü æîâòîãî. Òàêèé ðîçïîä³ë êîëüî-
ð³â íàêëàäåíèõ çîáðàæåíü áóâ õàðàêòåðíèì
äëÿ ÃÌÊ ÿê ïðîñòàòíî¿, òàê ³ åï³äèäè-
ìàëüíî¿ ä³ëÿíîê. Îñê³ëüêè ô³îëåòîâèé êîë³ð
âèõîäèòü ïðè çì³øóâàíí³ ÷åðâîíîãî òà
ñèíüîãî, òî ö³ ðåçóëüòàòè ñâ³ä÷àòü ïðî
ïåðåâàæíó ëîêàë³çàö³þ TRPM8 á³ëêà â

ìåìáðàí³ åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà
îáîõ òèï³â êë³òèí. Íåçíà÷íà íàÿâí³ñòü
æî âòîãî  êîëüîðó,  ÿêèé  º  ðå çóëüòàòîì
çì³øóâàííÿ ÷åðâîíîãî òà çåëåíîãî,  íà
íàêëàäåíèõ çîáðàæåííÿõ ÃÌÊ âêàçóº íà òå,
ùî â öèõ êë³òèíàõ TRPM8-á³ëîê ÷àñòêîâî
ëîêàë³çóºòüñÿ  òàêîæ ³  â  ïëàçìàòè÷í³é
ìåìáðàí³.

Ñë³ä â³äì³òèòè òàêîæ òîé ôàêò,  ùî
çàãàëüíà ïëîùà çàáàðâëåííÿ íàêëàäåíèõ
çîáðàæåíü ÃÌÊ åï³äèäèìàëüíî¿ ä³ëÿíêè ÿê
ô³îëåòîâèì (çá³ã ÷åðâîíîãî òà ñèíüîãî), òàê
³  æîâòèì (çá³ã ÷åðâîíîãî òà çåëåíîãî)
êîëüîðîì, áóëà ïîì³òíî íèæ÷îþ ïîð³âíÿíî
ç ÃÌÊ ïðîñòàòíî¿ ä³ëÿíêè (äèâ. ðèñ. 2). Öå
ìîæå ñâ³ä÷èòè ïðî òå, ùî â ÃÌÊ åï³äèäè-
ìàëüíî¿ ä³ëÿíêè çíà÷íà ÷àñòèíà TRPM8-
á³ëêà çíàõîäèòüñÿ ïîçà ìåæàìè ÿê åíäî-
ïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìó, òàê ³ ïëàçìà-
òè÷íî¿ ìåìáðàíè. Ìîæëèâî, á³ëîê ëîêàë³-
çóºòüñÿ â öèòîïëàçì³, äå â³í íå ìàº ôóíêö³î-
íàëüíîãî çíà÷åííÿ.

Çåëåíà ôëþîðåñöåíö³ÿ Â-ñóáîäèíèö³
õîëåðíîãî òîêñèíó, ÿêà âèêîðèñòîâóâàëàñÿ
ÿê ìàðêåð ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, â ÃÌÊ
ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â ÷àñòî çîñåðåäæó-
âàëàñÿ íà ïëîùèí³ çîáðàæåííÿ êë³òèíè, à íå
ò³ëüêè ïî éîãî ïåðèìåòðó. Öå ìîæå áóòè
íàñë³äêîì çìîðùóâàííÿ êë³òèí ïðè ¿õ
ô³êñàö³¿, à òàêîæ íàÿâí³ñòþ ìåìáðàííèõ
³íâàã³íàö³é, âèï�ÿ÷óâàíü òà ïåðåêðó÷óâàíü.
Ùîá ï³äòâåðäèòè àäåêâàòí³ñòü ì³÷åííÿ
ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè, åíäîïëàçìàòè÷-
íîãî ðåòèêóëóìà òà TRPM8 âèêîðèñòàíèìè
ìàðêåðàìè, áóëî ïðîâåäåíî êîíòðîëüí³
åêñïåðèìåíòè ç êë³òèíàìè ë³í³¿ HEK-293,
ÿê³, ç îäíîãî áîêó, ìàþòü á³ëüø ïðîñòó
ìîðôîëîã³þ, à ç ³íøîãî � íå åêñïðåñóþòü
TRPM8 [11]. Õî÷à êë³òèíè ë³í³¿ HEK-293
ïîõîäÿòü ç ëþäñüêî¿ òêàíèíè, àíòèò³ëà äî
TRPM8 ³ êàëíåêñèíó çäàòí³ ðåàãóâàòè ç
â³äïîâ³äíèìè á³ëêàìè ùóðà òà ëþäèíè.
Çîáðàæåííÿ, îòðèìàí³ íà êë³òèíàõ ë³í³¿
HEK-293 (ðèñ. 3), ïîêàçàëè, ùî Â-ñóáîäè-
íèöÿ õîëåðíîãî òîêñèíó, ÿê ³ î÷³êóâàëîñÿ,
ïåðåâàæíî ì³òèòü ¿õ ïî ïåðèìåòðó, à ñèí³é ³
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Ðèñ. 2. Ñóáêë³òèííà ëîêàë³çàö³ÿ TRPM8-á³ëêà â ãëàäåíüêîì�ÿçîâèõ êë³òèíàõ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â ùóðà. Ïðèêëàäè
êîíôîêàëüíèõ çîáðàæåíü X-Y ïåðåð³ç³â ÃÌÊ ïðîñòàòíî¿ (à) òà åï³äèäèìàëüíî¿ ä³ëÿíîê, îäåðæàí³ â çåëåíîìó,
ñèíüîìó òà ÷åðâîíîìó ñâ³òë³, ùî â³äîáðàæóþòü ðîçïîä³ë ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè (ÏÌ), ìåìáðàíè åíäîïëàçìàòè÷íîãî
ðåòèêóëóìà (ÅÐ) òà TRPM8 â³äïîâ³äíî, à òàêîæ íàêëàäåí³ çîáðàæåííÿ (ïîêàçàí³ êîëüîðîâèìè ñòð³ëêàìè), ùî
â³äîáðàæóþòü êîëîêàë³çàö³þ öèõ ñòðóêòóð; íàâåäåíî òàêîæ çîáðàæåííÿ êë³òèí ó çâè÷àéíîìó ïðîõ³äíîìó ñâ³òë³
(ÏÑ)

á

à
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Ðèñ. 3. Êîíòðîëüíèé åêñïåðèìåíò ç ì³÷åííÿ ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè (ÏÌ) ³ ìåìáðàíè åíäîïëàçìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà
(ÅÐ) ó êë³òèíàõ ÍÅÊ-293. Ïðèâåäåíèé ïðèêëàä êîíôîêàëüíèõ çîáðàæåíü X-Y ïåðåð³ç³â ÍÅÊ-293 êë³òèíè, îäåðæàíèõ
ó çåëåíîìó òà ñèíüîìó ñâ³òë³, ùî â³äîáðàæóþòü ðîçïîä³ë ïëàçìàòè÷íî¿ ìåìáðàíè òà ìåìáðàíè ÅÐ, â³äïîâ³äíî, à
òàêîæ íàêëàäåí³ çîáðàæåííÿ (ïîêàçàí³ êîëüîðîâèìè ñòð³ëêàìè), ùî â³äîáðàæóþòü êîëîêàë³çàö³þ öèõ ñòðóêòóð;
TRPM8-á³ëîê ó êë³òèíàõ ÍÅÊ-293 âèÿâëåíèé íå áóâ; ïðèâåäåí³ òàêîæ çîáðàæåííÿ êë³òèíè ó çâè÷àéíîìó ïðîõ³äíîìó
ñâ³òë³

Åêñïðåñ³ÿ õîëîäîâîãî ðåöåïòîðà TRPM8
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çåëåíèé êîëüîðè ïðàêòè÷íî íå çá³ãàþòüñÿ
â ïåðèôåðè÷íèõ ä³ëÿíêàõ, òîáòî åíäîïëàç-
ìàòè÷íèé ðåòèêóëóì ³ ïëàçìàòè÷íà ìåìá-
ðàíà º ïðîñòîðîâî ðîçä³ëåíèìè. Êð³ì òîãî,
ì³÷åííÿ çà äîïîìîãîþ àíòè-TRPM8 íå
âèÿâèëî íàÿâíîñò³ TRPM8 â êë³òèíàõ ë³í³¿
HEK-293,  ùî âêàçóº íà ñïåöèô³÷í³ñòü
âèêîðèñòàíèõ àíòè-TRPM8-àíòèò³ë.

ÎÁÃÎÂÎÐÅÍÍß

Íàø³ ðåçóëüòàòè âïåðøå äåìîíñòðóþòü
åêñïðåñ³þ TRPM8 íà ð³âí³ ìÐÍÊ ³ á³ëêà ó
ÃÌÊ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â ùóðà. ßê
ïîêàçóº ³ìóíîôëþîðåñöåíòíå çàáàðâëåííÿ,
á³ëîê TRPM8 ïåðåâàæíî ëîêàë³çóºòüñÿ ó
åíäîïëàçìàòè÷íîìó ðåòèêóëóì³,  à íå â
ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³ ,  ÿê öå ñïîñòå-
ð³ãàºòüñÿ ó ñåíñîðíèõ íåéðîíàõ. ßêùî ïðè
öüîìó â³í ìîæå ôóíêö³îíóâàòè ÿê êàò³îííèé,
êàëüö³é-ïðîâ³äíèé êàíàë åíäîïëàçìà-
òè÷íîãî ðåòèêóëóìà, òî éîãî àêòèâàö³ÿ ó
â³äïîâ³äü íà çíèæåííÿ òåìïåðàòóðè àáî
ñïðÿæåí³ ³ç ïîâåðõíåâèìè ðåöåïòîðàìè
ñèãíàëüí³ øëÿõè ìîæå ìîäóëþâàòè ñêîðîò-
ëèâó àêòèâí³ñòü ÃÌÊ.

Ðåçóëüòàòè ïîë³ìåðàçíî¿ ëàíöþãîâî¿
ðåàêö³¿ âêàçóþòü íà ïðÿìó çàëåæí³ñòü ð³âí³â
åêñïðåñ ³ ¿  àíäðîãåííîãî  ðåöåïòîðà  òà
TRPM8 ó ÃÌÊ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â.
Íåîáõ³äí³ñòü ôóíêö³îíàëüíîãî àíäðîãåí-
íîãî ðåöåïòîðà äëÿ çàáåçïå÷åííÿ åêñïðåñ³¿
òà ôóíêö³¿ TRPM8 áóëî ðàí³øå âñòàíîâëåíî
äëÿ åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ ðàêó ïðîñòàòè
[9, 11]. Á³ëüøå òîãî, áóëî ïîêàçàíî, ùî ó
íàòèâí³é ïðîñòàò³ ëþäèíè ãåí trpm8, íàé³ìî-
â³ðí³øå, ÿâëÿº ñîáîþ ïåðâèííèé àíäðîãåí-
êåðîâàíèé ãåí [11]. Ó íàøèõ äîñë³äæåííÿõ
íåñïîä³âàíèì âèÿâèëîñÿ òå, ùî åêñïðåñ³ÿ
ìÐÍÊ ÿê àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà, òàê ³
TRPM8 ó ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â çðîñòàëà
ïðè îðõ³åêòîì³¿, îñê³ëüêè äëÿ á³ëüøîñò³
òêàíèí ïåðåäáà÷àºòüñÿ çâîðîòíà çàëåæ-
í³ñòü, à ñàìå, ùî åêñïðåñ³ÿ àíäðîãåííîãî
ðåöåïòîðà áåçïîñåðåäíüî ðåãóëþºòüñÿ
âì³ñòîì ñàìèõ öèðêóëþþ÷èõ àíäðîãåí³â
[20]. Íå âèêëþ÷åíî, ùî öå º ñïåöèô³÷íîþ

äëÿ ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â êîìïåíñà-
òîðíîþ â³äïîâ³ääþ, ñïðÿìîâàíîþ íà óòðè-
ìàííÿ ôóíêö³îíàëüíîñò³ éîãî àíäðîãåí-
çàëåæíèõ  ìåõàí³çì³â  çà  óìîâ  ð ³ çêîãî
çìåíøåííÿ âì³ñòó öèðêóëþþ÷èõ àíäðî-
ãåí³â. Ó ë³òåðàòóð³ º ñâ³ä÷åííÿ ïðî òå, ùî
â äåÿêèõ âèïàäêàõ àíäðîãåíîâà äåïðèâàö³ÿ
ìîæå ïðèçâîäèòè äî çá³ëüøåííÿ åêñïðåñ³¿
àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà ³ â ³íøèõ òêàíèíàõ.
Çîêðåìà, 1,6-ðàçîâå ï³äâèùåííÿ åêñïðåñ³¿
ìÐÍÊ àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà íà 3-òþ òà
5-òó äîáó ï³ñëÿ îðõ³åêòîì³¿ áóëî â³äçíà÷åíî
ó âåíòðàëüí³é ïðîñòàò³ ùóð³â [21]. Ïðè
öüîìó íà  7 -ìó  äîáó  åêñïðå ñ ³ÿ  ìÐÍÊ
àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà â³äïîâ³äàëà íîðì³,
îäíàê ïîêè íåâ³äîìî, ùî â³äáóâàºòüñÿ ó
á³ëüø òðèâàëîìó ïåð³îä³ ï³ñëÿ îðõ³êòîì³¿.

Òîé ôàêò,  ùî á³ëîê TRPM8 ó ÃÌÊ
ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â ïåðåâàæíî ëîêàë³-
çóºòüñÿ â åíäîïëàçìàòè÷íîìó ðåòèêóëóì³,
âêàçóº íà òå, ùî â³í ìîæå áðàòè ó÷àñòü ÿê
ó âèâ³ëüíåíí³ Ñà2+ ç äåïî ó â³äïîâ³äü íà
õîëîäîâèé ñòèìóë, òàê ³ ó òåìïåðàòóðîçà-
ëåæí³é ìîäóëÿö³ ¿  ñòóïåíÿ íàïîâíåííÿ
êàëüö³ºâèõ äåïî, à ÷åðåç íèõ ó ðåãóëÿö³¿
ñêîðî÷åííÿ. Òàê, ó åï³òåë³àëüíèõ êë³òèíàõ
ðàêó ïðîñòàòè ëþäèíè àêòèâàö³ÿ TRPM8-
êàíàë³ ëîêàë³çîâàíèõ â åíäîïëàçìàòè÷íîìó
ðåòèêóëóì³ ìåíòîëîì ïðèçâîäèëà íå ò³ëüêè
äî ñïóñòîøåííÿ êàëüö³ºâèõ äåïî åíäîïëàç-
ìàòè÷íîãî ðåòèêóëóìà, à ³ äî àêòèâàö³¿
âõîäó êàëüö³þ ÷åðåç äåïîêåðîâàí³ êàëüö³ºâ³
êàíàëè [11, 17].

Â³äîìî, ùî åï³äèäèìàëüíà ³ ïðîñòàòíà
÷àñòèíè ñ³ì�ÿâèâ³äíèõ ïðîòîê³â õàðàêòå-
ðèçóþòüñÿ â³äì³ííèìè ìåõàí³çìàìè àãî-
í³ñò³íäóêîâàíî¿ àêòèâàö³¿ ñêîðî÷åííÿ [22].
Íàø³ ðåçóëüòàòè ïîêàçóþòü, ùî, íåçâà-
æàþ÷è íà ïðèáëèçíî îäíàêîâèé çàãàëüíèé
ð³âåíü åêñïðåñ³¿ ñïåöèô³÷íî¿ ìÐÍÊ TRPM8
ó îáîõ ä³ëÿíêàõ, ó ÃÌÊ ïðîñòàòí³ ä³ëÿíêè
ñïîñòåð³ãàºòüñÿ âèùà ëîêàë³çàö³ÿ TRPM8-
á³ëêà ñàìå ó åíäîïëàçìàòè÷íîìó ðåòèêó-
ëóì³ òà ïëàçìàòè÷í³é ìåìáðàí³,  òîáòî
ñòðóêòóðàõ, äå éîãî íàÿâí³ñòü ìîæå ìàòè
á³ëüøå ôóíêö³îíàëüíå çíà÷åííÿ. Òîìó íå
âèêëþ÷åíî,  ùî àêòèâàö³ÿ TRPM8 áóäå
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ìîäóëþâàòè ñêîðî÷åííÿ ÃÌÊ åï³äèäè-
ìàëüíî¿ òà ïðîñòàòíî¿ ÷àñòèí ñ³ì�ÿâèâ³äíî¿
ïðîòîêè, âèêëèêàíå äåïîëÿðèçàö³ºþ ìåìá-
ðàíè ÃÌÊ àáî áåçïîñåðåäíüîþ ä³ºþ íà
êàíàë.

Â öèõ äîñë³äæåííÿõ âèêîðèñòîâóâàâñÿ
êîíôîêàëüíèé ì³êðîñêîï Olympus FluoView�
FV1000, ùî áóâ áåçêîøòîâíî íàäàíèé
Öåíòðîì êîëåêòèâíîãî êîðèñòóâàííÿ «Ïðè-
ëàäè òà îáëàäíàííÿ êë³òèííî¿ á³îô³çèêè òà
ô³ç³îëîã³¿» ïðè ²íñòèòóò³ ô³ç³îëîã³¿ ³ì.
Î.Î. Áîãîìîëüöÿ, ÍÀÍÓ.

Âèñëîâëþºìî âäÿ÷í³ñòü ê.á.í. Òåòÿí³
Àíäð³¿âí³ Ï³âíåâ³é òà ê.ì.í. Îëåãó Ìèõàé-
ëîâè÷ó Öóï³êîâó çà äîïîìîãó ó íàëàãîäæåíí³
ìåòîä³â ³ìóíîôëþîðèñöåíö³¿ òà îòðèìàííÿ
êîíôîêàëüíèõ çîáðàæåíü, à òàêîæ ä.ì.í.
Â³êòîðó ªâãåíîâè÷ó Äîñåíêó çà äîïîìîãó â
íàëàãîäæåíí³ ìåòîäà ÏËÐ ó ðåàëüíîìó ÷àñ³.

À.È. Áîëäûðåâ, À.Â. Ñîòêèñ, Å.Ì. Êóëèåâà,
È.À. Âëàäèìèðîâà, È.Á. Ôèëèïïîâ,
Ð. Ñêðûìà, Í. Ïðåâàðñêàÿ, ß.Ì. Øóáà

ÝÊÑÏÐÅÑÑÈß ÕÎËÎÄÎÂÎÃÎ ÐÅÖÅÏÒÎÐÀ
TRPM8 Â ÃËÀÄÊÈÕ ÌÛØÖÀÕ
ÑÅÌßÂÛÂÎÄÍÛÕ ÏÐÎÒÎÊÎÂ ÊÐÛÑÛ

Âïåðâûå ïðè ïîìîùè ìåòîäîâ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé
ðåàêöèè ñ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèåé è èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ â êîìáèíàöèè ñ êîíôîêàëüíîé
ìèêðîñêîïèåé ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ýêñïðåññèÿ ìÐÍÊ è
áåëêà õîëîä-ìåíòîë÷óâñòâèòåëüíîãî êàòèîííîãî êàíàëà �
TRPM8 â ãëàäêîìûøå÷íûõ êëåòêàõ (ÃÌÊ) ýïèäèäè-
ìàëüíîãî è ïðîñòàòíîãî îòäåëîâ ñåìÿâûâîäÿùèõ ïðîòîêîâ
êðûñû. Ïîêàçàíî êîððåêöèþ ýêñïðåññèè ìÐÍÊ TRPM8-
êàíàëà è ìÐÍÊ àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà. Ïðè îðõèýêòîìèè
æèâîòíîãî íàáëþäàåòñÿ âîçðàñòàíèå ýêñïðåññèè ìÐÍÊ êàê
TRPM8, òàê è àíäðîãåííîãî ðåöåïòîðà, ÷òî ìîæåò
îòáðàæàòü ñïåöèôè÷åñêèå äëÿ ñåìÿâûâîäíûõ ïðîòîêîâ
êîìïåíñàòîðíûå ýôôåêòû, ñâÿçàííûå ñî ñíèæåíèåì
ñîäåðæàíèÿ öèðêóëèðóþùèõ àíäðîãåíîâ. TRPM8-áåëîê
ÃÌÊ îáîèõ îòäåëîâ ñåìÿâûâîäÿùèõ ïðîòîêîâ ïðåè-
ìóùåñòâåííî ëîêàëèçîâàí çà ïðåäåëàìè ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíû. Îäíàêî â ÃÌÊ ïðîñòàòíîãî îòäåëà íàáëþäàåòñÿ
áîëåå âûñîêàÿ ïëîòíîñòü ðàñïðåäåëåíèÿ TRPM8-áåëêà
èìåííî â ýíäîïëàçìàòè÷åñêîì ðåòèêóëóìå è ïëàçìàòè÷åñêîé
ìåìáðàíå, ãäå îí ìîæåò îáðàçîâûâàòü ôóíêöèîíàëüíûé
êàíàë, ñïîñîáíûé ìîäóëèðîâàòü ñîêðàòèòåëüíóþ àêòèâ-
íîñòü ãëàäêèõ ìûøö.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: ãëàäêèå ìûøöû, ñåìÿâûâîäÿùèå ïðîòîêè,
õîëîäîâîé ðåöåïòîð TRPM8, ïëàçìàòè÷åñêàÿ ìåìáðàíà,

ýíäîïëàçìàòè÷åñêèé ðåòèêóëóì, ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ
ðåàêöèÿ, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ.

O.I. Boldyryev, H.V. Sotkis, E. M. Kulieva,
I. A. Vadimirova, I.B. Phylippov, R Skryma,
N. Prevàrskaya, Ia.M. Shuba

EXPRESSION OF THE COLD RECEPTOR
TRPM8 IN THE SMOOTH MUSCLES
OF THE RAT

By means of real-time RT-PCR and immunofluorscent stain-
ing combined with confocal microscopy we show for the first
time the expression of mRNA and protein of the cold/menthol�
sensitive cationic channel, TRPM8, in the smooth muscle cells
(SMC) from the epididimal and prostatic portions of the rat
vas deferens. Expression of TRPM8 mRNA correlated with
the expression of mRNA for androgen receptor (ÀR): orchidec-
tomy of the animals resulted in the enhancement of the expres-
sion of both mRNAs, which likely reflects specific for the vas
deferens compensatory response to the decreasing levels of
circulating androgens. TRPM8 protein in the SMC from both
pàrts of the vas deferens primàrily localized outside the plasma
membrane (PM), however, in the SMC from prostatic portion
we observed higher TRPM8 protein tàrgeting specifically to
the endoplasmic reticulum and PM, where it can form func-
tional cold/menthol-sensitive cationic channel capable of modu-
lating contractile activity of the smooth muscle.
Key words: smooth muscle, vas deferens, cold receptor
TRPM8, plasma membrane, endoplasmic reticulum, RT-PCR,
confocal microscopy.
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