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IRODALMI ATTEKINTES

A vese szerepe a kivalasztasban és a filtracios barrier

A vese legfobb feladata a szervezet homeosztazisanak fenntartasa, melyet
kivalasztd milkodése révén az elektrolitok és a vizhaztartds 4llando szinten
tartasaval ¢ér el. A vizeletképzés a glomerulusokban kezdddik, ahol a
kapillarisokbol filtracié soran Starling-er0k hatasara folyadék szlirddik at a
Bowman-tok trterébe. Ennek a filtratumnak az Gsszetétele a tubulusrendszeren
athaladva jelentdsen modosul a szabalyozott reabszorpcio, vagy szekrécio altal,
igy jon létre a végleges vizelet, mely az ureteren keresztiil, tavozik a vesébdl.

A glomerulus kapillaris fal harom kiilonallo, de mégis szorosan egymasra
hat6 rétegbdl all. A legbelsd réteget a fenesztralt endothelium képezi, mig a
legkiilsd réteget a podocytak alkotjak. A glomerularis fal harmadik eleme az
endothelium és a podocytdk kozott taldlhatdé glomerularis bazdl membran
(GBM). A glomerularis kapillaris fal, vagyis ez a harom réteg képezi a filtracios
barriert, melyen keresztiil 1étrej6vo ultrafiltracio fligg a vérben keringé anyagok
méretétdl, toltésétdl, valamint a glomerulusban 1€v6 nettd filtracidos nyomastol.
Fizioldgias koriilmények kozott a nettd filtracids nyomas 15 Hgmm, mely a
kapillarisbol a Bowman-tok felé, azaz a filtraci6 iranyaba hat.

A filtraciés barrier elemei kiilonb6z6 mértékben ¢és mas-mas
adottsagaikkal jarulnak hozzd a szlréshez. A glomeruldris kapillarisok
kiilonboznek a szervezet mas teriiletein 1évo kapillarisoktol. Itt a kapillarisfalban
nincs korkords simaizom gytirli, valamint erdsen perforalt, mivel az endothel
sejtek rétege nem folyamatos, ezért a sejtek kozott 60-100 nm-es porusok,
fenesztrak alakultak ki. gy az endothelium a nagyméretii rések és a hianyzé
diaphragma miatt nem jelent szdmottevé gatat a vérben keringd anyagok
szdmara. Annal nagyobb jelent0séggel bir a toltés szerinti szlirés szempontjabol,
mivel az endothel sejtek kozti fenesztrakat a lumindlis oldal feldl bonyolult

szerkezetli glycocalyx fedi, mely er0sen negativ toltésti.



A GBM szerkezetileg nem amorf, az alkotd fibrillumok egy magasan
szervezett labirintusa, mely heterogén porusokat formal. Ezek a 4-10 nm
atmérdjli porusok teszik lehetévé, hogy a GBM fizikai szlir6ként funkciondljon,
¢s ne engedje a4 a 10 nm-nél nagyobb molekuldkat. Mivel szamos negativ
toltéssel rendelkezd alkotdja van, toltés barrierként is szerepelhet, viszont ez
nem tal hatékony szlirést biztosit. Ha toltés szempontjabol nem is olyan
meghatdroz6 a GBM, viszont szerkezetét és elhelyezkedését tekintve anndl
nagyobb jelentdsége van, hiszen fizikailag is Osszekoti az endotheliumot a
podocytak rétegével, igy stabilizdlja a glomeruléris filtracids barriert. Ha
molekularis szerkezete zavart szenved, sulyos proteinuridval jaré betegségek
alakulnak ki.

A podocytdk a glomerularis kapillaris fal legdisztalisabb rétegét képezik.
Szerkezeti integritasuk kulcs fontossdgu a glomerularis filtracidés barrier
kialakitdsaban és fenntartdsaban. A podocytdk mas szempontbol is 1ényeges
szerepet kapnak, ezért multifunkcionalis sejteknek mondhatok, hiszen ezek a
proangiogén faktorokat, melyek koziil a legfontosabb az érendothel ndvekedési
faktor-A (VEGFA). Valamint a podocytak az endothel sejtekkel egyiitt részt
vesznek a GBM kialakitasdban, mivel az alala2 (IV)-es kollagént az endothel
termeli, az a304a5 (IV)-es kollagént, pedig a podocytak.

A glomeruldris filtraciés apparatus mindhdrom rétegének épsége
sziikséges a fiziologias filtracio 1étrejottéhez, ha barmely réteg a harombol sériil

proteinuria jon 1étre.

A podocytak és a podocyta eredetii betegségek kialakulasa

A legtobb vesekarosodas elsd jele a proteinuria, mely korai
kovetkezménye a podocytakarosodasnak. A podocytak terminalisan differencialt
epithel sejtek, melyek egyedi és komplex sejtes szervezodéstiek. A differencialt

podocytak arborikus sejttesttel rendelkeznek, melyek kiilonb6z6 projekciokat



képeznek: a fOnyllvanyokat mikrotubulusok és intermedier filamentumok
merevitik, mig a finomabb labnyulvanyok aktinban gazdag kitiiremkedések,
melyek fokalis adhéziok révén kapcsolodnak a GBM-hoz. A szomszédos
podocytak labnyulvanyai egy specialis sejtkapcsold komplex, a résmembran (slit
diaphragma, SD) 4ltal fizikailag Osszekapcsolodnak, igy képezik az utolséd
kilépési gatat a primer filtraitummal szemben. A résmembran a tight junctionhoz
hasonlo szoros illeszkedést biztosit a két sejt kozott, viszont alkotd fehérjéi
koziil hidnyzik az e-kadherin, €s szerkezetileg pordzus. Az elmult két évtizedben
a komplexet alkotd majd minden fehérjérél, vagy azokkal egy jelatviteli
rendszerben 1évd szamos proteinrdl kideriilt, hogy mutacidjuk, illetve nem
megfeleld miikodésiik szerepet jatszik proteinuriaval jard vesebetegségek
kialakulasaban.

A tartésan fenndlld stresszorok hatdsdra a podocytdk patologias
atalakulason mennek keresztiil, amelynek kézponti mechanizmusa az un. ,,foot
process effacement” (FPE). A folyamat sordn a podocyta felszine simabb lesz, a
labnyulvanyok rovidiilnek, illetve fokozatosan egyszerlisodnek, visszahtizdédnak,
ezaltal ritkdbban fordulnak eld a filtracios rések. Ez a barrier funkciok sulyos
karosodasdhoz vezethet, ami végsd soron proteinuriaban nyilvanul meg. Szamos
kutatds szamol be a podocytak molekularis kdrosodasa, illetve a proteinuria és a
glomerulosclerosis kapcsolatarol. A fokalis szegmentdlis glomerulosclerosis
(FSGS) egy patoldgias allapot, amely a podocytopathia kdvetkeztében alakul ki,
proteinuriaval, nephrosis szindromaval jellemezhetd, és meglehetésen gyakran a
vesefunkcid elvesztéséhez vezet. A FSGS-nak harom formajat kiilonitjiik el: a
degenerativ valtozasok a klasszikus, az inflammatérikus események a félhold,
mig a dedifferencialodas a kollapszusos FSGS kialakulasdhoz vezet.

Az elmult 20 évben megnétt az idiopathias FSGS megbetegedések
eléfordulasa, melynek kialakulasdért mind genetikai okok, mind kornyezeti
hatasok egyarant felelések lehetnek. Genetikai vizsgalatok ramutattak arra, hogy

szamos esetben a podocytdk milkodésében fontos szerepet betoltd fehérjék
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mutacioja all a betegség hatterében. Az SD komplex ioncsatornajanak a
tranziens receptor potencial klasszikus (TRPC) csaladba tartozo6 TRPC6
fehérjének (TRPC6) a gain-of-function mutacidja egy meglehetdsen agressziv

autoszomalis dominans FSGS betegséget okoz.

TRP ioncsatornak a vesében és a TRPC6

A tranziens receptor potencial proteinek (TRP) csaladjaba 50 fehérje
tartozik, melyek kozil 28 emlésokben expresszalodik. Ezeket szekvencia
homologia alapjan 6 alcsaladba soroljuk: klasszikus (TRPC), vanilloid (TRPV),
melasztatin (TRPM), ankirin (TRPA), policisztin (TRPP) és mukolipin
(TRPML). A TRPC alcsalad tagjai mutatjdk a legnagyobb homoldgiat a
Drosophila TRP génnel, ezért kapték a klasszikus TRP elnevezést.

A TRP csatornak szerkezetére jellemzd, hogy négy, hat transzmembran
doménbdl allo alegység (TM1-6) alkot egy funkciondlis csatornat, ahol a TM5
¢s TM6 kozott 1évé hurkok formaljak a kation ateresztd porust. A
citoplazmatikus N- és C-terminalisok szamos regulatorikus domént
tartalmaznak, melyek szabalyozzak a csatorna nyitasat.

A legtdbb TRP csatorna Ca®*-ra permeabilis, ezért az intracellularis Ca®*
([Ca®ic) jelatvitel modulatorainak tekintheték. Szamos ingerlékeny és nem-
ingerlékeny szovetben megtalalhatoak, éppen ezért szerteagazd funkciokban
vesznek részt: egészen a szenzoros mitkddéstdl, a homeosztatikus funkciokig, a
motoros miikddéseken, izomkontrakcidn, vazo-motoros regulacion at. A vese jol
mutatja, hogy a TRP csatorndk milyen széleskorii funkcioval birnak, hiszen
szamos TRP csatorna expresszalodik végig a nephronban, melyek
elengedhetetlenek a vese fiziologias mikddéséhez. Egyre tobb bizonyiték
szolgél arra, hogy a csatornakat érint6 valtozasok szerepet jatszanak szerzett és
oroklott vesebetegségekben. Ismert, hogy a TRPC6 csatorna gain-of-function
mutacidja FSGS-hoz vezet. A TRPP2 malformacidja autoszomalis-dominans

policisztas vesebetegség kialakulasat eredményezi, a TRPM6 fehérje mutacioja



masodlagos hypokalaemiaval kisért hypomagnesaemiat okoz, valamint a
TRPV1 csatorna karosodasa rendlis hypertenzidban jatszik szerepet. A TRPVS,
TRPV6 és TRPM6 a disztalis tubulus epithel sejtjeiben elengedhetetlenek a Ca®*
és Mg®* reabszorpcidjahoz.

A TRPC6 a vesében a glomerulus mindharom sejtféleségében
expresszalodik: a podocytdkban, az endothel €s a mesangialis sejtekben is,
illetve a gytijtécsatorna teriiletén. A podocytdk membranjaban SD proteinekkel
interakcioban részt vesz a filtracidos barrier kialakitdsaban. Podocinnal,
nephrinnel, a-aktinin-4-gyel és mas SD fehérjékkel komplexet alkotva
esszencialis szerepet tolt be a podocyta funkcidk ellatdsaban. A TRPC6 csatorna
¢s a nephrin kapcsolata igen fontos, mivel a nephrin kétédve a foszforilalt
TRPC6-hoz megakaddlyozza a TRPC6 transzlokaciojat. A megemelkedett
TRPCG6 expresszio altalanos jelenség a proteinuriaval jard vesebetegségekben. A
TRPC6 funkcionalisan kapcsolodik az aktinhal6zathoz, mely atrendezdédik
csatorna overexpresszioja esetén. Mindez arra utal, hogy a TRPC6 szerepet
jatszik a patologids allapotok Iétrehozdsdban. Koros koriilmények kozott
aktivalodasa, —megemelkedett [Ca*]ic-t eredményez, mely az SD
abnormalitasdhoz ¢és/vagy a ldbnyulvanyok csokkenéséhez vezet. Szdmos
esetben a TRPC6 aktivacidja felerdsiti a koros folyamatokat.

A TRPCG6 ioncsatorna a TRP szupercsalad klasszikus csaladjanak tagja. A
TRPC csatornak nem szelektiv kation csatornaként funkcionalnak, Na*-okat és
Ca’*-okat engednek be a sejtbe. A TRPC6 csatornat kdzvetleniil aktivalja a
diacilglicerol (DAG) ¢és szdrmazékai, a protein kinaz C (PKC) rendszertdl
fliggetleniil, ezért a DAG ,Xklasszikus receptoranak” nevezhetd. Emellett
[Ca?*]ic-hoz kapcsolodd jelatviteli Gtvonalak is szabalyozhatjak miikodését. A
felszabadulé Ca®* a DAG-lal egyiitt PKC enzimeket aktival, melyek
szabalyozzak szamos a Ca2+-jelétvitelben szerepet jatszo protein, igy TRP

csatornak aktivitasat is.



A protein kinaz C (PKC) rendszer

A PKC izoenzimek olyan lipid-aktivalt szerin/treonin protein kinazok,
melyek szamos szignalizacids utvonal részeként nagyon sokféle sejtfolyamat
szabdlyozasdban vesznek részt. Miukodésiikre 4ltaldnosan jellemzd, hogy
receptoraktivaciot kovetden a foszfolipaz C (PLC) enzim hasitja a foszfatidil-
inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP;) DAG-ra és inozitol 1,4,5-trifoszfatra (IPs),
melyek tovabbi utvonalakat inditanak el. A DAG aktivalja a PKC izoenzimeket,
melyek kiilonboz6 fehérjéket foszforilalnak, mig az IP; hozzajarul az [Ca®']c
emelkedéséhez.

A PKC alcsalad 10 tagot szamlal, melyek aktivaci6s mintazatuk alapjan
harom csoportra kiiloniilnek. Az elsé csoport a klasszikus PKC izoenzimeket
(cPKC) foglalja magaba, ezek a PKCa, -B1, -B2 és -y, melyek aktivalédasukhoz
DAG-t, vagy analogjait, mint a forbol 12-mirisztat 13-acetatot (PMA) és Ca**-ot
is igényelnek. A masodik csoportba a novel PKC-k (nPKC) tartoznak, melyek
Ca®*-inszenzitiv izoenzimek, csak DAG-ra érzékenyek, ezek a PKC9, -¢, -n és -
6. A harmadik csoport pedig a DAG- és Ca®*-inszenzitiv atipusos PKC-k
(aPKC) csaladja, melynek két tagja van, a PKCM és -C.

2001-ben irtak le eldszor, hogy a PKC rendszer negativan szabdlyozza a
TRPC6 ioncsatornat. A TRPC6-ot kdzvetleniil nem aktivalja a PKC rendszer, de
a PMA hatésara indukalt PKC enzim altali foszforilacio, szabalyozza a csatorna
muikodését, mégpedig csokkenti az aktivaciojat. A TRPCG6-nak egy nem-

kanonikus foszforilacids pontja, mégpedig a 488-as szerin (Ser*®®

) aminosav az,
ami a PKCS izoenzim targetjeként szolgal, igy a Ser*® foszforilacidja révén
negativan szabalyozza a TRPC6 ioncsatorna miikodését.

A human podocytdkban expresszaloddé TRPC6 ioncsatorna PKC 4altali

szabalyozasarol az irodalomban mindezidaig kutatasi eredmény nem talalhato.



Melegszenzitiv TRPV csatornak a vesében

A vesében a melegérzékeld TRPV csatornak koziil a TRPV1 ¢és TRPV4
jatszik fontos szerepet. A TRPV1 csatorna kdzponti jelentdségli a filtracidban,
valamint a Na* és viz homeosztazisban. Kronikus vesebetegségekben, a vese
gyulladasos folyamataiban, valamint akut vesebetegségekben a TRPV1
aktivatorok jotékony, renoprotektiv hatastiak. A TRPV4 ioncsatorna a nephron
vizimpermeabilis szakaszain expresszalodik. A rendlis epithel sejtekben
ozmoszenzorként miikodik, de renalis endothel és simaizom sejtekben is
kifejezodik.

Arr6él azonban mindezidaig irodalmi adat nincs, hogy a glomerulus
podocytaiban mely TRPV csatornak expresszalodnak, illetve milyen

funkciondlis szerepet toltenek be a podocytak bioldgiai folyamataiban.



CELKITUZESEK

Vizsgalataink els¢ felében célul tiiztiik ki a huméan podocyta sejtvonalon
expresszalodd6 TRPC6  ioncsatorna PKC  rendszer A4ltali  esetleges
szabalyozasanak elemzését.

Kisérleteinket differencidltatott, kondicionalisan immortalizalt human
podocyta sejtvonalon végeztiik. Munkdnk soran az alabbi kérdésekre kerestiik a
valaszt:

1. Az altalunk differencialtatott huméan podocyta sejtvonal
expresszalja-e a TRPC6 ioncsatornat, illetve az funkciondlisan
aktivalhat6-e?

2. Mely PKC izoformak expresszalodnak differencialtatott human
podocytakon?

3. Mely PKC izoenzimek szabalyozhatjdk a TRPC6 csatorna

mukodését?

Kisérleteink masodik felében a melegszenzitiv TRPV1-V4 csatorndkat
vizsgaltuk differencialtatott human podocytakon.
Felvetddd kérdéseink:
1. A melegérzékeld TRPV1-V4 ioncsatorndk koziil melyek
expresszalddnak differencialtatott human podocyta sejtvonalon?
2. A human podocytak reagalnak-e héstimulaciora?
3. A TRPV1-V4 csatornak koziil melyek funkcionalisan aktivak

human podocytakon?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Alkalmazott kémiai anyagok

A kisérleteink soran felhasznalt anyagokbol a kezeléshez sziikséges
koncentraciohoz képest ezerszeres torzseket készitettiink az anyagok megfeleld
oldészerével. Kozvetleniill a kisérletek megkezdése eldtt a torzseket
tenyésztdoldatban ezerszeresére higitva értiik el a végkoncentraciot, igy

kezeléskor az olddszer mennyisége legfeljebb 0,1 % volt.

Sejttenyésztés

Az immortalizalt humén podocytdkat nephrectomidbol szarmazo
podocytakbol hoztak létre. Az izolalt sejteket hémérséklet-szenzitiv tsAS8 T-
antigénnel transzfektaltak, igy a sejtek 33°C-os kozegben képesek proliferdlni,
majd ,,nem-permissziv’ hdmérsékleten tartva 6ket (37°C) differencialodnak. A
differencialédas nyomon kovetkezd, hiszen a proliferald, macskakdszerli sejtek
megndvekedett sejttesttel, nyulvanyok fejlesztésével arborikus alakot vesznek
fel, illetve tovabbra is expresszaljak a podocytakra jellemz6 fehérjéket (WT-1,
nephrin, podocin), és megjelenik a synaptopodin citoszkeletalis fehérje, mely
igy differencialodasi markernek tekinthetd.

Kisérleteink sordn a podocytdkat 33°C-on, ,,permissziv’ kézegben, 5%
CO,-tartalmu parésitott atmoszféraban RPMI-1640 tapoldatban tenyésztettiik,
melyet 10% foetalis borji savoval, 50 U/ml penicillinnel, 50 pg/ml
streptomycinnel, 1,25 pg/ml fungizonnal, illetve inzulin-transzferrin-szelén
keverékével (1:100) egészitettiink ki. A termindlisan differencidlt tenyészet
létrehozasdhoz restriktiv kozeget alkalmaztunk, egy hétig 37°C-os termosztalt
(,,nem-permissziv’) kozegben inkubaltuk a sejteket, majd ezt kdvetéen a 7.
napon végeztiik el a méréseket.

A HEK293 sejteket 10% FBS-t, 50 U/ml penicillint, 50 pg/ml
streptomycint, 1,25 pg/ml fungizont és 2 mM L-glutamint tartalmaz6 DMEM
médiumban tenyésztettik 37°C-on, 5% CO,-tartalmu parésitott kozegben. A
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HEK293T sejtek tapoldatat L-glutamin helyett nem-eszencidlis aminosavak
elegyével egészitettilk ki. Mindkét sejttipus esetében a tenyésztés 37°C-0S

termosztatban, 5% CO,-tartalmi parésitott kozegben tortént.

RNS izolalas, reverz transzKkripcio, hagyomanyos reverz transzKkripcios
polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol reagenssel izolaltuk, melynek 1 pg-
jabol DNaz kezelést kovetéen, ,High Capacity cDNA Kit” ¢és RNasin
ribonukleaz inhibitor alkalmazasadval GeneAmp® PCR System 2400 DNA
Thermal Cycler késziilékkel reverz transzkripciét (RT) végeztiink. A cDNS
mintabdl polimeraz lancreakcioval (PCR) mutattuk ki a keresett transzkripteket.
A PCR termékek elvalasztdsa EZ-Vision DNS festékkel 1,5 %-os agardz gélen
tortént.

Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio (Q-PCR)

A podocyta mintak teljes RNS tartalmat TRIzol reagens segitségével
izolaltuk, majd annak 1 pg-jabol reverz transzkripciot kdvetéen, 5° nukledz
modszerrel, specifikus primerek és probak alkalmazéasaval Q-PCR-t végeztiink a
TagMan Universal PCR Master Mix protokoll szerint. A génexpressziok relativ
értékét minden esetben ACT moddszerrel, a megfeleld belsé kontroll gén

expresszios szintjére normalizalva hataroztuk meg.

Immuncitokémia

A podocytdkat 6 lyuku tenyésztéedényben steril feddlemezre
szélesztettiik, és egy hétig differencialtattuk. A 7. napon a lemezeket fixaltuk,
permeabilizaltuk, majd blokkolast kovetoen egy €jszakan at jeloltiik elsodleges
antitestekkel. Majd fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt masodlagos
antitestek segitségével a fluoreszcens mikroszkop szamara lathatova tettiik a
fehérjéket. A sejtmagokat propidium-jodid, illetve DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) festékek alkalmazasaval jeloltikk, majd konfokalis mikroszkoppal

képeket készitettlink.
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Western blot

A sejteket Petri-csészékbe szélesztettilk, majd mintagyijtéskor proteaz
inhibitor koktélt tartalmazé detergens mixben vettiik fel, és szonikatorral
ultrahangos feltarast végeztiink. Ezutan desztillalt viz és natrium-dodecil-szulfat
majd  poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) elvalasztottuk a
fehérjéket, melyeket ezt kdvetden nitrocelluldz membranra transzferaltunk. A
szabad kotéhelyek blokkolasara tejporos PBS-ben mostuk a membranokat, majd
azokat egy ¢éjszakan at inkubaltuk az elsédleges antitestek megfeleld
higitasaival. Masnap, mosast kovetden torma-peroxidazzal konjugalt
masodlagos antitesttel jeloltik a membranokat, majd az immunjeleket
kemilumineszcens SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate-
Enhanced Chemiluminescence Kittel tettiikk lathatova, és gél dokumentald
rendszerrel rogzitettiik. A jelek intenzitdsat az optikai denzitas meghatarozasaval

szamszerusitettik.

Fluorimetrias [Ca’'],c mérése egysejtes elrendezésben

A differencialtatott podocytak [Ca’*]ic-janak mérését egyedi sejteken a
Photon Technology International (PTI) Delta Scan™ rendszer segitségével
hataroztuk meg. A proliferald6 podocytdkat fedélemezre szélesztettiik, majd
differencialtatdst kovetden fluoreszcens Fura-2 festék acetoximetilészter
konjugalt formajaval (Fura-2 AM) inkubaltuk. A tapoldatot az extracellularis
észterazok gatlasara neosztigminnel egészitettiik ki. A festékkel toltott sejteket
tartalmaz6 targylemezt egy specidlis mérékadban invertdldo fluoreszcens
mikroszkop targyasztalara helyeztiik, és kiils§ perfuzids rendszer segitségével
adagoltuk a méréanyagokat 0,35 ml/perces sebességgel a kivalasztott sejtre. A
gerjesztd hullaimhosszt kettés hullamhosszii monokromatorral (Delta Scan'™
rendszer) a Fura-2 két allapotanak megfelelden 340 nm (szabad molekula) és

380 nm (Ca**-t koté molekula) kozott valtogattuk, majd az emissziot 510 nm-es
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hullamhosszon fotoelektron-sokszorozoval detektaltuk. A jeleket 10 Hz-es
mintavételi gyakorisaggal rogzitettik. Az [Ca2+]|c-t a 340 (Fz40) és 380 (F3go)
nm-es hullamhosszokon mért fluoreszcencia intenzitdsok hanyadosabol

szamitottuk ki (R=F340/ F380).

Fluorimetrias [Ca®*],c mérése tobbsejtes elrendezésben

A podocytakat 96 lyuku lemezre szélesztettiik, majd differencidltattuk. A
mérés napjan 1 pM Fluo-4 AM festéket tartalmaz6 Hank oldattal inkubaltuk a
sejteket, ekdzben elkészitettiik a kezelbanyagok megfeleld higitasait. A mérés
soran 494 nm excitacios €s 516 nm emisszios hullaimhosszok mellett detektaltuk
a fluoreszcens jeleket, majd Fi/Fy Osszefliggésben abrazoltuk, ahol Fy az
agonista adagoléasa eldtti alapvonal atlagos fluoreszcencia intenzitasa, illetve Fq
a kezelést kovetd aktualis fluoreszcencia intenzitds. Abban az esetben, ha
gatloszert alkalmaztunk, a mérést megel6z6 30 percben adagoltuk a sejtekhez az

crer

agonistak hozzdadasaval.

Patch-clamp mérés

A podocytakat Petri-csészében differencidltattuk, majd teljes sejtes
elrendezésben vizsgaltuk a kezeldanyag elektrofiziologiai hatasait. A kisérlet
alatt 0 mV tartopotencial mellett mértilkk a transzmembran aramokat, 2
masodpercenként 400 ms-0s ciklushosszal -120 és +100 mV kozott valtoztatva a

membranpotencialt.

Hostimulacio

A differencialtatott podocytakat 1 uM Fluo-4 AM festékkel toltottiik,
majd invertald fluoreszcens mikroszkop segitségével, 9 masodpercenként képet
készitettiink autofokusz modban. A mérés soran 50°C-ra eldmelegitett puffert
pipettaztunk a sejtek kozvetlen kornyezetébe, mely a sejtekhez érve 40-45°C

koriili lehetett. Kontroll esetben szobahémérsékletii puffer oldatot alkalmaztunk.
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RNS interferencia (RNSi)

A podocytékat Petri-csészékbe ¢és a fluoreszcens kalciumszint mérésekhez
96 lyukt lemezekre szélesztettiik, majd egy hétig differencialtattuk.
Szérummentes Optimem oldat felhaszndlasdval 40 nM human TRPV3
specifikus, duplaszalu kis interferdld0 RNS (siRNS) oligonukleotidokkal
transzfektaltuk a sejteket Lipofectamine™ RNAIMAX transzfekciés reagens
segitségével. A transzfekcid negativ kontrolljaként Stealth RNAI Negative
Control duplaszala siRNS-t alkalmaztunk, ami semmilyen ismert mRNS
szekvenciajaval nem mutat homologiat. A kontroll csoportot pedig csak
Optimem mediummal, transzfekciés reagenssel, illetve a megfeleld
oldoszerekkel kezeltiik. 48 6raval a transzfekciot kovetéen a sejtekbdl RNS
mintat készitettiink, ¢és Q-PCR technikaval ellendriztik a transzfekcio

hatékonysagat, illetve fluoreszcens kalciumszint méréseket végeztiink.

Stabil plazmid DNS transzfekcio

A HEK293 sejteket 35 mm atmérdjii Petri-csészében tenyésztettiik, majd
70-80%-o0s konfluencia elérésekor Optimem médium és TRPC6-ot tartalmazo
vektor hozzaadasaval, Lipofectamin™ 2000 reagenssel transzfekciot végeztiink
a gyartd ajanlasa szerint. 3 és fél ora elteltével a médiumot lecseréltiik szelektald
tapoldatra, mely 750 ug/ml geneticint tartalmazott.

A szelektalt sejteket 500 pg/ml geneticint tartalmazo tapoldatban
tenyésztettilk tovabb, majd RNS ¢és fehérjemintat készitettlink hagyomdanyos

PCR és Western blot kisérletekhez.

Tranziens plazmid DNS transzfekcio

A TRPV csatornékat tranziensen overexpresszalo HEK293T sejtvonalakat
hoztunk 1étre. A huméan TRPV1-et pPCAGGSM2-IRES-GFP-R1R2 vektor, mig a
TRPV2, TRPV3 ¢és TRPV4 izoformakat pCINeolRES-GFP vektorok
segitségével juttatuk be a sejtekbe.
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A HEK293T sejteket Petri-csészékben szaporitottuk, majd 50-60%-0s
konfluencidnal TransIT-293 transzfekcidos reagenssel és a megfeleld plazmid
DNS-sel transzfektaltuk. A transzfekcio utan 48 doraval a sejtekbol fehérjemintat
készitettiink a Western blot kisérletekhez.

Statisztikai analizis

Mérési adataink feldolgozasat OriginPro 8.6 szoftverrel végeztik. A
dozis-hatas 0Osszefliggések vizsgalata sordn logisztikus dozis-hatas gorbéket
illesztettiink az alabbi egyenlet felhasznalasaval:

y = A2 + (A1-A2)/(1 + (X/x0)*p), ahol Al: kiindulasi, minimalis érték
(Ymin), A2: végs6, maximalis érték (ymax), X0: kozépérték (EC50) és p a szamitott
kitevo.

A statisztikai analizist részben OriginPro 8.6 és IBM SPSS Statistics 23.0
szoftver segitségével végeztiik. Két csoport dsszehasonlitasa esetén Student-féle
t-probat alkalmaztunk, tobb csoport atlagainak kiilonbségét pedig egyutas
variancia analizissel (ANOVA) és Bonferroni, vagy Dunnett post-hoc tesztekkel

vizsgaltuk, p<0,05 szignifikancia szintek mellett.
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EREDMENYEK

rrrrrr

differencialtatott tenyészetben

Kisérleteinket differencialtatott human podocytakon végeztiik. A sejteket
hét napig ,nem-permissziv’ kozegben, azaz 37°C-on tenyésztettik a
differencialt allapot eléréséhez. Az érési folyamat sordn a podocytdk magas
szinten expresszaljak a podocyta-specifikus podocin és az aktinhoz kotédo
synaptopodin fehérjéket. Az altalunk differencialtatott sejteken Western-blot
technikaval és immuncitokémiaval is igazoltuk a két keresett marker fehérje

jelenlétét, tehat elmondhato, hogy a differencialtatas sikeres volt.

A TRPC6 funkcionalisan aktiv formaban expresszalodik differencialtatott
human podocytakon

Hagyomanyos ~ RT-PCR-val,  valamint = Western  blottal  ¢&s
immuncitokémidval végzett kisérleteink azt mutatjdk, hogy a nem-
differencidltatott és a differencidltatott human podocytdk mRNS ¢és fehérje
szinten is expresszaljadk a TRPC6 csatornat.

A kisérleteinkben alkalmazott TRPC6 antitest specificitdsanak
megallapitdsahoz 1étrehoztunk egy TRPC6-ot overexpresszalo HEK293
sejttenyészetet (HEK293-TRPC6), majd ismét hagyomanyos PCR és Western-
blot kisérletet végeztiink. A HEK293-TRPC6 sejtek markdnsan expresszaltak
mind a TRPC6-ot kédold transzkriptet, mind a TRPC6 fehérjét. Igy igazoltuk,
hogy az altalunk alkalmazott TRPC6 antitest TRPC6-ra specifikus.

Kovetkezd 1€épésben a human podocytakon kifejez6dé6 TRPC6 csatorna
funkcionalitdsat vizsgaltuk, Fluo-4 festék alkalmazasaval fluoreszcens Ca®'-
méréseket végezve. Kisérleteinkben 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerolt (OAG)
alkalmaztunk TRPC6 aktivatorként, mely dozisfiiggd [Ca®']ic-emelkedéseket
valtott ki differenciatatott sejteken. Megismételve méréseinket alacsony Ca®'-

tartalmi  kdzegben, az OAG-altal kivaltott Ca®*-szint-emelkedés teljes
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mértékben elmaradt, tehat az altalunk mért [Ca2+] c-emelkedést a kiilso térbol

’ ’ 2+ y
bearamlo Ca“" hozza létre.

Szamos PKC izoforma megtalalhato differencialtatott human podocytiakon
Kovetkezd 1épésben meghataroztuk a PKC izoformdk mintdzatit az
altalunk differencidltatott human podocytakbdl szarmazo mintdkon. Elsdként Q-
PCR technikét alkalmaztunk az izoenzimek mRNS szintli kimutatdsahoz. A
klasszikus csaladba tartozé PKCa és -y; a novel PKC9, -¢, -n és -0; valamint az
atipusos PKC( expresszalodik human podocytdkon. Kisérleteinkben a PKCf
gorbéje nem érte el a detekcios kiiszobot, valamint a PKCA vizsgalatara nem
volt lehetdségiink. Western blot technikaval végzett kisérleteink megerdsitették
a Q-PCR-val kapott eredményeket, miszerint ezek az izoenzimek kifejezédnek
human podocytakon, valamint a PKCB; és -B, izoformak is Kimutathatéak

fehérjszinten.

A PKC rendszer endogén aktivitaisa tonusos gatlast fejt ki a TRPC6
csatornara

Ezt kovetden arra kerestiik a valaszt, hogy a kimutatott PKC izoenzimek
endogén aktivitasa hatdst gyakorol-e a TRPC6 csatorna mukdodésére.
Csoportgatloszerek alkalmazasaval csokkentettiik a PKC izoenzimek aktivitasat,
majd vizsgaltuk az OAG altal kivaltott Ca®**-szint-emelkedések véltozasat.
Kisérleteinkben harom gatloszert hasznaltunk, a GF109203X-szet, mely a
klasszikus és a novel csoportra egyarant hatassal van; a G66976-ot, a klasszikus
csalad inhibitorat, illetve a PKCo antagonistajat, a rottlerint. Méréseinkben
mindharom antagonista jelentdsen novelte az OAG-altal kivaltott TRPC6-
medialt Ca®*-valaszt. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a klasszikus és
novel PKC izoenzimek fiziologias koriilmények kozott tonusos gatlast fejtenek
ki a TRPC6 ioncsatornara.

Megvizsgaltuk ennek ellenkez6jét is. Méréseinkben exogén modon, az

altalanos PKC aktivator PMA-val, fokoztuk a PKC rendszer aktivaciogjat,
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melynek kovetkeztében nagymértékben csokkent az OAG altal kivaltott TRPC6-
medialt [Ca*],c-emelkedés. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a klasszikus és
novel PKC izoformdk exogén stimulaldsa jelentdésen gatolja a TRPC6 csatorna
miikodéseét.

Altalanosan elfogadott, hogy a PKC izoformak aktivaciojat a fehérjék
down-regulacidja jelzi. Annak feltérképezésére, hogy a PMA kezelés (30 perc,
60 perc, 24 oOra) hatdsara, mely PKC izoformak aktivalodasa révén jon létre a
TRPC6 csatorna gatlasa, vizsgaltuk a kiilonb6z6 PKC izoformdk fehérjeszintli
expresszidjat Western blot technikdval. A PMA nagymértékben csokkentette a
PKCa, -B1, valamint a PKCn expresszidjat id6fiiggd modon. Erdekes modon a
PKCpB, expresszidos szintje 30 perc elteltével csokkent, viszont hosszabb
id6tartaml kezelés hatdsara ez a csokkenés elmaradt. Tehat a TRPC6 csatorndra

valoszintileg a PKCa, -B1, -B- illetve a -n aktivacidja lehet negativ hatassal.

A PKC rendszer aktivacioja csokkenti a TRPC6 ioncsatorna expressziojat
differencialtatott podocytakon

Glomerularis mesangialis sejteken végzett kutatasok azt mutatjak, hogy a
PMA kezelés csokkenti a TRPC6 csatorna expresszidjat. Ezért Western blot
technikaval megvizsgaltuk, hogy a PKC stimulaci6 PMA-val befolyéasolja-e a
differencialtatott podocytakon kifejez6d6 TRPC6 szintjét. Kisérleteinkben a
PKC rendszer aktivalasa jelentés ¢és i1dofiiggé TRPC6 down-regulaciot

eredményezett.

A differencialtatott podocytak expresszaljak a melegszenzitiv TRPV1,
TRPV2, TRPV3 és TRPV4 csatornakat

Irodalmi adat kevés szol arrol, hogy a glomerulusban 1évé podocytakon
milyen egyéb TRP ioncsatornak expresszalddnak, azok a TRPC6-hoz hasonléan
funkcionalisak-e, illetve részt vesznek-e a podocytdk ¢letfolyamataiban. Az
ismert, hogy a vese tubulusokban a TRPV csalad héérzékeny tagjai is

kifejez6dnek, azonban a Bowman-tok podocytain eddig még nem vizsgaltak
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jelenlétiiket. Ezért kisérleteinket tovabb folytatva megvizsgaltuk a
melegszenzitiv TRPV1-4 csatornak kifejez6dését az altalunk differencialtatott
podocytdkon. Elséként Q-PCR technikdval kimutatattuk, hogy mRNS szinten
mind a négy ioncsatorna megtalalhatd, mégpedig a TRPV1 ¢és TRPV4
magasabb, mig a TRPV2 és TRPV3 alacsonyabb szinteken expresszalodnak.
Immuncitokémiai és Western blot kisérleteink megerdsitették a csatornak
jelenlétét. A TRPV2-4 intenziv jelolddést mutattak, mig a TRPV1 esetében
lényegesen halvanyabb festddést tapasztaltunk. Az altalunk alkalmazott
antitestek specificitdsat az egyes TRPV csatorndkat tranziensen overexpresszalod

HEK293T sejteken ellendriztiik.

A podocytak reagalnak a homérséklet emelkedésére

A TRPV1-4 fehérjék kozos sajatossdga, hogy a meleg hOmérséklet
kiilonboz6 tartomanyaiban aktivak, illetve Ca**-ra nézve nagy a permeabilitasuk.
Ezeket a tulajdonsagokat kihasznalva vizsgaltuk a csatornak aktivitasat human
podocytakon. Fluoreszcens Ca”*-érzékeny Fluo-4 festékkel toltttiik a sejteket,
majd kb. 45-50°C-ra melegitett pufferrel hdstimulacidt végeztiink. A sejtek
reagaltak a homérsékleti ingerre, mivel nétt a Fluo-4 festék fluoreszcencia
intenzitdsa. Ezek a kisérleteink megmutattak, hogy a differencialtatott podocytak
érzékenyek a meleg hOmérsékletre, ami a hdérzékeny TRPV csatornak

funkcionalitasara utalhat.

A TRPV1 ioncsatorna funkcionalisan nem aktiv differencialtatott
podocytiakon

A TRPVI funkcionalitasdnak elemzésére a TRPV1 potens és specifikus
aktivatorat a kapszaicint alkalmaztuk. Kapszaicin kezelés hatasara még nagyon
magas 1 mM-os koncentracidban sem tapasztaltunk [Ca?*],c-emelkedést, melyet
a specifikus TRPVI1 antagonistdk (kapszazepin, AMG 9810) egyike sem
befolyasolt. Ezért megismételtiik a kisérletet reziniferatoxinnal, mely a TRPV1

ultrapotens aktivatora, de sem alacsonyabb, sem magasabb koncentracioban nem
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eredményezett Ca”*-valaszt. Megallapithatjuk, hogy a TRPV1 csatorna a magas
mRNS szintli expresszidja ellenére, nem alkot funkciondlis csatornat a

differencialtatott human podocytakon.

A TRPV2 és a TRPV4 fehérjék aktiv formaban expresszalodnak
differencialtatott podocytakon

A TRPV2 csatorna aktivatoraként a fitokannabinoid kannabidiolt (CBD-t)
alkalmaztuk, mely 10 uM koncentracioban mérsékelt Ca®*-valaszt
eredményezett. Ez a Ca**-jel alacsony Ca’*-ot tartalmazé kozegben elmaradt. A
TRPV?2 antagonista tranilaszttal elékezelve a sejteket, a CBD alacsonyabb Ca**-
emelkedést eredményezett, mely arra utal, hogy a TRPV2 valoban funkcional a
differencidltatott podocytakon.

Tobb kutatocsoport beszamolt arrdl, hogy a CBD gyenge TRPV4 agonista
IS, ezért megismételtiik a kisérletet a potens és specifikus TRPV4 antagonista
HC067047 jelenlétében. A HC064047 a tranilaszthoz hasonldéan csokkentette a
CBD altal létrehozott Ca®*-szint-emelkedést, ami arra utal, hogy a vélasz
kialakitasaban nemcsak a TRPV2, hanem a TRPV4 csatorna is részt vesz.

Az ultrapotens TRPV4-szelektiv GSK1016790A-val tovabb vizsgaltuk a
TRPV4 csatorna aktivacigjat. A GSK1016790A dozisfiiggd mdédon novelte a
Ca”*-tranziensek cstcsértékeit, és mar nM-os koncentracié tartomanyban
jelentés Ca**-valaszt eredményezett. Elemezve a kapott gorbéket, nemcsak a
tranziensek maximuma, hanem a meredeksége is nétt az agonista
koncentracidjanak  fiiggvényében. Megismételve kisérleteinket 1 pM
HC067047-tel torténd elokezelést kovetden, a GSK1016790A hatasa
nagymértékben csokkent. Ez aldtdmasztja eddigi feltevésiinket, miszerint a
GSK1016790A valéban a TRPV4 csatorna nyitdsa révén fejti ki hatasat.
Alacsony Ca’*-tartalmu kozegben, kisebb mértéki, de hasonléan dozisfiiggd
Ca”*-valaszt tapasztaltunk GSKI10167902A kezelés hatdsara. Tehat a
GSK1016790A nemcsak a sejtfelszini membranban elhelyezked6 TRPV4

21



csatornakat aktivalja, hanem az intracellularis Ca**-raktarak felszinén lévéket is.
Az a tény azonban, hogy csokkentett Ca**-tartalmu kozegben a GSK10167902A
dézis-hatas gorbéje jobbra tolodott, azt jelzi, hogy a TRPV4 csatorndk tobbsége
a plazma membranban helyezkedik el. Ezt tovabb bizonyitja a GSK1016790A -
val teljes sejtes konfiguracioban végzett patch-clamp mérésiink, ahol az agonista
a TRPV4 ioncsatorndra jellemzd 4aram-fesziiltség karakterisztikaval bird
transzmembran aramot indukalt, amit a HC067047 ugyancsak gatolt.

A 40-PDD szintén potens TRPV4 agonista, mely a GSK1016790A-hoz
hasonlo, de kisebb mértékii [Ca’*]ic-emelkedést valtott ki human podocytakon,
mely HC067047 elékezelés hatasara csokkent. Ezen eredményeink még inkabb
alatdmasztjdk, hogy a TRPV4 funkciondlisan aktiv differencialtatott
podocytakon.

A TRPV3 agonistak részben TRPV3-t6l fiiggetleniil emelik a podocytak
[Ca*ic-jt

Kereskedelmi forgalomban specifikus TRPV3 agonista és antagonista
jelenleg nem érhetd el. Az irodalomban nem szelektiv, de potens TRPV3
agonistaként szamos novényi eredetii anyagot irtak le, Gigymint az eugenolt, a
timolt és a karvakrolt. Kisérleteinkben mindharom anyag markans [Ca®']c-
emelkedést valtott ki, mely hatds dozisfiiggdnek bizonyult, viszont a dozis-hatas
gorbe nem szigmoid lefutasu.Valoszintileg a TRPV3 aktivacion kiviill mas
mechanizmusok is hozzajarulhatnak az [Ca2+] ic novekedéséhez.

A szintetikus TRPV3 aktivator 2-aminoetoxidifenil borat (2-APB)
ugyancsak dozisfiiggd modon ndvelte a sejtek [Ca’*]ic-jat, illetve dozis-hatés
Osszefliggése szigmoid alaku gorbével jellemezhetd.

Mivel TRPV3 specifikus inhibitor sem 4all rendelkezésiinkre, ezért
kisérleteink kovetkezd részében az altalanos TRP gatld ruténium vorossel,
illetve az endogén TRPV3 antagonista izopentenil-pirofoszfattal (IPP)

vegeztiink elokezeléseket. A ruténium vords az eugenol kivételevel csokkentette
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a tobbi aktivator altal kivaltott Ca**-valasz nagysagat, mig az IPP csak a 2-APB
kezelésre volt hatassal.

RNS interferencia segitségével tovabb vizsgaltuk a TRPV3 szerepét. A
TRPV3 gén csendesitése sikeres volt, mivel a Q-PCR eredmények szerint
jelentésen csokkent a TRPV3 mRNS expresszios szintje. Karvakrollal, timollal
¢s 2-APB-tal megismételtiik korabbi méréseinket, melyek soran az aktivatorok
ugyanakkora Ca**-valaszt valtottak ki a géncsendesitett sejteken, mint kontroll
esetben. Eredményeink arra utalnak, hogy a nem-specifikus TRPV3 aktivatorok
novelik a differencialtatott podocytak [Ca®‘]ic-jat, de ebben a TRPV3-nak
csekély szerepe van, tehat valdszinilileg az aktivatorok egyéb mechanizmusok

révén fejtik ki hatasaikat.
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MEGBESZELES

A fokalis szegmentdlis glomerulosclerosis (FSGS) egy patologias
jelenség, mely egyik gyakori oka a nephrosis szindromanak, mind gyermek,
mind felndtt korban. A FSGS esetek nagy szdzalékban vezetnek végstadiumu
vesebetegséghez. A betegség kialakuldsanak korai szakaszaban fokalis, azaz
gocos, illetve szegmentalis, a glomerulus egy részét érintd sclerosisrol van szo.
Azonban a folyamat el6rehaladtaval, egyre tobb glomerulus lesz érintett.
Elektronmikroszkopos vizsgalatok vilagitottak ra, hogy a FSGS alapvetden a
podocytdk betegsége. A podocytdk ldbnyulvanyai sériilnek, mely folyamatot
»foot process effacement”-nek neveziink. A labnyulvanyok atalakuldsa az aktin
halozat atrendezédésének eredménye, megvaltozik a podocytdk alakja,
visszahtizddnak a ldbnyulvanyok, igy megszlinik a kapcsolat a szomszédos
podocytak kozott.

Az, hogy mi okozza a primer FSGS megbetegedéseket, még mindig
tisztazatlan. Az utdbbi évtizedek genetikai vizsgalatai ravilagitanak arra, hogy a
podocytdk szdmos fehérjéje szerepet jatszik a FSGS kialakuldsaban. A
résmembrant alkotd fehérjék, igymint a nephrin, a podocin, vagy a TRPC6
ioncsatorna, vagy mas szerkezeti fehérjék, példaul az a-aktinin-4, mutacioja
FSGS megbetegedéshez vezet.

A TRPC6 fehérje mutacidja a FSGS egy kiilondsen agressziv formajanak
kialakulasaért felelos. Mind a csatorna alulmukodése, mind a fokozott aktivitasa,
FSGS megbetegedést eredményez. Mivel akar a genetikus, akdr a szerzett FSGS
megbetegedések hatterében allhat a TRPC6 ioncsatorna megvaltozott mikodése,
ezért jelen munkank elsd részében azt vizsgaltuk, hogy a PKC izoenzimekhez
kapcsolodd jelatviteli Gtvonalak, amelyek fontos szerepet jatszanak példaul
egyes gyulladdsos folyamatok kialakulasadban, hogyan befolyasolhatjdk a
TRPC6 miikodését. Ezt kovetden az eddig még podocytakon nem vizsgalt
melegérzékeld TRPV1-4 csatorndk kifejezodéset és funkcionalitasat vizsgaltuk
human podocytakon.
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A PKC rendszer tonusos gatlast fejt ki a TRPC6 ioncsatorna miikodésére

Ismereteink szerint az irodalomban els6ként Kimutattuk, hogy a
izoenzimek fontos szerepet jatszanak. Eredményeink szerint a PKC izoenzimek
folyamatos tonusos gatlast fejtenek ki a TRPC6 ioncsatornara. A human
podocytdkban jelenlévé endogén PKC aktivitds gatldsa csoportgatloszerek
alkalmazdsaval, a TRPC6 ioncsatorna fokozott miikddését eredményezte.
Kisérleteinkben a cPKC csoportot gatlo GO6976-ot, a nPKC csalad esetében a
GF109203X-et alkalmaztuk, illetve megvizsgaltuk a PKCd izoenzimet gatld
rottlerint is. Méréseink eredményei alapjan elmondhatd, hogy az OAG altal
kivaltott Ca**-szint-emelkedés mindharom gatloszer alkalmazasat kovetSen
sokkal nagyobb mértékii volt, mint kontroll esetben, ahol nem tortént elékezelés.
Munkénk soran arra is kisérletet tettlink, hogy megallapitsuk melyik PKC
izoforma vehet részt ebben a folyamatban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
PKCa, -B1, - B2 és -n fehérje szintje csokken a PMA kezelés hatdsara, tehat
feltehetden ezek az izoformak szabalyozhatjak a TRPC6-ot.

A TRPC6 ¢és a PKC rendszer szamos fizioldgids ¢€s patologias
folyamatban vesz részt a vese miitkddésében és azon beliil a podocytdkban. Azt,
hogy a PKC rendszer negativan szabdlyozza a TRPC6 miikodését, mar kordbban
leirtdk mesangidl sejteken. Kimutattdk, hogy a PMA csokkenti a TRPC6
csatorna expressziojat tenyésztett mesangialis sejteken. A mi kutatdsaink most
bebizonyitottak ennek a szabalyzdé mechanizmusnak a jelenlétét human
podocytakon is. Vizsgalataink szerint a PKC rendszer folyamatosan jelenlévo
gatld hatast fejt ki a podocytadkon kifejez6dé TRPC6 mitkdodésére. Kutatdsaink
legfébb lizenete, hogy ez a gatld hatas nem csak molekularis expresszids szinten
jelenik meg, hanem funkciondlisan is. Valamint azt is megallapitottuk, hogy
mely izoformak altal valosulhat meg a negativ szabalyozas.

Kutatasi eredményeinket megerdsitendd, nagyon hasonldé eredményeket

irtak le mas rendszerekben. A hatsé gerincveloben taldlhaté noradrenerg
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neuronok magas szinten expresszaljak a TRPC6-ot, melyek ugyancsak a PKC
rendszer negativ szabalyozasa alatt allnak. Ezt a jelenséget simaizomsejtekben is
megfigyelték, mivel a TRPC6-ot expresszald sejtek GF109203X hatasara
emelkedett, mig PMA kezelés hatasara csokkent Ca®*-vélaszt produkaltak
TRPC6 agonista alkalmazasat kovetden. Megallapitottak, hogy a PKCo felelds
ezért a negativ visszacsatolasért, mivel foszforilalja a TRPC6 448-as pozicioban
talalhatd szerinjét. A mi rendszerlinkben is megvizsgaltuk a PKCS esetleges
szerepét a rottlerin, mint PKC§ antagonista alkalmazasa révén. Kisérleteink azt
mutattak, hogy a rottlerin elékezelés jelentdsen novelte az OAG-altal kivaltott
Ca”*-emelkedést, viszont a PMA kezelés nem volt hatassal a PKCS fehérje
kifejez6désére. Ugyanakkor egyes kutatasi eredmények azt bizonyitjak, hogy a
rottlerin mas kinazokat is gatolhat (MAP kinaz-aktivalta protein kinaz-1p, vagy
mas néven Rsk-2, illetve p70 S6 kindz), tehat nem tekinthetd teljes mértékben
PKCo specifikusnak, ezért nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét sem, hogy a
rottlerin TRPC6 aktivitast fokozo hatdsat, mas utvonalon keresztiil fejti ki.

Kisérletes munkanknak jelentds klinikai vonatkozédsai is vannak. A
TRPC6 csatorna molekularis és/vagy funkcionalis zavara szamos genetikai €s
szerzett vesebetegségben proteinuridval tarsul. A TRPC6 csatorna barmilyen
patologidsan modosult  kifejez6dése, vagy miikodése koros [Ca?']ic
valtozasokhoz vezet, és kulcs szerepet tolt be a podocytopathidk kialakulasaban.
Erdekes modon szamos esetben ez a jelenség valamely PKC izoforma
megvaltozott milkdodésével is egylittjar. Glomerulonephritiseknél a PKCp;
emelkedett kifejez6dését mutattak ki, valamint a PKCa és -f up-regulacioja
figyelhet6 meg membrandzus glomerulonephritisben. Azonban ezekben a
vizsgalatokban nem volt egyértelmii bizonyiték arra, hogy az emelkedett PKC-
szint fokozott PKC aktivitassal is jar.

A mi eredményeink aldtamasztjak, hogy a PKCa, -B1,-B2> és -n izoformak
aktivacioja fontos szerepet jatszhat a TRPC6 csatorna expresszidjanak ¢&s

muikodésének szabalyozasaban. Valoszintisithetd, hogy patologias koriilmények
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kozott megvaltozik a podocytdkon kifejez6dé PKC enzimek expresszios és/vagy
aktivacidos mintdzata, ami befolydsolja a TRPC6 aktivitasat, és ez altal a
podocyta funkciokat. Tovabbi preklinikai és klinikai vizsgélatok feltarhatjak
annak lehetdségét, hogy a célzott terdpia, mely a PKC izoformak aktivitisat
modositja, fokozza, esetleg sikeresen alkalmazhatd lehet megvaltozott TRPC6
mikddéssel jellemezhetd proteinuriaval jard vesebetegségekben.

Koros koriilmények kozott szamos mediator szintje emelkedhet, melyek
aktivaljdk a TRPC6 ioncsatornat, mint példaul az angiotenzin II (Ang II) szintje.
Az Ang II kulcsszerepet jatszik a proteinuria kialakulasdban és a vesekarosodas
progresszidjaban szamos vesebetegségben, mint példaul a FSGS-ben is. Az Ang
Il kapcsolodva a podocytadk membranjaban talalhaté angiotenzin-1 receptorhoz
(AT1R), aktivalja a PLCPB enzimet, melynek miikodése soran IP; és DAG
keletkezik, mely utébbi a PKC rendszert aktivalja. Igy az Ang Il a PKC
rendszeren keresztiill gatolhatta a TRPC6 miikodését. Emellett a DAG
kozvetleniil aktivalhatja a TRPC6-ot, ilyen moédon az ATI1R-hoz kapcsolodo
szignalizdcidés utvonalak akar ellentétesen is szabalyozhatjdk a csatorna
miikddését. A TRPC6 4ltal megemelkedett [Ca®*]ic-t érzékeli a Ca®*-fiiggd
foszfataz a kalcineurin, amely defoszforilalja a ctNFAT fehérjét, és a sejtmagba
jutva NFAT transzkripcios komplexet alkot mas nukleéris elemekkel. Ez a
komplex fokozza a TRPC6 gén transzkripciojat, igy ndvelve a csatorna
denzitasat a sejtfelszini membranban, mely megnovekedett Ca®*-influxot jelent,
¢s podocyta karosodashoz vezet. Ezek a folyamatok indokoljak a proteinuria
terapidjaban az AT1R blokkolo (ARB), illetve az Ang II konvertaz enzim (ACE)
inhibitor alkalmazasat.

Annak felfedezése, hogy az Ang Il a TRPC6-on keresztiil fejti ki hatasat,
egy Uj lehetéséget jelent a proteinurias megbetegedések kezelésében az ACE
gatlok és az ARB-k mellett. A TRPC6 csatorna, mint tamadaspont, igéretes,
hiszen leirtdk, hogy mind a genetikusan 6roklodé FSGS-ban, mind a szerzett

proteinurias betegségekben a TRPC6 csatorna talmiikodése, vagy emelkedett
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expresszidja mutathato ki, tehat a betegségek kialakulasaban részt vesz. Mar
folynak kutatasok a TRPC6 expressziojanak valtoztatisara (géncsendesités),
illetve magasan specifikus TRPC6 antagonista felfedezésére. 2010-ben mar
beszamoltak arrol, hogy kis interferald6 RNS-t eljuttattak specifikusan a
podocytakhoz, ¢és sikeresen csendesitették a TRPC6-ot. 2018-ban pedig
azonositottadk a (2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-ylamino)tiazol-4-yl)((3 S,5 R)-3,5-
dimetilpiperidin-1-yl)metanont (BTDM), mint specifikus nagy affinitasu TRPC6
antagonistat.

Az elmondhatd, hogy a proteinuria kialakulaséért egy nagyon komplex,
tobb szintli szingnalizacios kaszkad karosodasa a felelds, éppen ezért tobb
tamadasponton megvalosulo terdpia kifejlesztése a cél. Mivel ennek eléréséhez a
szignalizacidés kaszkad minél pontosabb feltérképezése vezet, reményeink
szerint ehhez a mi kutatasunk is hozzajarult a TRPC6 csatorna szabalyozasanak

feltarasa révén.

A termoszenzitiv TRPV1-4 kifejezodik human podocytiakon

Munkénk masodik részében kimutattuk, hogy a differencialtatott human
podocytak funkciondlis forméban expresszaljdk a TRPV csalad melegszenzitiv
tagjait, a TRPV1-V4-et. mRNS szintli vizsgalataink eredménye alapjan a
TRPV1 és TRPV4 csatorna dominansan, mig a TRPV2 és TRPV3 mRNS
transzkriptek alacsonyabb szinten expresszalédnak. Vizsgalva a TRPV
csatornak funkcionalitasat, elséként a TRPV1 csatorna aktivacidjat elemeztiik.
Erdekes médon sem a specifikus agonista kapszaicin, sem az ultrapotens RTX
nem valtott ki Ca**-valaszt a podocytakban. A kapszaicin markéans aktivaciot
eredményezett human mintdkban és ragcsalokban, viszont szdmos mas fajokban
kapszaicin-inszenzitiv formaban expresszalodik. A trigeminalis és dorzalis
ganglionban, valamint keratinocytadkban azonositottak egy kapszaicin
inszenzitiv splice varianst a TRPV1b-t. A TRPV1b koexpresszalodhat TRPV1-
gyel, ebben az esetben a TRPVIb dominans negativ hatast fejt ki. A mi
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esetiinkben mind az érzéketlenséget okozd mutaciok, mind a negativ hatést
kifejt6 TRPV1b jelenléte magyarazat lehet a TRPV1 csatorna aktivacio ellenére
elmarado funkcionalitasara.

A TRPV1-gyel ellentétben a TRPV2 csatornanak nem csak molekularis
jelenlétét, hanem funciondlis aktivitasat is igazoltuk. A TRPV2 agonista CBD
mérsékelt Ca®*-valaszt generalt a podocytdk membranjaban, amely folyamat a
TRPV2 antagonista tranilaszttal gatolhatonak bizonyult. Ezzel parhuzamosan a
CBD altal kivaltott Ca*-influxot a TRPV4 antagonista HCO067047 is
csokkentette, igy feltételezhetben a CBD szignalizacioban a TRPV4 csatorna
szerepet jatszhat. Ez Osszhangban &ll kordbbi, részben munkacsoportunk altal
publikalt adatokkal, mely szerint a CBD a TRPV4-et is aktivalhatja.

A TRPV4-et vizsgalva, a klasszikus agoinista 4a-PDD ¢és a hyperpotens
TRPV4 agonista GSK1016790A gyors és robosztus Ca®*-vélaszt valtott ki, mely
jelentésen csokkent HCO067047 jelenlétében. A TRPV4 fesziiltség-fliggd
karakterizacioja is GSKI1016790A alkalmazdsaval markéns transzmembran
aram kialakulasat igazolta, melyet a HCO067047 szintén gatolt. Ezek az
eredményeink azt mutatjdk, hogy a molekuldris szintii kimutatdsainkkal
egybehangzdéan a TRPV4 lehet a domindns termoszenzitiv TRPV csatorna
huméan podocytakon.

Tovabi eredményeink alapjan a TRPV3 csatorna funkciondlis
kifejezddése kérdéses. Habar molekularis szintli vizsgalataink igazoltdk a
TRPV3 fehérje jelenlétét, a kvantitativ PCR mérések alacsony TRPV3 mRNS
kifejez6dést mutattak a TRPV4-hez képest. A TRPV3 csatornanak a mai napig
nincs kereskedelmi forgalomban kaphato, effektiv és specifikus agonistdja, sem
antagonistdja. Munkank sordn ndvényi anyagokat alkalmaztunk TRPV3
agonistaként, névszerint karvakrolt, timolt és eugenolt, melyek potensek, de nem
tekinthetdk TRPV3 specifikusnak. Ugyanez elmondhat6 a szintetikus 2-APB-rol
is. Kisérleteinkben az emlitett agonistak mindegyike jelentds [Ca®']c-

emelkedest valtott ki, melynek forrdsa féleg az extracellularis tér volt, abban az
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esetben, ha az anyagokat 1 mM koncentraci6 alatt alkalmaztuk, de csak a 2-APB
hatdsa szaturalodott, és mutatott szigmoid dozis-hatds Osszefliggést. A
kisérletekben meghatarozott ECsy érték (~500 uM) magasabb volt, mint a
korabbi elektrofiziolgiai vizsgalatokban meghatarozott érték (~42 uM). Emellett
az altalanos TRP gatlo ruténium voros csak részben gatolta az agonistak hatasat,
illetve az endogén TRPV3 inhibitor IPP csak a 2-APB hatasat gatolta
részlegesen. Ezzel ellentétben a TRPV3 géncsendesités nem befolyasolta az
agonistdk hatasat. Eredményeink arra utalnak, hogy feltehetden a TRPV3
agonistaként altalunk alkalmazott anyagoknak szamos off-target hatidsa van,
melyek részben mas TRP csatorndkat is magukba foglalhatnak, és egyéb
folyamatok is részt vehetnek a sejtek Ca”’-szintjének emelésében.
Farmakologiai eredményeink alapjan a TRPV3 csatorna funkcionalitdsa human
podocytakon kérdéses, melynek tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A meleg homérsékletre érzékeny €s mechanoszenzitiv TRPV csatornakat
kordbban mar vizsgaltdk a vesében és az urinaris traktus als6 részében. Habar a
TRPV1 szerepe bizonyitott az urinaris traktus funkcidinak szabalyozasaban, az
urothelialis sejtekben vald expresszidja tovabbra is vitatott. A TRPV4 az
urinaris traktus nem-neuronalis sejtjeiben nagy szdmban expresszalodik. A
vesében a TRPV4-et a vizre impermedbilis nephron szegmensekben irtak le.
Emellett mind a TRPV1, mind a TRPV4 kifejezddése és aktivitdsa bizonyitott a
vese érrendszerének endothel sejtjeiben.

Annak ellenére, hogy a melegszenzitiv TRPV-k jelenléte igazolt a vesében,
funkcidjukrol a tubularis epithel kiilonb6z6 szegmenseiben taldlhatd sejteken
keveset tudunk, a podocytdkra vonatkozdan pedig egyaltalan nem rendelkeziink
adatokkal. A TRPVI, TRPV2 ¢és a TRPV4 csatornadk nemcsak
hémérsékletérzékenyek, hanem mechanikai ingerek €s az ozmotikus valtozasok
1s aktivaljak oket. Az ozmoszenzoros funkcidjukat nemcsak neuronalis, hanem
nem-neuronalis sejteken pl. az urogenitalis traktusban is leirtak. Hypotonia

hatasara a holyagfal fesziilésének ¢érzékelésehez elengedhetetlen a TRPVI,
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melynek aktivacidja ATP felszabadulast eredményez. A TRPV1-nek azonban
hypertonia esetében is szerepe lehet. A vese tubulusrendszerében a tubularis
aramlds és az ozmolaritds érzékelésében nagy jelentésége van a TRPV4
csatornanak. Ezek az irodalmi adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a
TRPV csatornak szerepet jatszhatnak a filtrdcids barrier ozmotikus inger
hatasara kialakul6 valtozasaiban.

Az ozmotikus érzékelésen til a TRPV4-nek kiemelkedd jelentdsége van az
epithelidlis barrier kialakitdsaban szamos szovetben. A 1égutak epitheliumaban a
TRPV4 és az L-tipusu Ca”*-csatornék aktivacidja révén a nyird erk fokozzak az
epithelidlis  barrierfunkcidkat. A bér epidermdlis keratinocytaiban, a
funkcionalisan aktiv TRPV4 interakcioban all adhézios fehérjékkel és az aktin
halozattal, erdsitve a sejt-Sejt kapcsolatokat és a barrier funkciokat. Valamint a
hélyag urotheliumaban és a vese gylijtdcsatorndiban is leirtak, hogy a TRPV4
asszocialodik a-kateninnel. Ezek az adatok azt sugalljadk, hogy a TRPV4 részt
vehet a podocytak Ca®* homeosztazisanak finomhangoldsaban, igy a filtracios
barrier szabalyozasaban.

Tovébbi vizsgalatok sziikségesek a TRPV csatorndk lehetséges szerepének
feltarasahoz a podocytak fiziologias és patologias miikodésében, azonban
valoszintisithetd, hogy farmakologiai célpontokként hozzdjarulhatnak a primer

¢s szekunder glomerulopathidk és a kapcsolddo betegségek kezeléséhez.
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OSSZEFOGLALAS

Jelen munkank soran egyes TRP csatornak kifejezodését, funkcionalitdsat
¢és szabalyozasat vizsgaltuk human podocytakon. Kimutattuk, hogy a TRPC6
csatornat a PKC rendszer endogén aktivitasa gatolja. Kisérleteinkben a PKC
agonista PMA, jelent6sen csokkentette a TRPC6 aktivator OAG altal kivalthato
Ca’*-jelet. Hosszu tavi PMA kezelés a TRPC6 expresszidjat is jelentSsen
csokkentette. Valamint a PKC rendszer exogén gatlasa csoportgatloszerek
alkalmazasaval novelte a TRPC6 aktivitasat. Kimutattuk, hogy a PKCa, -B1, - B2
¢s -n fehérjék szintje csokken a PMA kezelés hatasara, tehat feltehetden ezek az
izoformak szabdlyozhatjak a TRPC6-ot.

Munkénk madasodik felében igazoltuk, hogy differencidltatott human
podocytakon kifejezédnek a melegszenzor TRPV1-V4 csatorndk. A TRPV1 és a
TRPV4 dominansan, mig a TRPV2 és a TRPV3 alacsonyabb szinteken
expresszalodnak. A TRPV1 csatorna a magas szinti mRNS jelenlét ellenére a
specifikus agonista kapszaicin és reziniferatoxin (RTX) kezelés hatasdra sem
mutatott aktivitast. Ezzel szemben kannabinoid (CBD) hatasara a podocytak
mérsékelt Ca®*-véalaszokat mutattak, mely a TRPV2 antagonista tranilaszttal és a
TRPV4 gatlo HC067047-tel is gatolhatonak bizonyult. A TRPV4 agonistak,
mind a GSK1016790A, mind a 4a-PDD gyors és robosztus Ca**-valaszt
generaltak, tehat a TRPV4 lehet a dominans termoszenzitiv TRPV csatorna
human podocytakon. A TRPV3 esetében a novényi eredetli aktivatorok és a
szintetikus 2-APB jelentés [Ca®]ic-emelkedést valtottak ki. Ez a hatas azonban
TRPV3 antagonistaval (IPP), illetve altalanos TRP gatlo ruténium vordssel csak
részben volt gatolhaté, a TRPV3 gén csendesitése pedig nem befolydsolta az
agonistak hatasat, vagyis az altalunk TRPV3 agonistaként alkalmazott
anyagoknak szamos off-target hatasa lehet.

Eredményeink a TRP csatorndk ¢és az azokat regulald jelatviteli
folyamatok szerepére hivjak fel a figyelmet a podocytdk miikédésének

szabalyozasaban.
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A dolgozatban bemutatott (1j tudomanyos eredmények:

a human podocytdkon expresszalodd TRPC6 ioncsatornat negativan
szabalyozza a PKC rendszer

a PKCa, -B1, -B2 és -n izoenzimek vehetnek részt a TRPC6 csatorna
gatlasaban

eredményezi

a melegérzékeny TRPVI1-4 csatornak kifejez6dnek human
podocytakon

a TRPV1 human podocytakon nem alkot funkciondlis ioncsatornat
a TRPV2 és TRPV4 csatorndk funkciondlis csatornaként vannak
jelen

a TRPV3 ioncsatorna aktivatorok hatasukat jorészt a TRPV3-tol

fliggetleniil fejtik ki
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