
 

EGYETEMI DOKTORI (PhD) ÉRTEKEZÉS 

 

 

A TRPC6 és a melegszenzitív TRPV csatornák szerepe  

humán podocyták biológiai folyamatainak 

szabályozásában 

 

 

 

Kardosné Ambrus Lídia 

 

 

 

Témavezető: Prof. Dr. Bíró Tamás 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DEBRECENI EGYETEM 

MOLEKULÁRIS ORVOSTUDOMÁNY DOKTORI ISKOLA 

Debrecen, 2019  



2 

 

TARTALOMJEGYZÉK 

1 Rövidítések jegyzéke ......................................................................................................4 

2 Bevezetés........................................................................................................................5 

3 Irodalmi áttekintés ..........................................................................................................6 

3.1 A vese szerepe a kiválasztásban és a filtrációs barrier ...............................................6 

3.2 Podocyták és podocyta eredetű betegségek ...............................................................8 

3.3 TRP ioncsatornák a vesében ................................................................................... 12 

3.3.1 TRP ioncsatornák ............................................................................................ 12 

3.3.2 TRP csatornák szerepe a tubuláris transzportban (Ca
2+

, Mg
2+

 reabszorpció, 

TRPV5/6, TRPM6) ....................................................................................................... 15 

3.3.3 TRPC6 szerepe a filtrációs barrier kialakításában ............................................ 16 

3.3.4 Melegérzékeny TRPV csatornák a vesében ..................................................... 22 

4 Célkitűzések ................................................................................................................. 24 

5 Anyagok és módszerek ................................................................................................. 25 

5.1 Alkalmazott kémiai anyagok .................................................................................. 25 

5.2 Sejttenyésztés ......................................................................................................... 26 

5.3 RNS izolálás, reverz transzkripció, hagyományos reverz transzkripciós polimeráz 

láncreakció (RT-PCR) ...................................................................................................... 27 

5.4 Kvantitatív valós idejű polimeráz láncreakció (Q-PCR) .......................................... 28 

5.5 Immuncitokémia .................................................................................................... 28 

5.6 Western blot ........................................................................................................... 29 

5.7 Az intracelluláris kalciumszint vizsgálata ............................................................... 31 

5.7.1 Fluorimetriás [Ca
2+

]IC mérése egysejtes elrendezésben .................................... 31 

5.7.2 Fluorimetriás [Ca
2+

]IC mérése többsejtes elrendezésben ................................... 32 

5.7.3 Hőstimuláció ................................................................................................... 33 

5.8 Patch-clamp mérés ................................................................................................. 33 

5.9 RNS interferencia (RNSi) ....................................................................................... 34 

5.10 Stabil plazmid DNS transzfekció......................................................................... 34 



3 

 

5.11 Tranziens plazmid DNS transzfekció .................................................................. 35 

5.12 Statisztikai analízis ............................................................................................. 35 

6 Eredmények .................................................................................................................. 36 

6.1 A humán podocyták in vitro differenciációjának igazolása...................................... 36 

6.2 A TRPC6 funkcionálisan aktív formában expresszálódik differenciáltatott humán 

podocytákon ..................................................................................................................... 37 

6.3 Számos PKC izoforma megtalálható differenciáltatott humán podocytákon ............ 40 

6.4 A PKC rendszer endogén aktivitása tónusos gátlást fejt ki a TRPC6 csatornára ...... 41 

6.5 A PKC rendszer aktivációja csökkenti a TRPC6 ioncsatorna expresszióját 

differenciáltatott podocytákon........................................................................................... 45 

6.6 A differenciáltatott podocyták expresszálják a melegérzékeny TRPV1, TRPV2, 

TRPV3 és TRPV4 csatornákat .......................................................................................... 45 

6.7 A podocyták reagálnak a hőmérséklet emelkedésére ............................................... 48 

6.8 A TRPV1 ioncsatorna funkcionálisan nem aktív differenciáltatott podocytákon ..... 49 

6.9 A TRPV2 és a TRPV4 fehérjék aktív formában expresszálódnak differenciáltatott 

podocytákon ..................................................................................................................... 50 

6.10 A TRPV3 agonisták részben TRPV3-tól függetlenül emelik a podocyták 

intracelluláris Ca
2+

-szintjét................................................................................................ 54 

7 Megbeszélés ................................................................................................................. 57 

7.1 A PKC rendszer tónusos gátlást fejt ki a TRPC6 ioncsatorna működésére .............. 57 

7.2 A termoszenzitív TRPV1-4 csatornák kifejeződnek humán podocytákon ................ 61 

8 Összefoglalás ................................................................................................................ 66 

9 Summary ...................................................................................................................... 68 

10 Irodalomjegyzék ........................................................................................................... 69 

11 Tárgyszavak.................................................................................................................. 84 

12 Köszönetnyilvánítás ...................................................................................................... 85 

13 Függelék ....................................................................................................................... 86 

 



4 

 

1 RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

4α-PDD: 4α-forbol 12,13-didekanoát 

2-APB: 2-aminoetoxidifenil borát 

AM: acetoxi-metilészter 

aPKC: atípusos protein kináz C enzimcsalád 

BSA: borjúszérum-albumin 

[Ca
2+

]IC: intracelluláris Ca
2+

 koncentráció 

CBD: kannabidiol 

cPKC: klasszikus protein kináz C enzimcsalád 

DAG: diacilglicerol 

EGF: epidermális növekedési faktor 

EGFR: epidermális növekedési faktor receptor 

ESL: endotheliális felszíni réteg (endothelial surface layer) 

FBS: foetalis borjú savó 

FPE: foot process effacement 

FSGS: fokális szegmentális glomerulosclerosis 

GBM: glomeruláris bazális membrán 

IP3: inozitol 1,4,5-triszfoszfát 

IPP: izopentenil-pirofoszfát 

nPKC: novel protein kináz C enzimcsalád 

OAG: 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol 

PB1: Phox és Bem 1 domén 

PBS: foszfát pufferelt sóoldat 

PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát 

PKC: protein kináz C 

PLC: foszfolipáz C 

PMA: forbol 12-mirisztát 13-acetát 

RTX: reziniferatoxin 

SD: résmembrán (slit diaphragma) 

SDS: nátrium-dodecil-szulfát 

TRP: tranziens receptor potenciál 

TRPC: tranziens receptor potenciál proteinek klasszikus családja 

TRPM: tranziens receptor potenciál proteinek melasztatin családja 

TRPP: tranziens receptor potenciál proteinek policisztin családja 

TRPV: tranziens receptor potenciál proteinek vanilloid családja 

VEGFA: érendothel növekedési faktor-A 
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2 BEVEZETÉS 

A podocyták a nephron glomerulusában a filtrációs barrier disztális sejtrétegét, a 

Bowman-tok felőli oldalát alkotják. A differenciáltatott podocyták egy nagyméretű sejttesttel 

és interdigitáló lábnyúlványokkal rendelkeznek, melyek között speciális fehérjék szoros, tight 

junction-szerű kapcsolódása alkotja a résmembránt. Ez a két sejt közötti áthidaló komplexként 

a primer filtrátummal szemben az utolsó kilépési gátat képezi, és nagy jelentősége van a 

filtrációs barrier fenntartásában. A podocyták és a résmembrán károsodása proteinuriával járó 

nephropathiák kialakulásához vezethet. 

Számos kutatás számol be a podocyták károsodása, a proteinuria és a follikuláris 

szegmentális glomerulosclerosis (FSGS) kapcsolatáról. Az elmúlt 20 évben megnőtt az 

idiopathiás FSGS megbetegedések előfordulása, melynek hátterében mind genetikai okok, 

mind környezeti hatások állhatnak (Haas és mtsai, 1995). Genetikai vizsgálatok rámutattak 

arra, hogy számos esetben a podocyták működésében fontos szerepet betöltő fehérjék, 

úgymint a nephrin, podocin, α-aktinin-4 vagy a TRPC6 ioncsatorna mutációja kóroki szerepet 

játszik. A tranziens receptor potenciál ioncsatornák klasszikus alcsaládjába (TRPC) tartozó 

TRPC6 gain-of-function mutációja egy meglehetősen agresszív autoszómális domináns FSGS 

betegséget okoz (Winn és mtsai, 2005). A genetikai tényezők mellett azonban környezeti 

hatások is kiválthatják a TRPC6 rendellenes működését. Több kutatócsoport számolt be arról, 

hogy különböző sejtekben a PKC rendszer negatívan szabályozza a TRPC6 aktivációját 

és/vagy expresszióját (Zhang és Saffen, 2001; Bousquet és mtsai, 2010). Ezért munkánk során 

célul tűztük ki a PKC rendszer esetleges szabályozó szerepének feltárását humán 

podocytákon. Vizsgálni kívántuk a TRPC6 csatorna jelenlétét és funkcionalitását, illetve a 

PKC izoenzimek kifejeződését és esetleges szabályzó szerepét az általunk differenciáltatott 

humán podocytákon. 

Ismert, hogy a disztális nephronban a meleg érzékeny TRPV1 és TRPV4 csatornák is 

kifejeződnek, és jelentős szerepet játszanak egyes renális funkciók szabályozásában (Zhu és 

Wang, 2008; Wang és Wang, 2009, 2011; Cohen, 2005; Kassmann és mtsai, 2013). Ezért 

munkánk második felében célunk volt a termoszenzitív TRPV1-V4 csatornák expressziójának 

és funkcionalitásának vizsgálata humán podocytákon. 

A TRP csatornák működésének feltárása és a hozzájuk kapcsolódó Ca
2+

-mediált 

jelátviteli útvonalak elemzése nagyban hozzásegíthet minket a primer és szekunder 

glomerulopathiák pathomechanizmusának jobb megértéséhez és esetleges újabb 

farmakológiai célpontok feltárásához. 
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3 IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

3.1 A vese szerepe a kiválasztásban és a filtrációs barrier 

A vese kiválasztóműködése révén a szervezet homeosztázisának fenntartásáért felelős 

központi jelentőségű szerv. A kiválasztás során a vérplazmából a vese Malphigi-testjeiben a 

glomerulus kapilláris falon átszűrődve gyakorlatilag fehérjementes ultrafiltrátum képződik. 

Az ultrafiltrátum tovább halad a nephron tubulusrendszerében, melynek során összetétele 

intenzív transzport folyamatok hatására jelentősen megváltozik, térfogata kevesebb, mint 1%-

ára csökken, és a végső kiválasztásra kerülő anyagok vizelet formájában kiürülnek a 

szervezetből.  

Az ultrafiltrátum képződésének helye a glomeruláris kapilláris fal, ami három 

különálló, de mégis egymásra szorosan ható rétegből áll. A legbelső réteget a fenesztrált 

endothelium képezi, míg a legkülső réteget a Bowman-tok viscerális lemezét alkotó epithel 

sejtek, a podocyták alkotják. A szomszédos podocyták lábnyúlványokkal érintkeznek, így a 

kapcsolódás helyén létrejön egy résmembrán (slit diaphragma, SD), mely elfedi az endothel 

sejtek között lévő fenesztrákat. A glomeruláris fal harmadik eleme az endothelium és a 

podocyták között található glomeruláris bazális membrán (GBM). A glomeruláris kapilláris 

fal, vagyis ez a három réteg képezi a filtrációs barriert. A három réteg bármelyikének sérülése 

esetén proteinuria alakulhat ki (Kestilä és mtsai, 1998; Sugimoto és mtsai, 2003; Nakagawa és 

mtsai, 2007; Jarad és Miner, 2009; Jeansson és mtsai, 2009; Salmon és mtsai, 2012a; Salmon 

és Satchell, 2012b). A filtrációs barrieren keresztül létrejövő ultrafiltráció függ a vérben 

keringő anyag méretétől, töltésétől, valamint a glomerulusban lévő nettó filtrációs nyomástól. 

Fiziológiás körülmények között a glomerulus kapillárisokban a szervezet más területein 

előforduló kapillárisokhoz képest, magasabb hidrosztatikai nyomás uralkodik, mely 

körülbelül 45 Hgmm. A filtrátum keletkezéséhez ez a hidrosztatikai nyomás járul hozzá, 

mellyel ellentétes a plazma onkotikus nyomása (kb. 20 Hgmm), illetve a Bowman-tokban 

lévő folyadék hidrosztatikai nyomása, mely 10 Hgmm. Mivel a filtrációs barriernek 

köszönhetően a szűrlet gyakorlatilag fehérjementes, ezért a Bowman tokban az onkotikus 

nyomása 0 Hgmm-nek tekinthető. Az így létrejött nettó filtrációs nyomás 15 Hgmm, mely a 

kapillárisból a Bowman-tok irányába hat (Farquhar, 1975; Venkatachalam és Rennke, 1978; 

Kalluri, 2006). 

A filtrációs barrier elemei különböző mértékben és más-más adottságaikkal járulnak 

hozzá a szűréshez. A glomerulusban lévő kapillárisok sok szempontból egyediek. A 

kapillárisfal nem tartalmaz prekapilláris sphynctereket, valamint erősen perforált, mivel az 
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endothel sejtek rétege nem folyamatos, ezért a sejtek között 60-100 nm-es pórusok, fenesztrák 

alakultak ki (Levick és Smaje, 1987). Így az endothelium a nagyméretű rések és a hiányzó 

diaphragma miatt nem jelent számottevő gátat a vérben keringő anyagok számára, csak az 

aggregálódott és óriás sejteket tartja vissza, a legtöbb anyag átjut rajta. Annál nagyobb 

jelentőséggel bír a töltés szerinti szűrés szempontjából, mivel az endothel sejtek közti 

fenesztrákat a luminális oldal felől bonyolult szerkezetű glycocalyx fedi, mely erősen negatív 

töltésű (Kanwar és mtsai, 1980; Jeansson és Haraldsson, 2005). Ez a fibrózus rácsszerű 

szerkezetet létrehozó glycocalyx a vérből számos molekulát megköt, így egy 200 nm-nél is 

vastagabb réteget formál, melyet endotheliális felszíni rétegnek nevezünk (ESL; endothelial 

surface layer). A filamentózus szerkezet és az erősen negatív töltés miatt a fenesztrák 

keskenyebbek és „visszatartóbbak” lesznek. Ha enzimatikus emésztés során megsemmisül az 

ESL bármelyik komponense, az ESL vékonyabb lesz, negatív töltést veszít, így fokozódik az 

albumin filtráció. Ezért tekinthető az ESL az endothelium esszenciális elemének, és 

alapvetően meghatározza a glomeruláris permeabilitást (Jeansson és Haraldsson, 2006; Dane 

és mtsai, 2013). 

A GBM az endothel sejtek és a podocyták bazális membránjának fúziójából jön létre. 

144 különböző proteint és proteoglikánt tartalmaz extracelluláris mátrixba ágyazottan, melyek 

közül a legfontosabbak a kollagének, a laminin és a heparán-szulfát (Timpl, 1989; Harvey és 

mtsai, 1998; Lennon és mtsai, 2014; Byron és mtsai, 2014). Szerkezetileg nem rendezetlen, az 

alkotó fibrillumok egy magasan szervezett labirintusa, mely heterogén pórusokat formál. Ezek 

a 4-10 nm átmérőjű pórusok teszik lehetővé, hogy a GBM fizikai szűrőként funkcionáljon, és 

ne engedje át a 10 nm-nél nagyobb molekulákat (Kubosawa és Kondo, 1985; Hironaka és 

mtsai, 1993). Számos negatív töltéssel rendelkező alkotója van, tehát töltésbarrierként is 

szerepelhet, viszont ez nem túl hatékony szűrést biztosít, mivel bizonyított, hogyha a GBM-

ban 50%-kal lecsökkentjük a fix anionos töltésű helyek számát, a vizelet 

albuminkoncentrációjára ez semmilyen hatást nem gyakorol (Harvey és mtsai, 2007). 

Mindezidáig tisztázatlan a töltésbarrier helye a filtrációs apparátusban, viszont valószínűleg a 

podocyták és az endothel sejtek glycocalyxa hatékonyabb töltésbarrier, mint a GBM. Ha 

töltés szempontjából nem is olyan meghatározó a GBM, viszont szerkezetét és 

elhelyezkedését tekintve annál nagyobb jelentősége van, hiszen fizikailag is összeköti az 

endotheliumot a podocyták rétegével, így stabilizálja a glomeruláris filtrációs barriert. Ha 

molekuláris szerkezete zavart szenved, súlyos proteinuriával járó betegségek jelennek meg, 

úgymint a Pierson és Alport szindróma, melyek az esszenciális β2 laminin, illetve a IV-es 
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típusú kollagén abnormalitásainak következtében alakulnak ki (Miner és Sanes, 1994; 

Matejas és mtsai, 2010). 

A podocyták a glomeruláris kapilláris fal legdisztálisabb rétegét képezik. A 

differenciált podocyták arborikus sejttesttel rendelkeznek, melyek különböző projekciókat 

képeznek: a főnyúlványokat mikrotubulusok és intermedier filamentumok merevítik, míg a 

finomabb lábnyúlványok aktinban gazdag kitüremkedések, melyek fokális adhéziók révén 

kapcsolódnak a GBM-hoz. A szomszédos podocyták lábnyúlványai a résmembrán által 

fizikailag összekapcsolódnak, mely tight junctionhoz hasonló szoros illeszkedést biztosít a két 

sejt között, viszont különbözik attól, mivel alkotó fehérjéi közül hiányzik az e-kadherin, és 

szerkezetileg porózus (Tassin és mtsai, 1994). Az elmúlt két évtizedben a komplexet alkotó 

majd minden fehérjéről, vagy azokkal egy jelátviteli rendszerben lévő számos proteinről 

kiderült, hogy mutációjuk, illetve nem megfelelő működésük szerepet játszik proteinuriával 

járó vesebetegségek kialakulásában. Ezek a kutatási eredmények rávilágítanak arra, hogy a 

podocyták szerkezeti integritása kulcsfontosságú a glomeruláris filtrációs barrier 

kialakításában és fenntartásában (Scott and Quaggin, 2015). A podocyták más szempontból is 

lényeges szerepet kapnak, ezért multifunkcionális sejteknek mondhatók, hiszen ezek a sejtek 

termelik az endothel sejtek fejlődését, proliferációját, túlélését segítő proangiogén faktorokat, 

melyek közül a legfontosabb az érendothel növekedési faktor-A (VEGFA). Emellett a 

podocyták az endothel sejtekkel együtt részt vesznek a GBM kialakításában, mivel az α1α1α2 

(IV)-es kollagént az endothel termeli, az α3α4α5 (IV)-es kollagént, pedig a podocyták 

(Abrahamanson és mtsai, 2009).  

3.2 Podocyták és podocyta eredetű betegségek 

A podocyták terminálisan differenciált epithel sejtek, melyek egyedi és komplex sejtes 

szerveződéssel rendelkeznek. Maga a sejt három különböző szegmensre osztható: úgymint a 

terjedelmes sejttest, mely betüremkedik az urináris térbe; a főnyúlványok, melyek 

végignyúlnak a kapilláris mentén; és az ezekből kitüremkedő lábnyúlványok. A kapcsolódó 

sejtek lábnyúlványai, mint az ujjak fűződnek össze. A sejtek közötti filtrációs rést elfedő 

résmembránba extracellulárisan elhelyezkedő fehérjék ágyazódnak, melyek egy komplexet 

alkotnak, és intracellulárisan elhelyezkedő citoszkeletális fehérjékhez kapcsolódnak 

(Matovinović és mtsai, 2009). 

A podocyták polarizált epithel sejtek luminális/apikális, bazális és junkcionális 

doménnel rendelkeznek. A bazális domén feladata a sejtek rögzítése a GBM-hoz α1β3 

integrin és α-, β-disztroglikánok által. Az apikális membrán ujjszerű kitüremkedéseket 
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növeszt a Bowman-tok űrterébe. Az apikális membrán és a SD is vastag felszíni réteggel 

borított, mely gazdag szialo-glikoproteinekben, úgymint podokalyxinben, podoendinben, 

melyek erős negatív töltést biztosítanak a podocytáknak. Ez korlátozza a negatív töltésű 

fehérjék átjutását a vizeletbe, illetve megakadályozza, hogy a podocyták a parietális epithel 

sejtekkel kapcsolatba lépjenek, valamint elkülöníti egymástól a szomszédos sejteket 

(Pavenstädt és mtsai, 2003). A junkcionális domént a podocyták közti SD és az abba ágyazott 

fehérjekomplex alkotja. A komplex elsőként felfedezett alkotója a nephrin, mely strukturális 

és jelátviteli fehérje is egyben, intracellulárisan podocinhoz és CD2-asszociált fehérjéhez 

(CD2AP) kapcsolódik. Számos egyéb protein vesz részt a SD kialakításában, mint a P-

cadherin, ZO-1 (zonula occludens-1), FAT, Neph-1, -2, -3, melyek többsége intracellulárisan 

citoszkeletális fehérjékkel kapcsolódik. A podocyták nagyon fejlett citoszkeletális hálózattal 

rendelkeznek, mely biztosítja az egyedi sejtalakot, a nyúlványok kialakítását. A sejttestben és 

a nyúlványokban a mikrotubulusok és intermedier filamentumok, mint a vimentin és dezmin 

dominálnak. A membrán alatt vékony aktin filamentumok húzódnak. A citoszkeletont az 

aktin, miozin, α-aktinin, talin, paxillin és vinkulin képezik, melyek nemcsak a sejtalak 

fenntartásáért felelősek, hanem biztosítják az átalakulást, a különböző körülményekhez való 

adaptáció során. Ez által a citoszkeletális váz által képes a podocyta sejtréteg ellátni fő 

feladatát a kapilláris fal támasztását, és ellenállni a kapilláris nyomásnak (1. ábra; Mundel és 

Shankland, 2002). 

 

1. ábra: Két interdigitáló podocyta lábnyúlvány és a köztük létrejövő résmembrán molekuláris szerkezete 

(Mundel és Shankland, 2002) 

A podocyták három doménre oszthatóak: bazális doménjük révén a bazális membránhoz horgonyzottak; 

luminális doménjük a Bowman-tok űrterébe nyúlik; míg a szomszédos podocytákkal a junkcionális domén révén 

létesítenek kapcsolatot. Az interdigitáló sejtek között létrejött junkciót résmembránnak (slit diaphragma, SD) 

nevezzük. α-act4: α-aktinin-4; α3β1: α3β1 integrin; α-DG: α-disztroglikán; β-DG: β-disztroglikán; 

Na(+)/H(+)ERF2: Na(+)/H(+) kicserélő regulatórikus faktor 2; P: paxillin; P-cad: P-cadherin; Synpo: 

synaptopodin; T: talin; V: vinculin; Z: ZO-1. 
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A podocyták számos élettani kihívásnak vannak kitéve: nyomásváltozások, vérplazma 

összetételének változása, ozmotikus hatások, pH, glükózkoncentráció, metabolitok 

felszaporodása, stb. Funkciójuk betöltése során ezekhez a körülményekhez tudnak 

alkalmazkodni, dinamikus változásokra képesek. A különböző stresszorokhoz való 

adaptációjuk során a stressznek kitett sejtek számos fehérje expresszióját növelik, mint 

például citoszkeletális fehérjék, dezmin, vimentin, vagy magas glükóz szint hatására növelik a 

VEGF szintézisét, de antioxidánsokat is termelnek a károsító reaktív szabadgyökök lekötésére 

(Nagata, 2016). 

A legtöbb esetben a vesekárosodás első jele a proteinuria, mely korai következménye 

a podocytakárosodásnak. Tartósan fennálló stresszorok hatására a podocyták patológiás 

átalakuláson mennek keresztül, amelynek központi mechanizmusa az ún. „foot process 

effacement” (FPE). A folyamat során a podocyta felszíne simább lesz, a lábnyúlványok 

rövidülnek, illetve fokozatosan egyszerűsödnek, visszahúzódnak, ezáltal ritkábban fordulnak 

elő a filtrációs rések. Ez nem egy passzív folyamat, hanem energiaigényes aktin átrendeződés 

áll a hátterében. Az aktin hálózat, illetve az aktin-kapcsolt fehérjék átalakulása eredményezi a 

megváltozott sejtalakot patológiás körülmények között, melynek eredményeként a podocyták 

nem képesek ellátni legfőbb feladataikat (Shankland, 2006). Így a barrier funkciók súlyos 

károsodása jön létre, ami végső soron proteinuriában nyílvánul meg (D'Agati és mtsai, 2011). 

Számos kutatás számol be a podocyták molekuláris károsodása, illetve a proteinuria és 

a glomerulosclerosis kapcsolatáról (Vincenti és Ghiggeri, 2005; Daskalakis és Winn, 2006; 

Mukerji és mtsai, 2007; Benoit és mtsai, 2010). A krónikus vesebetegségekben a vesefunkció 

romlása a fiziológiásan működő glomerulusok elvesztéséből adódik. Az esetek nagy 

többségében a glomerulusvesztés a podocyták károsodásával kezdődik. A podocytákat ért 

negatív hatások következtében a podocyták a fentebb leírt FPE során átalakulnak, melynek 

következménye a barrier funkció elvesztése, a porteinuria, mely súlyosbodó vesebetegségek 

kiinduló pontja (Pavenstädt és mtsai, 2003). A korai podocytakárosodás visszafordítható, ha 

az aktin hálózat visszanyeri épségét, a lábnyúlványok ismét kialakulnak, és az interdigitáló 

podocyták újra barriert képeznek a proteinvesztés megakadályozására, tehát a FPE időben 

visszafordítható.  

A FSGS is egy podocytopathia következtében kialakuló patológiás állapot, mely az 

esetek többségében nephrosis szindrómához társul, és meglehetősen gyakran a vesefunkció 

elvesztéséhez vezet. A FSGS-nak három formáját különítjük el: a degeneratív változások 

eredményezik a klasszikus formát, az inflammatórikus események a félhold forma 

kialakulásához vezetnek, illetve a dedifferenciálódás vezet a kollapszusos FSGS-hoz (Kriz és 
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LeHir, 2005). A degeneratív forma fordul elő a leggyakrabban. Ebben az esetben az elvesztett 

podocytákat a megmaradó podocyták pótolják, méghozzá úgy, hogy megnő a sejttest. Viszont 

a megmaradó sejtek nem tudják teljesen fedni a GBM-t, így a GBM és a parietális epithel 

sejtek összenőnek (tuft adhézió). Ezen összenövések léziókat formálnak, így alakul ki a 

szegmentális glomerulosclerosis, majd a későbbiekben az egész lebenyre kiterjedhetnek. 

Mindemellett megjelenik egy kóros irányú filtráció az interstitium felé (Kriz és mtsai, 1998; 

Kriz és mtsai, 2001). 

A glomerulus gyulladásos folyamatai kezdetben nem érintik a podocytákat, viszont a 

folyamat előrehaladtával a gyulladásos mediátorok hatására a podocyták kóros hiperfunkciója 

alakul ki, számos apró nyúlványt fejlesztenek az apikális membránból. Ezek a mikrovillusok 

minden irányba kiterjednek, elérik a parietális epithel sejteket, azok között áthatolva a 

parietális epithel sejtek bazális membránjához kapcsolódnak, annak mentén terjednek, így az 

epithel sejteket leválasztják a bazális membránról (Le Hir és mtsai, 2001). Ennek 

következtében a parietális epithel sejtek proliferálnak, melyek félhold alakokat hoznak létre 

az urináris térben. Ha a gyulladásos folyamatokat még idejében megszüntetjük, akkor a 

fiziológiás működés helyre áll, ha tovább folytatódnak, akkor az egyre nagyobb félholdak az 

urináris térben obstrukcióhoz vezetnek.  

Az érett podocyták nem képesek proliferálni, viszont egyes kóros esetekben mégis 

élénk proliferációt mutatnak, mint a HIV fertőzötteknél jelentkező kollapszus FSGS-ban. 

Ebben a betegségben a proliferáló podocyták nem differenciált sejtek, amelyek átvehetnék a 

régi sejtek helyét, hanem dedifferenciáltak (Barisoni és mtsai, 1999). A sejtek alakja teljesen 

különbözik a normál sejtekétől, és számos citoszkeletális fehérje hiányzik. Ez a kóros 

sejtproliferáció obstrukcióhoz vezet azáltal, hogy a Bowman-tokot feltöltik a dedifferenciált 

sejtek, majd a folyamat előrehaladtával a glomerulus kollapszusa következik be.  

Az elmúlt 20 évben megnőtt az idiopathiás FSGS megbetegedések előfordulása, 

melynek kialakulásáért mind genetikai okok, mind környezeti hatások egyaránt felelősek 

lehetnek (Haas és mtsai, 1995). Genetikai vizsgálatok rámutattak arra, hogy számos esetben a 

podocyták működésében fontos szerepet betöltő fehérjék mutációja áll a betegség hátterében. 

A nephrint kódoló NPHS1 génben bekövetkezett mutáció felelős a veleszületett autoszomális 

recesszív nephrosis szindróma, az úgynevezett Finn-típusú nephropathia kialakulásáért 

(Santín és mtsai, 2009; Ovunc és mtsai, 2012). Egy másik SD fehérje a podocin is hasonló 

jelentőséggel bír, hiszen az azt kódoló NPHS2 gén mutációja kapcsolatba hozható a szteroid-

rezisztens idiopathiás nephrosis szindrómával, valamint a familiális autoszomális recesszív és 

a felnőtt korban előforduló FSGS betegségekkel (Boute és mtsai, 2000; Kerti és mtsai, 2013). 
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A podocyták citoszkeletális rendezettségében nagy jelentőségű aktin-kötő fehérjének, az α-

aktinin-4-nek a génjében (ACTN4) végbemenő mutáció felnőtt korban megjelenő FSGS 

megbetegedést eredményez (Kaplan és mtsai, 2000; Weins és mtsai, 2005). A SD 

ioncsatornájának a tranziens receptor potenciál klasszikus (TRPC) családba tartozó TRPC6 

fehérjének (TRPC6) a gain-of-function mutációja egy meglehetősen agresszív autoszómális 

domináns FSGS betegség okozója (Winn és mtsai, 2005; Reiser és mtsai, 2005; Heeringa és 

mtsai, 2009).  

3.3 TRP ioncsatornák a vesében 

3.3.1 TRP ioncsatornák 

1969-ben Cosens és Manning felfedeztek egy olyan Drosophila mutánst, melynek 

retinális sejtjei hosszantartó fény hatására nem folyamatos, hanem tranziens válasszal 

reagáltak. A fotoreceptor sejtek vizsgálata során kimutatták, hogy folyamatos fény hatására a 

normál plató fázisos receptor potenciál helyett tranziens receptor potenciál keletkezik, így 

ezeket a mutáns fehérjéket tranziens receptor potenciál (TRP) proteineknek nevezték el 

(Cosens és Manning, 1969). Húsz évvel később a trp gén szekvenálása feltárta, hogy egy 

Ca
2+

-permeábilis kationcsatornáról van szó (Montell és Rubin, 1989).  

 

2. ábra: TRP szupercsalád (Gees és mtsai, 2010) 

Az emlősökben megtalálható 28 TRP csatornát hat alcsaládba sorolhatjuk: ezek a klasszikus (TRPC), a vanilloid 

(TRPV), a melasztatin (TRPM), az ankirin (TRPA), a policisztin (TRPP) és a mukolipin (TRPML) családok. 

 

1995-ben írták le az első emlős trp fehérjét (Wes és mtsai, 1995), majd az elkövetkező 

évek alatt számos trp gént azonosítottak. Ezek közül emlősökben 28 TRP csatorna 
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expresszálódik (2. ábra), melyeket szekvencia homológia alapján 6 alcsaládba sorolnak: 

úgymint TRPC (klasszikus/cannonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melasztatin), TRPA 

(ankirin), TRPP (policisztin) és TRPML (mukolipin). A TRPC alcsalád tagjai mutatják a 

legnagyobb homológiát a Drosophila TRP génnel, ezért kapták a klasszikus TRP elnevezést. 

A többi alcsalád az első felfedezett tagról kapta a nevét: a TRPV család a vanilloid receptor-1 

(VR1, TRPV1), a TRPM a tumorszupresszor melasztatin 1 (TRPM1), a TRPA az ankirin-

transzmembránprotein-1 (ANKTM1, TRPA1), a TRPML a mukolipin 1 (TRPML1) és a 

TRPP család a policisztin-2 (PKD2, TRPP2) fehérje homológjait foglalja magába (Montell, 

2005; Pedersen és mtsai, 2005; Gees és mtsai, 2010). 

A TRP csatornák alapvető szerkezete megegyezik a feszültség-függő K
+
-csatornák 

felépítésével: négy, hat transzmembrán doménből (TM1-6) álló alegység alkot egy 

funkcionális csatornát, ahol a TM5 és TM6 között lévő hurkok formálják a kation áteresztő 

pórust. A rendkívül hosszú citoplazmatikus N- és C-terminálisok számos regulatórikus 

domént tartalmaznak, melyek szabályozzák a csatorna nyitását (3. ábra). A négy kapcsolódó 

alegység lehet azonos, vagy jellemzően az alcsaládon belül eltérő alegységekből létrejött 

heterotetramer, melynek a funkciója valószínűleg eltér a homotetramerekétől (Clapham, 

2003). 

 

3. ábra: TRP csatornák szerkezete (Clapham, 2003) 

A TRP csatornák rendkívül hosszú citoplazmatikusan elhelyezkedő N- és C-terminálisokkal rendelkeznek, melyek 

számos szabályzó domént tartalmaznak. Az N-terminálison a TRPC és TRPV család tagjai 3-4, míg a TRPA1 
fehérje 14 ankirin (AnkR) kötőhellyel rendelkezik (a TRPA csatornát az ábra nem mutatja). A C-terminálison 

többféle szabályozó domén található: TRP box, CRIB domén: kalmodulin kötőhely, EF hand: Ca2+ kötőhely, 

Nudix: ADP ribóz kötőhely. A TRPM csatornák egyedülállóan enzim aktivitással rendelkező doménnel 

rendelkeznek, mely egy foszfolipáz C (PLC) interakciós kináz (PLIK domén). 
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A legtöbb TRP csatorna Ca
2+

-ra permeábilis, viszont a Ca
2+

-szelektivitásuk nagyon 

változó. A TRPM4/5 csatorna gyakorlatilag Ca
2+

-ra nézve impermeábilis (PCa/PNa<0,05), de 

az intracelluláris Ca
2+

-koncentráció ([Ca
2+

]IC) által szabályozott, míg a TRPV5 és TRPV6 

Ca
2+

-ra specifikusnak mondható (PCa2+/PNa+>100; Voets és mtsai, 2001). A TRP csatornák 

éppen ezért az intracelluláris Ca
2+

-jelátvitel modulátorainak tekinthetők. A szabad 

citoszólikus Ca
2+

 számos sejtfolyamatban játszik kulcsszerepet, a megtermékenyítéstől, a 

sejtproliferáción, a sejtdifferenciáción át, a szekréción és a kontraktilitáson keresztül egészen 

a sejthalálig. A TRP csatornáknak kiemelkedő szerepük van az [Ca
2+

]IC szabályozásában: 

egyrészt sejtfelszíni Ca
2+

-permeábilis csatornaként, hozzájárulnak a Ca
2+

 belépéséhez, 

másrészt kation csatornaként megváltoztatják a membrán potenciált, így befolyásolják a Ca
2+

 

belépés hajtóerejét. Mindemellett alternatív Ca
2+

 permeábilis útvonalak, illetve az 

intracelluláris raktárakból történő Ca
2+

-felszabadítást is szabályozzák. Egyes TRP csatornák 

nem csak sejtfelszíni csatornaként működnek, hanem intracelluláris organellumok 

membránjában is megtalálhatóak, így ők maguk is részt vesznek a Ca
2+

-raktárak ürítésében 

(Gees és mtsai, 2010). 

 

A TRP csatornák számos ingerlékeny és nem-ingerlékeny szövetben megtalálhatóak, 

és szerteágazó funkciókban vesznek részt: a szenzoros működéstől, mint a feromonok, íz, 

fájdalom és hőmérsékletérzékelés, a homeosztatikus funkciókig, úgymint a Ca
2+

 és Mg
2+

 

reabszorpció, ozmoreguláció, továbbá motoros működésekben, izomkontrakcióban, vazo-

motoros regulációban is. A vese jól mutatja, hogy a TRP csatornák milyen széleskörű 

funkcióval bírnak, hiszen számos TRP csatorna expresszálódik végig a nephronban (4. ábra, 

Woudenberg-Vrenken és mtsai, 2009). Ezek a TRP csatornák elengedhetetlenek a vese 

4. ábra: TRP csatornák expressziója humán 

nephronban (Woudenberg-Vrenken és 

mtsai, 2009) 

A TRP csatornák számos tagja kifejeződik a 

vesében. A nephron minden szegmensében 
előfordul TRP csatorna, melyek jelentős 

szerepet töltenek be a nephron fiziológiás 

működésében. (G: glomerulus; PT: 

proximális tubulus; DTL: Henle-kacs vékony 

leszálló szár; ATL: Henle-kacs vékony 

felszálló szár; TAL: Henle-kacs vastag 

felszálló szár; DCT: disztális kanyarulatos 

csatorna; CNT: összekötő szegmentum; CD: 

gyűjtőcsatorna) 
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fiziológiás működéséhez: a TRPC3 ioncsatorna vazopresszin hatására elősegíti a Ca
2+

-

belépését a gyűjtőcsatorna principális sejtjeibe (Goel és mtsai, 2007); a TRPM3 és TRPV4 

csatornák ozmoszenzorként működhetnek (Grimm és mtsai, 2003; Mutai és Heller, 2003), 

míg a TRPP1/TRPP2 komplex mechanoszenzor szerepet tölt be a renális epithel sejtek 

ciliáiban (Nauli és mtsai, 2003). Egyre több bizonyíték utal arra, hogy a csatornákat érintő 

változások szerepet játszanak szerzett és öröklött vesebetegségekben. Ismert, hogy a TRPC6 

csatorna gain-of-function mutációja FSGS-hoz vezet (Winn és mtsai, 2005). A TRPP2 

malformációja autoszomális-domináns policisztás vesebetegség kialakulását eredményezi 

(Grantham, 2008). A TRPM6 fehérje mutációja másodlagos hypokalaemiával kísért 

hypomagnesemiát okoz (Schlingmann és mtsai, 2002), a TRPV1 csatorna károsodása renális 

hypertenzióban játszik szerepet (Nilius és mtsai, 2007), a TRPC1 csatorna a diabéteszes 

nephropathia kialakulásában vesz részt (Du és mtsai, 2007), míg a TRPV5 alacsony 

expressziós szintje hozzájárul az idiopatiás hyperkalcaemia és az angolkór tüneteinek 

kialakulásához (Müller és mtsai, 2002; Woudenberg-Vrenken és mtsai, 2009). 

3.3.2 TRP csatornák szerepe a tubuláris transzportban (Ca
2+

, Mg
2+

 

reabszorpció, TRPV5/6, TRPM6) 

A vesében előforduló TRP csatornák fontos szerepet töltenek be a vese fiziológiás 

működésében. A TRPV5, TRPV6 és TRPM6 a disztális tubulus epithel sejtjeiben 

elengedhetetlenek a Ca
2+

 és Mg
2+

 reabszorpciójához (Minke, 2006). 

A Ca
2+

 esszenciális a fiziológiás sejtműködéshez. Három folyamat szabályozza a 

szervezet Ca
2+

-szintjét, és tartja azt egyensúlyban: az intestinális abszorpció, a vesékben 

végbemenő reabszorpció és a csontban történő raktározás. A vesében a Ca
2+

 mozgása 

paracelluláris (passzív) és transzcelluláris (aktív) transzport révén valósul meg. Az aktív Ca
2+

 

reabszorpció a disztális kanyarulatos csatorna és az összekötő szegmens területén megy végbe 

az epithel sejtek apikális membránjában expresszálódó TRPV5 és TRPV6 ioncsatornák 

segítségével (Hoenderop és mtsai, 2005). A TRPV5 és TRPV6 csatornák a vanilloid család 

többi tagjától különböznek, mivel a TRPV1-4 egyik tulajdonsága, hogy hőmérséklet 

növekedés hatására bizonyos hőmérséklet tartományban aktiválódnak, viszont a TRPV5 és 

TRPV6 csatornákra ez nem jellemző. Ezen túl a legfontosabb sajátosságuk, ami miatt 

egyedülállóak a TRP szupercsaládban, hogy a legnagyobb Ca
2+

-szelektivitással rendelkeznek, 

mivel a PCa2+/PNa+ értéke nagyobb 100-nál (Voets és mtsai, 2001). A két csatorna 

nagymértékű homológiát mutat. A funkcionális TRPV5 és TRPV6 csatornák többnyire 

homotetramerek, de heterotetramereket is alkothatnak (Gees és mtsai, 2010), illetve jellemző 
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rájuk, hogy fiziológiás körülmények között folyamatosan aktívak. A nephronban a TRPV5 

ioncsatorna felelős a Ca
2+

 reabszorpciójáért a disztális kanyarulatos csatorna és az összekötő 

tubulus szegmensekben. A TRPV5 csatornán a sejtbe belépő Ca
2+

 kalbindin-D9K és kalbindin-

D28K kalciumkötő fehérjékhez kapcsolódik, amely fehérjék a bazolaterális membránhoz 

szállítják a Ca
2+

-ot, ahol Na
+
/Ca

2+
-exchanger és a Ca

2+
-ATPáz pumpálja ki a sejtből. A 

megemelkedett [Ca
2+

]IC gátolja a TRPV5 csatornát, így megvédve a sejtet a Ca
2+

 toxicitástól. 

A TRPV5 csatornát direkt módon szabályozza több Ca
2+

 homeosztázisban jelentős regulátor, 

úgymint a kalcitriol, a parathormon, az ösztrogén és a Klotho enzim. A TRPV6 ioncsatorna az 

intestinális Ca
2+

 abszorpcióban játszik fontosabb szerepet (Hsu és mtsai, 2007; Woudenberg-

Vrenken és mtsai, 2009; Zhou és Greka, 2016). 

A vese az ultrafiltrátum Mg
2+

 tartalmának 3-5%-át üríti a vizelettel, mivel a filtrált 

Mg
2+

 nagyobb része reabszorbeálódik a disztális kanyarulatos csatornában. Végig a nephron 

mentén paracelluláris transzporttal, míg a korai kanyarulatos csatorna szegmensben a TRPM6 

csatorna által aktív transzporttal reabszorbeálódik a filtrált magnézium 5-6%-a (Dimke és 

mtsai, 2011). A TRPM6 és TRPM7 ioncsatornák nagy homológiát mutatnak, és mindkettő 

fontos a Mg
2+

 transzportban. A TRPM7 csatorna ubiquiter, míg a TRPM6 dominánsan a 

vesében és az intestinumban expresszálódik, és résztvesz a Mg
2+

 abszorpcióban és 

reabszorpcióban. A vese kanyarulatos csatorna szakaszán az epithel sejtek apikális 

membránjában található (Gees és mtsai, 2010). A TRPM6-ot számos faktor szabályozza, 

úgymint az alacsony Mg
2+

-szint, ösztrogén és az epidermális növekedési faktor (EGF). Az 

EGF volt az első magnesiotrop hormon. Az epithel sejtek basolaterális membránjában 

helyezkedik el az EGFR, melynek aktiválódásakor intracelluláris útvonalak révén stimulálja a 

TRPM6 ioncsatornát, így a Mg
2+

 felvételt. Az EGFR gátlása megakadályozza a TRPM6 

ioncsatorna transzlokációját az apikális membránba, így hypomagnesaemiát eredményez 

(Woudenberg-Vrenken és mtsai, 2009). 

3.3.3 TRPC6 szerepe a filtrációs barrier kialakításában 

Klinikai adatok azt mutatják, hogy a proteinuriával járó vesebetegségben szenvedők 

közel 50-60%-ánál 10 éven belül kialakul a végstádiumú vesebetegség (Woudenberg-Vrenken 

és mtsai, 2009). Nemrégiben a figyelem középpontjába került a TRPC6 ioncsatorna. 

Kimutatták, hogy az autoszomális domináns FSGS esetek egy meglehetősen agresszív 

formájának kialakulásáért a TRPC6 ioncsatorna gain-of-function mutációja felelős (Hofstra és 

mtsai, 2013). Nemcsak az örökletes FSGS, hanem a nem-genetikus, szerzett nephropathiák 

egy részében is a TRPC6 ioncsatorna fokozott expresszióját írták le, mint például a 
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membranosus glomerulonephritis és a minimal change nephropathia esetében (Möller és 

mtsai, 2007). Tehát bizonyítottan mind a megnövekedett csatornaaktivitás, mind a fokozott 

TRPC6 expresszió patológiásan emelkedett intracelluláris Ca
2+

-szintet eredményez, mely 

podocytopathiához vezet (Ilatovskaya és Staruschenko, 2015). 

A TRPC6 a vesében expresszálódik a glomerulus mindhárom sejtféleségében: a 

podocytákban, az endothel és a mesangiális sejtekben is, illetve a gyűjtőcsatorna területén 

(Dietrich és mtsai, 2010). A podocyták membránjában SD proteinekkel interakcióban részt 

vesz a filtrációs barrier kialakításában. Podocinnal, nephrinnel, α-aktinin-4-gyel és más SD 

fehérjékkel komplexet alkotva esszenciális szerepet tölt be a podocyta funkciók ellátásában 

(Reiser és mtsai, 2005). A TRPC6 csatorna és a nephrin kapcsolata igen fontos, mivel a 

TRPC6 csatorna tirozin foszforilációját követően komplexet alkot a foszfolipáz Cγ1-gyel 

(PLCγ1), és ennek a komplexnek a kialakulása az előfeltétele a TRPC6 membrán-

lokalizációjának. A nephrin kötődve a foszforilált TRPC6-hoz gátolja a komplex kialakulását, 

így megakadályozza a TRPC6 transzlokációját. Olyan FSGS esetekben, ahol a TRPC6 

szenvedett mutációt, a módosult TRPC6 fehérje inszenzitív a nephrin fehérjére, így az 

ioncsatorna sejtfelszíni expressziójának és aktivitásának nincs akadálya (Kanda és mtsai, 

2011; Szabó és mtsai, 2015). A megemelkedett TRPC6 expresszió általános jelenség a 

proteinuriával járó vesebetegségekben. A TRPC6 funkcionálisan kapcsolódik az aktin 

hálózathoz, mely átrendeződik TRPC6 overexpresszió esetén. Mindez arra utal, hogy a 

TRPC6 szerepet játszik a patológiás állapotok létrehozásában. Kóros körülmények között 

aktiválódása, megemelkedett [Ca
2+

]IC-t eredményez, mely a SD abnormalitásához és/vagy a 

lábnyúlványok csökkenéséhez vezet. Számos esetben a TRPC6 aktivációja felerősíti a kóros 

folyamatokat (Möller és mtsai, 2007). 

A proteinuria egyik leggyakoribb kiváltó oka az albumintúlterhelés, melynek 

következtében a TRPC6 aktiváció révén megemelkedik a GRP78 stressz fehérje szintje, 

illetve a kaszpáz-12 apoptózist indukál a podocytákban (Chen és mtsai, 2011). A hosszútávon 

fennálló albumin túlterhelés növeli a TRPC6 ioncsatorna expresszióját is, melynek 

következtében megemelkedik az [Ca
2+

]IC, csökken a nephrin és a synaptopodin szintje, mely 

F-aktin elváltozáshoz vezet, így csökken a lábnyúlványok száma (Jiang és mtsai, 2011). 

3.3.3.1 A TRPC6 szerkezete, aktivációja és szabályozása 

A TRPC6 ioncsatorna a TRP szupercsalád klasszikus családjának tagja. Ebbe a 

családba hét protein tartozik (TRPC1-7), melyek szekvencia homológia alapján két alcsaládot 

alkotnak, úgymint a TRPC1/4/5 és a TRPC2/3/6/7 (Zhu és mtsai, 1996; Strübing és mtsai, 
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2001; Strübing és mtsai, 2003; Trebak és mtsai, 2003). A TRPC csatornák nem szelektív 

kation csatornaként funkcionálnak, Na
+
-okat és Ca

2+
-okat engednek be a sejtbe, a PCa2+/PNa+ 

arányuk körülbelül 1,5:1 és 6:1 között van (Clapham és mtsai, 2001). A TRPC6 csatorna a 

TRPC3 fehérjével mutat a legnagyobb hasonlóságot, mivel ~73%-ban egyezik génjeik DNS 

szekvenciája (Li és mtsai, 2019). A TRP csatornák általános szerkezete jellemző a TRPC6-ra 

is. Négy egyforma alegység alkot egy funkcionális csatornát (homotetramer), de a TRPC3-

mal heterotetramert is képezhetnek, melynek így más lesz a funkciója. Az alegységek az 

általános TRP szerkezetnek megfelelően transzmembrán „rétegre” és citoplazmatikus 

„rétegre” tagolhatók. A transzmembrán régió tartalmazza a feszültség-szenzor-szerű egységet, 

illetve az S5 és S6 domén között lévő hurok alkotja a pórus régiót. A TRPC3/6 csatornákra 

jellemző sajátosság, hogy az S3 az extracelluláris tér felé meghosszabodott, illetve az S3-S4 

összekötő szakasz is hosszabb, így ez képezi a „pszeudo” extracelluláris domént (ECD; Fan 

és mtsai, 2018). Az intracelluláris N-terminális domén (NTD) 4 ankirin ismétlődést (AR1-4) 

és 9 kapcsoló hélixet (LH1-9) tartalmaz (Azumaya és mtsai, 2018). A C-terminálison (CTD) 

található egy összekötő hélix (CH1) és egy coiled-coil hélix (CH2), illetve egy TRP box 

domén. A membránba nyúló TRP visszatérő domén (TRP re-entrant) feladata a CTD-on 

található Pre-S1 könyök résszel és az S1 szegmenssel való kapcsolódás (5. ábra; Tang és 

mtsai, 2018). 

 

A TRPC6 csatorna aktivációjáról elmondható, hogy a diacilglicerol (DAG) és 

származékai közvetlenül, a protein kináz C (PKC) rendszertől függetlenül aktiválják, ezért a 

DAG „klasszikus receptorának” nevezhető (Hofman és mtsai, 1999). A DAG direkt 

5. ábra: TRPC6 ioncsatorna egy alegységének 

szerkezete (Tang és mtsai, 2018) 

A TRPC6 ioncsatornára is az általános TRP 

szerkezet a jellemző, négy alegység alkot egy 

funkcionális csatornát. Az alegységek 

transzmembrán doménből (TMD) és 

intracelluláris doménből (ICD) állnak. A 

TMD-t 6 szegmens képezi (S1-6), az S5 és S6 

között lévő P1 és P2 egység (pórus 1 és -2) 

vesz részt a pórus kialakításában. Az ICD 

pedig az N-terminálison 4 ankirin (AR1-4) 
ismétlést, 9 kapcsoló (LH1-9) és a membránba 

ágyazottan Pre-S1 könyök régiót tartalmaz, 

míg a C terminálison két hélix (CH1 és CH2), 

a TRP domén, illetve a Pre-S1 könyökkel 

kapcsolódó szintén membránba nyúló TRP 

visszatérő domén található. 
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aktivációja mellett [Ca
2+

]IC-hoz kapcsolódó jelátviteli útvonalak is szabályozhatják a TRPC6 

működését. A felszabaduló Ca
2+

 a DAG-lal együtt PKC enzimeket aktivál, melyek 

szabályozzák számos a Ca
2+

-jelátvitelben szerepet játszó protein, így TRP csatornák 

aktivitását is (Venkatachalam és mtsai, 2003). A TRPC6 ioncsatorna bazális aktivitása 

nagyon alacsony podocytákban, de számos jelátviteli folyamat képes fokozni ezt az aktivitást 

poszttranszlációs módosítások, pl. foszforiláció révén (Dietrich és mtsai, 2003; Dryer és 

Reiser, 2010). A TRPC6 ioncsatorna működését mechanikai ingerek is szabályozhatják: az 

ioncsatorna ugyan nem mechanoszenzitív, de a SD komplex tagjaként podocinnal 

kapcsolódva, képes reagálni a mechanikai ingerre is (6. ábra; Huber és mtsai, 2007; Dietrich 

és mtsai, 2010).  

 

3.3.3.2  A protein kináz C (PKC) rendszer 

A PKC izoenzimek olyan lipid-aktivált szerin/treonin protein kinázok, melyek számos 

szignalizációs útvonal részeként nagyon sokféle sejtfolyamat szabályozásában vesznek részt, 

mint például a proliferáció, a differenciáció, a migráció, az adhézió és az apoptózis 

folyamatai. A PKC enzimek működésére általánosan jellemző, hogy G-protein-kapcsolt 

receptorok, vagy más növekedési faktor-dependens receptorok aktiválódásakor beinduló PLC 

útvonal részeként aktiválódnak. A PLC enzim hasítja a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfátot 

(PIP2) DAG-ra és inozitol 1,4,5-trifoszfátra (IP3), melyek további útvonalakat indítanak el. A 

DAG aktiválja a PKC izoenzimeket, melyek különböző fehérjéket foszforilálnak a 

szerin/treonin oldaláncokon, míg az IP3 intracelluláris receptorokhoz kötődve hozzájárul az 

[Ca
2+

]IC emelkedéséhez (Steinberg, 2008).  

6. ábra: A TRPC6 aktivációja 

podocytákban (Dietrich és mtsai, 2010) 

A TRPC6 aktiválható direkt módon diacil 

glicerollal (DAG), mely a foszfatidil-

inozitol-4,5-biszfoszfát (PIP2) hasítása 

során keletkezik, illetve közvetett módon 

mechanikai inger hatására, melyet a 

podocin érzékel, és közvetít a TRPC6 
csatorna felé. PLCε, foszfolipáz Cε; 

GBM, glomeruláris bazál membrán) 
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A protein kináz A (PKA) és protein kináz G (PKG) családdal együtt a PKC 

izoenzimek alkotják az AGC protein kinázok családját. A PKC alcsalád 10 tagot foglal 

magába, melyek aktivációs mintázatuk alapján három csoportra különülnek (7. ábra; Newton, 

1995; Webb és mtsai, 2000). Az első csoport a klasszikus PKC izoenzimeket (cPKC) foglalja 

magába, ezek a PKCα, -β1, -β2 és -γ, melyek aktiválódásukhoz DAG-t, vagy analógjait, mint a 

forbol 12-mirisztát 13-acetátot (PMA) és Ca
2+

-ot is igényelnek. A második csoportba a novel 

PKC-k (nPKC) tartoznak, ezek Ca
2+

-inszenzitív izoenzimek, tehát stimulációjukhoz csak 

DAG-ra van szükség. Ide soroljuk a PKCδ, -ε, -η és -θ fehérjéket. A harmadik csoport pedig a 

DAG- és Ca
2+

-inszenzitív izoenzimeket foglalja magába, melyek teljesen különböznek az 

előző enzimektől, ugyanis aktivációjukhoz csak foszfatidilszerint (PS) igényelnek. Ez az 

atípusos PKC-k (aPKC) családja, melynek két tagja van, a PKCλ/ι és -ζ (Newton, 2018). A 

különböző aktivációs mintázat a szerkezeti különbségekből adódik.  

 

7. ábra: A PKC izoformák szerkezete és csoportosítása (Steinberg, 2008; ábra: Newton, 2018) 

A PKC enzimek szerkezetüket tekintve két doménből állnak, mégpedig az N-terminálison elhelyezkedő 

regulatórikus és a C-terminálison található katalítikus, vagy kináz doménből. Mindkét domén konzervatív (ábrán 

színessel jelölve), illetve variábilis (szürke) egységekből tevődik össze. A cPKC (klasszikus) és nPKC (novel) 

csoportra jellemző, hogy a regulatórikus domén tandem C1 (C1a és C1b, piros) doménből áll, melyek felelősek a 

DAG és a PMA érzékeléséért. A C2 domén (sárga) a cPKC családban a Ca2+-szenzor, míg az nPKC-k 

inszenzitívek Ca2+-ra. Az aPKC enzimek egy módosult C1 domént tartalmaznak, mely nem érzékeny sem DAG-

ra, sem PMA-ra. Minden PKC-nál a C1 domén előtt található az autoinhibitórikus pszeudoszubsztrát (PS; zöld) 
egység. Az aPKC (atípusos) család minden tekintetben különbözik a c- és nPKC családtól, hiszen egy C1 

doménjük van, amely sem DAG-ra, sem PMA-ra nem érzékeny, valamint nincs C2 doménjük, viszont 

rendelkeznek egy PB1 (rózsaszín) boxxal, mely más fehérjék PB1 boxát ismeri fel. 

 

Minden PKC-ra jellemző, hogy egy regulatórikus és egy katalítikus doménből áll, 

melyek erősen konzervált régiókból (C1-4) és a köztük elhelyezkedő változó doménekből 

(V1-5) tevődnek össze. A regulatórikus domén a PKC enzim N-terminális végén található, 

inaktív konformációban tartja az enzimet, mivel van egy autoinhibitórikus pszeudoszubsztrát 

doménje, melyet PS doménnek nevezünk. Ez a domén intramolekuláris kapcsolatot létesít a 

kináz doménnel, így megakadályozva a szubsztrát kötődését az aktivációs maghoz. Az N-

terminálison a PS domént követően minden PKC tartalmaz egy C1 domént, melynek nPKC-k 

esetében nagy, cPKC enzimeknél alacsony az affinitása DAG-ra, míg az aPKC csoport 

érzéketlen DAG aktivációra. A c- és nPKC családban a C1 domén tandem szerkezetű, tehát 

egy C1a és egy C1b egységből áll. A C1a-hoz kötődik a DAG, míg a C1b a PMA-hoz hasonló 
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szerkezetű szubsztrátokat köt. A sorban következő domén a C2-es, mely a cPKC enzimekben 

a Ca
2+

 érzékeléséért felelős. A Ca
2+

 kötését követően az enzim a plazmamembránba 

transzlokálódik, ahol anionos foszfolipidekhez kötődik, és interakcióba lép a PIP2-tal. A 

nPKC-k szerkezetileg eltérő C2 doménnel rendelkeznek, mivel abból hiányzik a Ca
2+

 által 

vezérelt savmaradék, így ezeknek az enzimeknek nagyon alacsony az affinitásuk Ca
2+

-ra. Ez a 

fontos különbség szolgál alapul a cPKC és nPKC izoenzimek eltérő farmakológiai 

tulajdonságaihoz. A harmadik csoportba tartozó aPKC enzimek sokkal nagyobb különbséget 

mutatnak szerkezetileg a többi PKC izoenzimhez képest, hiszen hiányzik a C2 doménjük, 

illetve módosult C1 doménjük is csak egy ciszteinben gazdag régiót tartalmaz, mely PIP2-ot 

és ceramidokat köt, de DAG-ot és PMA-ot nem. Továbbá rendelkeznek egy PB1 (Phox és 

Bem 1) elnevezésű egységgel, mely interakciókat létesít más PB1 domént tartalmazó 

fehérjékkel. Minden PKC enzim regulatórikus és katalítikus doménje között található egy V3 

domén, mely a proteolítikus enzimek (kalpain, tripszin) számára biztosít hasítási helyet, ezzel 

szabályozva az enzimaktivitást (Li és Gobe, 2006; Newton, 2018). 

A PKC enzimek aktivációs mechanizmusa két fő szakaszra osztható. Az első 

szakaszban kofaktorok által több foszforilációs lépésen keresztül stabilizálódik a kináz domén 

szerkezete, azaz „éretté” válik az enzim. A második szakaszban történik a tényleges aktiváció, 

ebben a fázisban az inaktív enzim citoszólikusan helyezkedik el egy stabil konformációban, 

és készen áll a másodlagos hírvivő általi aktivációra (Lipp és Reither, 2011). A cPKC 

családnál az aktiváció egy kétlépcsős folyamat. A PIP2 hasítása révén megemelkedik a Ca
2+

-

szint, így a Ca
2+

 kötődik a C2 doménhez, és az enzim a plazmamembránba transzlokálódik, 

ahol kapcsolatba lép anionos foszfolipidekkel, így megváltozik az enzim konformációja, és a 

C2 domén leválik a kináz doménről. Következő lépésben a C1b domén DAG-t köt, 

megtörténik a második konformációváltozás, a PS domén leválik a szubsztrátkötő egységről, 

így aktivvá téve az enzimet. A nPKC-k esetében az aktivációhoz elegendő a DAG megléte, 

illetve ezekből az enzimekből hiányzik a plazmamembrán szenzor, ezért más intracelluláris 

membránokhoz is transzlokálódhatnak, mint például a Golgi apparátushoz, vagy a 

mitokondriumhoz, esetleg a sejtmaghoz. Az aPKC-k sem Ca
2+

-ot, sem DAG-ot nem 

igényelnek, aktiválódáskor a PB1 domén kötődik egy másik fehérje PB1 boxához. 

A PKC izoenzimek kifejeződése és megoszlása a különböző sejtekben nagymértékben 

eltérő. Vannak olyan izoformák, melyek ubiquiternek tekinthetők, mint például a PKCα, 

ugyanakkor más izoformák csak egy-egy szövetre jellemzőek. Az viszont egyértelműen 

megállapítható, hogy nincs a szervezetünknek olyan sejtfélesége, mely valamely PKC 

izoformát ne expresszálna. Ebből adódóan a PKC-k számos sejtfolyamat szabályzásában 
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vesznek részt, mint például a proliferáció, a differenciáció, a sejtciklus és a sejthalál (Webb és 

mtsai, 2000). Jól ismert, hogy a PKC család tagjainak központi szerepe van a diabéteszes 

nephropathia (DN) pathogenezisében. A betegség két jellemző tünetéért, az albuminuriáért és 

a renális hypertrophiaért is a PKC izoenzimeket teszik felelőssé. A PKCα emelkedett 

expressziója eredményezi a résmembrán instabilitását, mivel a nephrin fehérje endocitózisát 

serkenti, a PKCβ enzim pedig részt vesz a hyperglycaemia indukálta renális fibrózis 

kialakításában (Teng és mtsai, 2014). A novel PKC izoformák közül az PKCε-ról írták le, 

hogy emelkedett expressziója és aktivitása figyelhető meg diabéteszes körülmények között. 

PKCε knock-out egerek tanulmányozása során az albuminuria szintje magasabb volt, ezért a 

PKCε-nak protektív szerepet tulajdonítanak (Meier és mtsai, 2007), csakúgy, mint az atípusos 

PKCι/λ izoformának is, amelyről kimutatták, hogy magas szinten expresszálódik 

podocytákban, és segítik az újonnan szintetizálódott nephrin sejtmembránba jutását, így 

megőrizve a résmembrán integritását (Satoh és mtsai, 2014). 

2001-ben írták le először, hogy a PKC rendszer negatívan szabályozza a TRPC6 

ioncsatornát (Zhang és Saffen, 2001). A TRPC6-ot közvetlenül nem aktiválja a PKC rendszer, 

de a PMA hatására indukált PKC enzim általi foszforiláció szabályozza a csatorna működését, 

mégpedig csökkenti az aktivációját. Bousquet és munkatársai kimutatták, hogy a 12 

lehetséges PKC foszforilációs hely közül ebben egyik sem vesz részt, hanem egy nem-

kanonikus foszforilációs pont, mégpedig a 488-as szerin (Ser
488

) aminosav az, ami a PKCδ 

izoenzim targetjeként szolgál (Bousquet és mtsai, 2010), így a PKCδ a Ser
488 

foszforilációja 

révén negatívan szabályozza a TRPC6 ioncsatorna működését.  

A humán podocytákban expresszálódó TRPC6 ioncsatorna PKC általi szabályozásáról 

az irodalomban mindezidáig kutatási eredmény nem található. 

3.3.4  Melegérzékeny TRPV csatornák a vesében 

A TRPV5/6-tal szemben a TRPV1-4 ioncsatornák nem Ca
2+

 szelektívek, Ca
2+

-ra és 

Na
+
-ra nézve a permeabilitásuk (PCa2+/PNa+) ~1 és ~15 közé tehető (Gees és mtsai, 2010). 

Egyedülálló módon ezek a csatornák hőérzékenyek, mégpedig a magas hőmérsékleti 

tartományban aktiválódnak: a TRPV1 42°C felett, míg ettől magasabb tartományban a már 

károsítóan magas hőmérséklet (>52°C) aktiválja a TRPV2-t. A TRPV3 fiziológiás 

körülmények között 30-33°C felett aktiválódik, míg a TRPV4 24°C feletti hőmérsékletre 

érzékeny (Clapham, 2003). A hőmérséklet mellett mechanikai hatások is aktiválhatják őket. A 

TRPV2 csatorna az ér simaizom sejtjeiben a falfeszülésre érzékeny (Muraki és mtsai, 2003; 

Beech és mtsai, 2004), valamint a TRPV4 ioncsatorna is mechanoszenzor és ozmoszenzor is 
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egyben, a hypotoniás sejtduzzadás az egyik legfőbb aktivátora (Liedtke és Friedman, 2003; 

Suzuki és mtsai, 2003). Mindemellett szenzoros funkciókban is nagyon fontos szerepet 

töltenek be a termoTRP-k. A TRPV1 csatornát először fájdalomérző neuronokon írták le. 

Gyulladásos körülmények között a felszabaduló mediátorok szenzitizálhatják a TRPV1 

ioncsatornát, így az már alacsonyabb hőmérsékleten aktiválódik, ami termális hyperalgesia 

kialakulásához vezet, vagyis a gyulladt bőrterületen fokozott fájdalom és meleg érzékeléshez 

(Caterina és mtsai, 2000). 

A vesében a melegérzékeny TRPV-k közül a TRPV1 és TRPV4 játszik fontos 

szerepet. A TRPV1 csatorna a filtráció szabályozásában, valamint a Na
+
 és víz 

homeosztázisban vesz részt, mivel a renális pelvist beidegző érzőrostokon kifejeződő csatorna 

aktivációjának hatására nő a filtrációs ráta, illetve fokozódik a Na
+
 és víz exkréciója (Zhu és 

Wang, 2008). A csatorna a tubulusszakaszokon is expresszálódik, illetve a kismedencét és az 

uretert beidegző szenzoros neuronokon, ahol alacsony nyomású baroreceptorként funkcionál, 

és mechanikai stimuláció hatására neurotranszmitterek felszabadulását szabályozza (Guo és 

mtsai, 1999). Krónikus vesebetegségekben, mint a renális fibrózis esetében, valamint a vese 

gyulladásos folyamataiban a TRPV1 aktivátorok jótékony hatásúak (Wang és Wang, 2009, 

2011). Emellett a TRPV1-nek renoprotektív szerepet is tulajdonítanak akut 

vesebetegségekben, mint az ischaemiás vesekárosodás (acut ischaemic kidney injury; AKI; 

Kassmann és mtsai, 2013). 

A TRPV4 ioncsatorna a nephronban olyan tubulus szakaszokon expresszálódik, 

amelyek nem vízimpermeábilisak, tehát a vékony és vastag felszállószárban, az összekötő 

szegmensben és a gyűjtőcsatorna sejtjeinek bazolaterális membránjában (Cohen, 2005). A 

renális epithel sejtekben ozmoszenzorként működik. Hypotoniás körülmények között a 

TRPV4 aktivációja előfeltétele a vékony felszálló szárban az ATP felszabadulásnak, így a 

sejtek válaszkészségének a hypoosmotikus körülményekre (Silva és Garvin, 2008). A TRPV4 

nemcsak az epithel, hanem a renális endothel és simaizom sejtekben is kifejeződik, így fontos 

szerepet tölt be a vaszkuláris tónus szabályozásában is (Kassmann és mtsai, 2013). 

Arról azonban mindezidáig irodalmi adat nincs, hogy a glomerulus podocytáiban mely 

TRPV csatornák expresszálódnak, illetve milyen funkcionális szerepet töltenek be a 

podocyták biológiai folyamataiban.  
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4 CÉLKITŰZÉSEK 

Vizsgálataink első felében célul tűztük ki a humán podocyta sejtvonalon 

expresszálódó TRPC6 ioncsatorna PKC rendszer általi esetleges szabályozásának elemzését. 

Kísérleteinket differenciáltatott, kondícionálisan immortalizált humán podocyta 

sejtvonalon végeztük (Saleem és mtsai, 2002). Munkánk során az alábbi kérdésekre kerestük 

a választ: 

1. Az általunk differenciáltatott humán podocyta sejtvonal expresszálja-e a 

TRPC6 ioncsatornát, illetve az funkcionálisan aktiválható-e? 

2. Mely PKC izoformák expresszálódnak differenciáltatott humán podocytákon? 

3. Mely PKC izoenzimek szabályozhatják a TRPC6 csatorna működését? 

 

Kísérleteink második felében a melegszenzitív TRPV1-V4 csatornákat vizsgáltuk 

differenciáltatott humán podocytákon. 

Munkánk során felvetődő kérdéseink: 

1. A melegérzékelő TRPV1-V4 ioncsatornák közül melyek expresszálódnak 

differenciáltatott humán podocyta sejtvonalon? 

2. A humán podocyták reagálnak-e hőstimulációra? 

3. A TRPV1-V4 csatornák közül melyek funkcionálisan aktívak humán 

podocytákon? 
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5 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

5.1 Alkalmazott kémiai anyagok 

A kísérleteink során felhasznált anyagokat az 1. táblázatban ismertetjük. Munkánk 

során a kezeléshez szükséges koncentrációhoz képest ezerszeres töménységű törzsoldatokat 

készítettünk az anyagok megfelelő oldószerével, melyeket használatig a gyártó által előírt 

hőmérsékleten tároltunk. Közvetlenül a kísérletek megkezdése előtt a törzsoldatokat 

tenyésztőoldatban ezerszeresére hígítva értük el a végkoncentrációt, így kezeléskor az 

oldószer mennyisége legfeljebb 0,1 % volt. A kontroll csoport minden esetben az oldószer 

azonos hígítással készült elegyét kapta. 

1. táblázat: A kísérleteinkben alkalmazott kémiai anyagok bemutatása 

Anyag neve Rövidítés Hatás Forgalmazó cég 

AMG 9810 AMG TRPV1 antagonista 
Tocris Bioscience (Bristol, 

Egyesült Királyság) 

2-aminoetoxidifenil borát 2-APB TRPV3 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

eugenol EUG TRPV3 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

4α-forbol 12,13-dodekanoát 4α-PDD TRPV4 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

forbol-12-mirisztát-13-acetát PMA 
általános PKC 

agonista 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

GF109203X GF 
klasszikus és novel 

PKC inhibitor 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

Gö6983 GÖ 
klasszikus PKC 

inhibitor 

Calbiochem (Nottingham, Egyesült 

Királyság) 

GSK1016790A GSK TRPV4 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

HC067047 HC TRPV4 antagnista 
Tocris Bioscience (Bristol, 

Egyesült Királyság) 

izopentenil-pirofoszfát IPP TRPV3 inhibitor 
Echelon Biosciences (Salt Lake 

City, UT, Egyesült Államok) 

kannabidiol CBD 
TRPV2/V4 

agonista 

Tocris Bioscience (Bristol, 

Egyesült Királyság) 

kapszaicin CAPS TRPV1 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

kapszazepin CAPZ TRPV1 antagonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

karvakrol CARV TRPV3 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol OAG TRPC6 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

reziniferatoxin RTX TRPV1 agonista 
Santa Cruz (Heidelberg, 

Németország) 
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rottlerin ROTT PKCδ inhibitor 
Calbiochem (Nottingham, Egyesült 

Királyság) 

ruténium vörös RR 
általános TRP 

antagonista 

Research Biochemicals 

International (Natick, MA, 

Egyesült Államok) 

timol THY TRPV3 agonista 
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) 

tranilaszt TRAN TRPV2 inhibitor 
Caymen Chemical Company (Ann 

Arbor, MI, Egyesült Államok) 

5.2 Sejttenyésztés 

Kísérleteinket kondicionáltan immortalizált humán podocytákon végeztük, melyeket 

kollaborációs partnerünk professzor Hermann Pavenstädt (Münsteri Egyetem, Münster, 

Németország) bocsátott rendelkezésünkre. Kísérletes körülmények között az izolált 

differenciáltatott podocyták nagyon gyorsan dedifferenciálódnak, elvesztik nyúlványaikat, 

illetve a synaptopodin fehérjét sem expresszálják. Mivel a differenciáltatott podocyták nem 

képesek proliferálni, ezért a sejtek in vitro differenciáltatását követően, azokat nem lehet 

tovább szaporítani. Az eddig említett problémák kiküszöbölésére hozták létre a 

kondicionáltan immortalizált humán podocyta sejtvonalat (Saleem és mtsai, 2002). 

Nephrectomiából származó mintából izolált podocytákat hőmérséklet-szenzitív tsA58 T-

antigénnel transzfektáltak, így a sejtek 33°C-os közegben képesek proliferálni, majd „nem-

permisszív” hőmérsékleten tartva őket (37°C) differenciálódnak. A differenciálódás, mind 

molekuláris szinten, mind morfológiailag követhető, hiszen a proliferáló, macskakőszerű 

sejtek a differenciáltatás során megnövekedett sejttesttel, nyúlványok fejlesztésével arborikus 

alakot vesznek fel, illetve továbbra is expresszálják a podocytákra jellemző fehérjéket (WT-1, 

nephrin, podocin), ezen túl megjelenik a synaptopodin citoszkeletális fehérje, mely így 

differenciálódási markernek tekinthető. 

Kísérleteink során a podocytákat 33C-on, „permisszív” közegben, 5% CO2-tartalmú 

párásított atmoszférában RPMI-1640 (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ausztria) 

tápoldatban tenyésztettük, melyet 10% foetalis borjú savóval (FBS; Invitrogen, Paisley, 

Egyesült Királyság), 50 U/ml penicillinnel, 50 μg/ml streptomycinnel, 1,25 μg/ml fungizonnal 

(mindhárom PAA Laboratories GmbH), illetve inzulin-transzferrin-szelén keverékével 

(1:100, Invitrogen) egészítettünk ki. A tápoldatot minden második napon lecseréltük. Nagy 

figyelmet fordítottunk arra, hogy a tenyészet ne érje el a 100%-os konfluenciát, mely a 

differenciáció idő előtti beindulásához vezetne, ezért 80-90%-os konfluenciánál passzáltuk a 

sejteket. 
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A bemutatott kísérletek egy részét proliferáló, nem-differenciáltatott tenyészeteken 

végeztük, míg munkánk nagyobb hányadát differenciáltatott humán podocytákon való 

vizsgálatok teszik ki. A terminálisan differenciált tenyészet létrehozásához restriktív közeget 

alkalmaztunk, azaz egy hétig 37C-os termosztált („nem-permisszív”) közegben inkubáltuk a 

sejteket, majd ezt követően a 7. napon végeztük el a méréseket. 

A HEK293 sejteket DMEM médiumban (PAA Laboratories GmbH) tenyésztettük 

10% FBS (Invitrogen), 50 U/ml penicillin, 50 μg/ml streptomycin, 1,25 μg/ml fungizon 

(mindhárom PAA Laboratories GmbH) és 2 mM L-glutamin (LifeTechnologies 

Magyarország Kft., Budapest, Magyarország) hozzáadásával. A HEK293T sejtek tápoldatát 

L-glutamin helyett nem-esszenciális aminosavak elegyével (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

Egyesült Államok) egészítettük ki. Mindkét sejttípus esetében a tenyésztés 37°C-os 

termosztátban, 5% CO2-tartalmú párásított közegben történt. 

5.3 RNS izolálás, reverz transzkripció, hagyományos reverz transzkripciós 

polimeráz láncreakció (RT-PCR) 

A sejtek teljes RNS tartalmát TRIzol reagenssel (Invitrogen) a gyártó által ajánlott 

protokoll szerint izoláltuk. A minta teljes RNS 1 μg-jából kiindulva elsőként DNáz kezeléssel 

az esetleges DNS szennyezéseket elimináltuk, majd „High Capacity cDNA Kit” és RNasin 

ribonukleáz inhibitor (mindhárom Life Technologies Hungary Kft.) segítségével GeneAmp 

PCR System 2400 DNA Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, Egyesült 

Államok) készülékkel reverz transzkripciót (RT) végeztünk. Az így kapott cDNS mintából, 

GoTaq® DNS Polimeráz, 5X színtelen GoTaq® reakció puffer (mindkettő Promega, 

Madison, WI, Egyesült Államok), dNTP (10 mM; Life Technologies Hungary Kft.) és 

specifikus primerek (TRPC6, 86 bp, forward 5′- TCAATCTGGTGCCGAGTCCAAAGT -3′, 

reverz 5′- TTTATGGCCCTGGAACAGCTCAGA -3′; Integrated DNA Technologies, 

Leuven, Belgium) hozzáadásával ugyancsak a GeneAmp PCR System 2400 DNA Thermal 

Cycler (Applied Biosystems) készülékkel polimeráz láncreakciót (PCR) végeztünk az alábbi 

hőprofillal: 94°C 2 perc; majd 35 ismétléssel 94°C 30 mperc, 59°C 1 perc, 72°C 1 perc; és 

végül 72°C 7 perc. A kísérleteinkben belső kontrollként a gliceraldehid 3-foszfát-

dehidrogenáz (GAPDH, 322 bp, forward5′-AATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3′, reverz 5′- 

AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG-3′; Integrated DNA Technologies) gén kifejeződését 

vizsgáltuk. A PCR termékek elválasztása EZ-Vision (Amresco, Solon, OH, Egyesült 

Államok) DNS festék jelenlétében 1,5 %-os agaróz gélen történt, majd UV-fénnyel 
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megvilágítva KODAK Gel Logic 1500 Imaging System (Eastman Kodak Company, NY, 

Egyesült Államok) segítségével rögzítettük a jeleket. 

5.4 Kvantitatív valós idejű polimeráz láncreakció (Q-PCR) 

A podocyta minták teljes RNS tartalmát TRIzol reagens (Invitrogen) segítségével 

izoláltuk, majd annak 1 μg-jából kiindulva az előző fejezetben leírtak szerint reverz 

transzkripciót végeztünk. A kapott cDNS mintából 5’ nukleáz módszerrel és ABI Prism 7000 

Sequence Detection System (Applied Biosystems) segítségével kvantitatív valós idejű 

polimeráz láncreakciót végeztünk. Az amplifikáció TaqMan primerek és próbák (PKCα assay 

ID: Hs00176973_m1; PKCβ assay ID: Hs00176998_m1; PKCγ assay ID: Hs00177010_m1; 

PKCδ assay ID: Hs00178914_m1; PKCε assay ID: Hs00178455_m1; PKCζ assay ID: 

Hs00177051_m1; PKCη assay ID: Hs00178933_m1; PKCθ assay ID: Hs00234704_m1; 

PKCλ/ι assay ID: Hs00995854_m1; TRPV1 assay ID: Hs00218912_m1; TRPV2 assay ID: 

Hs00275032_m1; TRPV3 assay ID: Hs00376854_m1; TRPV4 assay ID: Hs00222101_m1; 

mind Applied Biosystems) alkalmazásával a TaqMan Universal PCR Master Mix protokoll 

(Applied Biosystems) szerint történt. Háztartási génként a gliceraldehid 3-foszfát-

dehidrogenáz (GAPDH; assay ID: Hs99999905_m1), a peptidil-prolil izomeráz A (ciklofillin 

A; PPIA; assay ID: Hs99999904_m1) és a β-aktin (ACTB; assay ID: Hs99999903_m1; 

mindhárom Applied Biosystems) transzkriptjeit mutattuk ki. Minden kísérletet három 

technikai ismétléssel végeztünk el. A génexpressziók relatív értékét minden esetben ΔCT 

módszerrel a megfelelő belső kontroll gén expressziós szintjére normalizálva határoztuk meg. 

A PKC izoenzimek vizsgálatakor a GAPDH szerepelt mint belső kontroll, míg a TRPV1-4 

csatornák esetében a GAPDH, a PPIA és a ACTB gének expressziós szintjének geometriai 

átlagával számoltunk. 

5.5 Immuncitokémia 

A podocytákat 6 lyukú tenyésztőedényben steril fedőlemezre szélesztettük 5000 

sejt/lyuk sűrűségben, és egy hétig inkubáltuk 37°C-on a terminális differenciáció eléréséhez. 

A 7. napon az immár differenciáltatott podocytákat tartalmazó lemezeket 5 percig 4°C-os 

acetonnal fixáltuk, majd 0,6% Triton-X-100-at (Sigma-Aldrich) tartalmazó foszfát pufferelt 

sóoldattal (PBS; 115 mM NaCl, 20 mM Na2PO4, pH 7.4; Sigma-Aldrich) permeabilizáltuk a 

sejteket 10 percig szobahőmérsékleten. Ezután a lemezeket háromszor mostuk PBS-sel, majd 

1% borjúszérum-albumint (BSA; Sigma-Aldrich) tartalmazó permeabilizáló oldattal 

blokkoltuk (30 perc, szobahőmérséklet) az esetleges aspecifikus kötőhelyeket. Újabb mosási 
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lépést követően a 2. táblázatban felsorolt elsődleges antitestek blokkoló oldattal történő 

megfelelő hígításaival egy éjszakán át 4°C-on inkubáltuk a sejteket. Másnap ismét háromszor 

mostuk a fedőlemezeket PBS-ben, majd 1:200 arányban blokkoló oldatban hígított 

fluoreszcein-izotiocianáttal (FITC) konjugált, a megfelelő faj ellen termeltetett másodlagos 

antitesttel (Alexa-Fluor®-488, Invitrogen) inkubáltuk egy órán át 4°C-on. A sejtmagokat 

propidium-jodid festéket tartalmazó fedőmédiummal (Vector Laboratories, Peterborough, 

Egyesült Királyság) tettük láthatóvá, majd Zeiss LSM 510 Meta konfokális mikroszkóppal 

(Zeiss, Oberkochen, Németország) képeket készítettünk. Negatív kontollként az elsődleges 

antitest elhagyásával festett lemezeket használtuk. 

A TRPV csatornákkal való jelölés pár lépésben különbözött. A fixálás 4% 

paraformaldehidet (Sigma-Aldrich) tartalmazó PBS-ben történt, a permeabilizáló és blokkoló 

oldatban a Triton-X-100 aránya 0,3% volt, valamint a sejtmag jelölésére DAPI (4′,6-

diamidino-2-fenilindol) festéket (Vector Laboratories) alkalmaztunk. 

2. táblázat: Az immuncitokémiához alkalmazott elsődleges antitestek összefoglalása 

Antitest Faj Hígítás Forgalmazó cég 

Podocin nyúl 1:1000 Abcam (Cambrige, Egyesült Királyság) 

Synaptopodin egér 1:100 Progen (Heidelberg, Németország) 

TRPC6 nyúl 1:50 Alomone Labs (Jerusalem, Izrael) 

TRPV1 egér 1:50 Novus Biologicals (Littleton, CO, Egyesült Államok) 

TRPV2 nyúl 1:100 Abcam (Cambrige, Egyesült Királyság) 

TRPV3 nyúl 1:100 Abcam (Cambrige, Egyesült Királyság) 

TRPV4 nyúl 1:50 Novus Biologicals (Littleton, CO, Egyesült Államok) 

5.6 Western blot 

A sejteket 96 mm átmérőjű Petri-csészékbe szélesztettük, majd egy részüket 33°C-on 

szaporítottuk tovább 90%-os konfluencia eléréséig, másik részüket pedig 37°C-os 

termosztátban egy hétig differenciáltattuk. Mintagyűjtéskor 60 μl proteáz inhibitor koktélt 

(1:100, Sigma-Aldrich) tartalmazó detergens mixben (50 mM TRIS HCl, 150 mM NaCl, 1 

(V/V)% Triton X-100, 1 (V/V)% Igepal CA 630, 0,5 (V/V)% nátrium deoxikolát; Sigma-

Aldrich) vettük fel a sejteket, majd szonikátorral ultrahangos feltárást végeztünk jégen. 

Ezután BSA hígítási sor (Sigma-Aldrich) és BCA Protein „Assay” (Pierce, Rockford, IL, 

Egyesült Államok) segítségével meghatároztuk a fehérjekoncentrációt, majd desztillált víz és 

nátrium-dodecil-szulfát (SDS) mintapuffer (10 V/V% glicerin, 2 V/V% SDS, 0,062 M Tris, 
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0,02 M ditiotreitol, 0,002 V/V% brómfenolkék és 5 V/V% β-merkaptoetanol; Sigma-Aldrich) 

hozzáadásával 1 mg/ml koncentrációjú mintákat készítettünk, melyeket 100°C-on 10 percig 

főztünk. Az így elkészített mintákból egységnyi mennyiséget (6 μg/lyuk) használva SDS 

poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) végeztünk 10%-os gélen (10% Mini Protean 

TGX gél, BioRad, Hercules, CA, Egyesült Államok) 100 V konstans feszültséggel. Az 

elválasztott fehérjéket Trans-Blot® Turbo™ (BioRad) készülék segítségével nitrocellulóz 

membránra (Trans-Blot® Turbo™ Midi Nitrocellulose Transfer Packs, BioRad) 

transzferáltuk (1,3 A 25 V, 7 perc). Ezt követően a szabad kötőhelyek blokkolására 5 (m/V)% 

tejporos PBS-ben 20 percig szobahőmérsékleten mostuk a membránt, majd 4°C-on egy 

éjszakán át inkubáltuk az elsődleges antitest (3. táblázat) megfelelő hígításával 5% tejporos 

PBS-ben. 

3. táblázat: Western blot technika során alkalmazott elsődleges antitestek összegzése 

Antitest Faj Hígítás Forgalmazó cég 

Podocin nyúl 1:100 Santa Cruz (Heidelberg, Németország) 

Synaptopodin egér 1:100 Progen (Heidelberg, Németország) 

TRPC6 nyúl 1:500 Alomone Labs (Jerusalem, Izrael) 

PKCα nyúl 1:100 Biomol Res Lab (Plymouth Meeting, PA, Egyesült Államok) 

PKCβ1 nyúl 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

PKCβ2 nyúl 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

PKCγ nyúl 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

PKCδ nyúl 1:100 Biomol Res Lab (Plymouth Meeting, PA, Egyesült Államok) 

PKCε nyúl 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

PKCζ nyúl 1:100 Biomol Res Lab (Plymouth Meeting, PA, Egyesült Államok) 

PKCη nyúl 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

PKCθ nyúl 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

PKCλ/ι nyúl 1:50 Santa Cruz (Heidelberg, Németország) 

TRPV1 kecske 1:100 Santa Cruz (Heidelberg, Németország) 

TRPV2 nyúl 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

TRPV3 nyúl 1:200 Alomone Labs (Jerusalem, Izrael) 

TRPV4 nyúl 1:100 Alomone Labs (Jerusalem, Izrael) 

β-aktin nyúl 1:1000 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesült Államok) 

 

Másnap 30 perces 0,1 V/V% Tween 20-at tartalmazó PBS-ben (PBST; Sigma-

Aldrich) történő mosást követően torma-peroxidázzal konjugált, 1:1000-ben 5% tejporos 

PBS-ben hígított másodlagos antitesttel (BioRad) inkubáltuk a membránt szobahőmérsékleten 
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egy órán át. Ismételt PBST oldatos mosást követően kemilumineszcens SuperSignal® West 

Pico Chemiluminescent Substrate-Enhanced Chemiluminescence kittel (Pierce) tettük 

láthatóvá az immunjeleket, melyeket LAS-3000 Intelligent Dark Box (Fuji, Tokió, Japán) és 

KODAK Gel Logic 1500 Imaging System (Eastman Kodak Company) gél dokumentáló 

rendszerrel rögzítettünk. A kemiluminescens jelek intenzitását az optikai denzitás 

meghatározásával számszerűsítettük a KODAK Molecular Imaging Systems (KODAK) 

szoftversegítségével. 

5.7 Az intracelluláris kalciumszint vizsgálata 

A differenciáltatott podocyták kalciumszintjének változásait kétféle módszerrel 

vizsgáltuk: egyedi sejteken, illetve többsejtes elrendezésben sejtcsoportokon is végeztünk 

méréseket. A mérőrendszerek különböztek, viszont a mérések alapelve mindkét esetben 

hasonló volt. A sejtek kalciumszintjének érzékelésére fluoreszcens kalcium érzékeny Fura-2 

és Fluo-4 festékeket alkalmaztunk. Ezek a festékek a hozzájuk kapcsolt acetoxi-metilészter 

(AM) csoport révén bejutnak a sejtbe, majd nem-specifikus észterázok lehasítják az AM 

csoportot, és a szabaddá vált festékmolekula szabad Ca
2+

-okat köt. A Fura-2 festék esetében a 

Ca
2+

-okat kötött és nem kötött festékmolekula gerjesztési maximuma eltér, így két 

megfelelően választott hullámhosszon gerjesztve a sejteket, az emittált fluoreszcens fény 

intenzitásának hányadosából következtethetünk az intracelluláris Ca
2+

-szint változásaira. A 

Fluo-4 festék esetében pedig a Ca
2+

-okat kötő festékmolekulának nő a fluoreszcencia 

intenzitása. 

5.7.1 Fluorimetriás [Ca
2+

]IC mérése egysejtes elrendezésben 

A differenciáltatott podocyták [Ca
2+

]IC-jának mérését egyedi sejteken a Photon 

Technology International (PTI) Delta Scan
TM

 rendszer (Photon Technology International, 

New Brunswick, NJ, Egyesül Államok) segítségével határoztuk meg. A proliferáló 

podocytákat 24 lyukú tenyésztő lemezeken 5000 sejt/lyuk sűrűségben fedőlemezre 

szélesztettük, majd egy hétig „nem-permisszív” közegben tenyésztve differenciáltattuk 

azokat. A mérés napján (7. nap) a fedőlemezeket 10 μM Fura-2 AM (Invitrogen) festékkel 

37°C-on egy órán át inkubáltuk. A tápoldatot neosztigminnel (Sigma-Aldrich) egészítettük ki, 

mely gátolja az extracelluláris észterázokat. Ezt követően lecseréltük a tápoldatot normál 

Tyrode oldatra (NTY; 137 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 11,8 mM 

HEPES, 1 g/l glükóz; pH 7,4; mind Sigma-Aldrich), hogy a sejtek adaptálódhassanak, és 

kialakuljon az equilibrium (szobahőmérséklet, legalább 30 perc). A festékkel töltött sejteket 
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tartalmazó tárgylemezt egy speciális mérőkádban invertáló fluoreszcens mikroszkóp 

(Diaphot; Nikon, Tokió, Japán) tárgyasztalára helyeztük, és a mérés alatt folyamatos perfúziót 

végeztünk NTY oldattal egy külső perfúziós rendszer segítségével. A mérőanyagokat 250 

μm-es belső átmérőjű lokálperfúziós kapilláris tű (Perfusion Pencil
TM

; AutoMate Scientific 

Inc., San Francisco, CA, Egyesült Államok) és perfúziós rendszer (Valve Bank
TM

 8 version 

2.0, AutoMate Scientific, Inc., Berkeley, CA, Egyesült Államok) segítségével 0,35 ml/perces 

sebességgel a kiválasztott sejtre adagoltuk. A gerjesztő hullámhosszt kettős hullámhosszú 

monokromátorral (Delta Scan
TM

 rendszer) a Fura-2 két állapotának megfelelően 340 nm 

(szabad molekula) és 380 nm (Ca
2+

-t kötő molekula) között váltogattuk, majd az emissziót 

510 nm-es hullámhosszon fotoelektron-sokszorozóval detektáltuk 10 Hz-es mintavételi 

gyakorisággal. Az [Ca
2+

]IC-t a 340 (F340) és 380 (F380) nm-es hullámhosszokon mért 

fluoreszcencia intenzitások hányadosából (R=F340/F380) számítottuk ki az alábbi képlet 

segítségével (Grynkiewicz és mtsai, 1985):  

[Ca
2+

]IC = KD*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(F380[0]/F380[Ca
2+

]) 

Az egyenlet állandó paramétereit (KD – disszociációs konstans; Rmin, Rmax, - minimális és 

maximális fluoreszcencia hányadosok; F380[0]/F380[Ca
2+

] – Ca
2+

-mentes közegben és telítő 

Ca
2+

-koncentráció mellett 380 nm extinkcós hullámhosszon mért fluoreszcencia intenzitások 

hányadosa) előzetes kalibrációs kísérletekben határoztuk meg. 

5.7.2 Fluorimetriás [Ca
2+

]IC mérése többsejtes elrendezésben 

A differenciáltatott podocyták intracelluláris Ca
2+

-szintjének változását többsejtes 

elrendezésben kétféle készülékkel követtük nyomon. A 5. ábrán bemutatott kísérletet a 

FlexStation II
384

, míg az összes többi kísérletet az újabb FlexStation 3 fluoreszcens microplate 

olvasó készülék (mindkettő Molecular Devices, Sunnyvale, CA Egyesült Államok) 

segítségével végeztük. A differenciálódási protokollnak megfelelően a 96 lyukú lemezre 

20000 sejt/lyuk sűrűségben kirakott sejteket egy hétig 37°C-on tenyésztettük. A mérés napján 

Hank oldatban (136.8 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.34 mM Na2HPO4, 0.44 mM KH2PO4, 0.81 

mM MgSO4, 1.26 mM CaCl2, 5.56 mM glucose, 4.17 mM NaHCO3, pH 7.2, mind Sigma-

Aldrich) mostuk a sejteket, melyet 1% BSA-val és 2,5 mM probeneciddel (Life Technologies 

Magyarország Kft.) egészítettünk ki. A probenecid elősegíti a festékmolekula sejtben 

maradását, mivel gátolja az anion transzportereket. Ezután 1 μM Fluo-4 AM (Life 

Technologies Magyarország Kft.) festéket tartalmazó Hank oldattal 30 percig inkubáltuk a 

sejteket 37°C-on. Mindeközben a kezelőanyagokat a korábban elkészített 1000-szeres 

koncentrációjú törzsoldatokból hígítottuk Hank oldatban, majd kimértük egy 96 lyukú 
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tenyésztőedény megfelelő helyeire. A 30 perc elteltével háromszori mosást követően 100 µl 

Hank oldattal további 20 percig inkubáltuk a sejteket 37°C-on. Ezután következett a mérés, 

mely minden esetben 300 másodpercig tartott. A 40. másodpercben az agonistákat, majd a 

240. másodpercben pozitív kontrollként ATP-t (VWR International Kft., Debrecen, 

Magyarország) mértünk a sejtekhez, hogy ellenőrizzük a sejtek válaszadási képességét. 

Azoknál a kísérleteknél, ahol valamilyen antagonistával végeztünk előkezeléseket, az utolsó 

lépésben kimért 100 µl Hank oldat tartalmazta az inhibitort megfelelő koncentrációban. 

Annak megállapítására, hogy az agonista hatására létrejövő Ca
2+

-szint-emelkedés nem az 

intracelluláris kalcium raktárakból, hanem a sejtfelszíni csatornák nyításának 

következményeként az extracelluláris térből származik, a kísérleteket elvégeztük alacsony 

kalciumtartalmú közegben is. Ebben az esetben a Hank oldathoz nem adtunk CaCl2-ot, hanem 

azzal ekvimoláris mennyiségű glükózzal egészítettük ki. A mérés során a 494 nm excitációs 

és 516 nm emissziós hullámhosszok mellett detektáltuk a fluoreszcens jeleket, majd F1/F0 

összefüggésben ábrázoltuk, ahol F0 az agonista adagolása előtti alapvonal átlagos 

fluoreszcencia intenzitása, illetve F1 a kezelést követő aktuális fluoreszcencia intenzitás. 

5.7.3 Hőstimuláció 

A podocytákat 35 mm átmérőjű Petri-csészékben tenyésztettük, és differenciáltattuk 

egy hétig. A mérés napján 1 µM Fluo-4 AM festékkel töltöttük a sejteket, majd 300 µl 

szobahőmérsékletű normál pufferrel (Hank oldat: 136.8 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.34 mM 

Na2HPO4, 0.44 mM KH2PO4, 0.81 mM MgSO4, 1.26 mM CaCl2, 5.56 mM glucose, 4.17 mM 

NaHCO3, pH 7.2, mind Sigma-Aldrich) Olympus IX83 invertáló fluoreszcens mikroszkóp 

(Olympus, Tokió, Japán) tárgyasztalára helyeztük a Petri-csészét. A sejtekről 9 

másodpercenként képet készítettünk, autofókusz módban. A mérés során 1 ml 50°C-ra 

előmelegített puffert pipettáztunk a sejtek közvetlen környezetébe. Tekintve a kis térfogatot, a 

puffer oldat hőmérséklete a sejtekhez érve 40-45°C körüli lehetett. Kontroll esetben 

szobahőmérsékletű puffer oldatot adagoltunk a sejtekre. 

5.8 Patch-clamp mérés 

A podocytákat 35 mm átmérőjű Petri-csészében differenciáltattuk, majd teljes sejtes 

elrendezésben Axopatch 1.D erősítő és Clampex 10.2 szoftver (Molecular Devices) 

segítségével vizsgáltuk a GSK1016790A kezelés elektrofiziológiai hatásait. A mérés során a 

külső oldat 150 mM NaCl-ot, 6 mM CsCl-ot, 5 mM CaCl2-ot, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES-

t (4-[2-hidroxietil]-1-piperazin-etánszulfonsav) és 10 mM glükózt (mind Sigma-Aldrich) 



34 

 

tartalmazott, pH-ját NaOH-dal 7,4-re állítottuk be. A pipettákban lévő oldat 100 mM 

aszpartát, 20 mM CsCl, 1 mM MgCl2, 0,08 mM CaCl2, 4 mM Na2ATP, 10 mM EGTA és 10 

mM HEPES összetevőkből állt (mind Sigma-Aldrich), melynek 7,2-es pH-ját CsOH 

hozzáadásával értük el, így a pipettaoldat Cs-aszpartát végkoncentrációja hozzávetőlegesen 

100 mM volt. A kísérlet alatt 0 mV tartópotenciál mellett mértük a transzmembrán áramokat, 

2 másodpercenként 400 ms-os ciklushosszal -120 és +100 mV között változtatva a 

membránpotenciált. 

5.9 RNS interferencia (RNSi) 

A podocytákat 60 mm átmérőjű Petri-csészékbe (100000 sejt/csésze) és a fluoreszcens 

kalciumszint mérésekhez 96 lyukú lemezekre (20000 sejt/lyuk) szélesztettük, majd egy hétig 

tenyésztettük 37°C-os termosztátban. A 7. napon a differenciáltatott sejteken lecseréltük a 

tápoldatot friss médiumra, majd szérummentes Optimem (Invitrogen) oldat felhasználásával 

40 nM humán TRPV3 specifikus, duplaszálú kis interferáló RNS (siRNS) 

oligonukleotidokkal (Stealth RNAi, Invitrogen, ID: HSS136315) transzfektáltuk 

Lipofectamine
TM

 RNAiMAX transzfekciós reagens (Invitrogen) segítségével. A kísérletben 

kétféle kontroll csoportot alkalmaztunk: a transzfekció negatív kontrolljaként a scrambled 

siRNS elnevezéssel illettük azt a sejtcsoportot, melyet Stealth RNAi Negative Control 

(Invitrogen) duplaszálú siRNS-sel transzfektáltunk, ami semmilyen ismert mRNS 

szekvenciájával nem mutat homológiát; a kontroll csoportot pedig csak OptiMem 

mediummal, transzfekciós reagenssel, illetve a megfelelő oldószerekkel kezeltük. A 

transzfekciót követően 48 óra elteltével a Petri-csészékben lévő sejtekből RNS mintát 

készítettünk, és Q-PCR technikával ellenőriztük a transzfekció hatékonyságát, illetve a 96 

lyukú lemezeken elvégeztük a fluoreszcens kalciumszint méréseket. 

5.10 Stabil plazmid DNS transzfekció 

A TRPC6-ot overexpresszáló HEK293 sejteket Lipofectamin
TM

 2000 transzfekciós 

reagens (Life Technologies Magyarország Kft.) segítségével transzfektáltuk a gyártó ajánlása 

szerint. A humán TRPC6-ot tartalmazó vektort (EX-U0193-M09) kollaborációs 

partnerünktől, Kedei Noémitől (National Institutes for Health, Bethesda, MD, Egyesült 

Államok) kaptuk. 

A HEK293 sejteket 35 mm átmérőjű Petri-csészében tenyésztettük, majd 70-80%-os 

konfluencia elérésekor a tápoldatot lecseréltük szérummentes OptiMem médiumra 

(Invitrogen), majd 12 µg plazmid DNS-t és 30 µl Lipofectamin
TM

 2000 reagens (Life 
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Technologies Magyarország Kft.) mértünk a sejtekre. 3 és fél óra elteltével a médiumot 

lecseréltük szelektáló tápoldatra, mely a normál tápoldattól annyiban különbözött, hogy 750 

µg/ml geneticint (Life Technologies Magyarország Kft.) is tartalmazott. 

A szelektált sejteket 500 µg/ml geneticint tartalmazó tápoldatban tenyésztettük tovább, 

majd RNS és fehérjemintát készítettünk hagyományos PCR és Western blot kísérletekhez. 

5.11 Tranziens plazmid DNS transzfekció 

Munkánk során a TRPV csatornák kimutatására használt antitestek specificitásának 

ellenőrzésére a csatornákat tranziensen overexpresszáló HEK293T sejtvonalakat hoztunk 

létre. A humán TRPV1-et pCAGGSM2-IRES-GFP-R1R2 vektor, míg a TRPV2, TRPV3 és 

TRPV4 izoformákat pCINeoIRES-GFP vektorok segítségével juttatuk be a sejtekbe, melyeket 

Prof. Thomas Voets (Laboratory of Ion Channel Research, KU Leuven, Leuven, Belgium) 

bocsátott a rendelkezésünkre. 

A HEK293T sejteket 96 mm átmérőjű Petri-csészékben szaporítottuk, majd 50-60%-

os konfluenciánál TransIT-293 transzfekciós reagens (MirusBio, Madison, WI, Egyesült 

Államok) segítségével transzfektáltuk. 36 µl TransIT-293 reagenst és 12 µl plazmid DNS-t 

600 µl szérummentes OptiMem médiumban (Invitrogen) elegyítettünk, majd a keveréket 20 

perc inkubáció után óvatosan a sejtekre mértük. A transzfekció után 48 órával összegyűjtöttük 

a sejteket, és fehérjemintát készítettünk a Western blot kísérletekhez. 

5.12 Statisztikai analízis 

Mérési adataink feldolgozását OriginPro 8.6 szoftverrel (OriginLab Corporation, 

Northampton, MA, Egyesült Államok) végeztük. Eredményeinket átlag±SEM formában adtuk 

meg. A dózis-hatás összefüggések vizsgálata során logisztikus dózis-hatás görbéket 

illesztettünk az alábbi egyenlet felhasználásával: 

y = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)^p) 

Az egyenlet számított paraméterei: A1: kiindulási, minimális érték (ymin), A2: végső, 

maximális érték (ymax), x0: középérték (EC50) és p a számított kitevő. 

A statisztikai analízist részben OriginPro 8.6 (OriginLab Corporation), részben IBM 

SPSS Statistics 23.0 (IBM, Armonk, NY, USA) szoftver segítségével végeztük. A statisztikai 

analízishez két csoport összehasonlítása esetén Student-féle 2-oldalú t-próbát alkalmaztunk, 

több csoport átlagait pedig egyutas variancia analízissel (ANOVA) és Bonferroni, vagy 

Dunnett post-hoc tesztek segítségével hasonlítottuk össze, p<0,05 szignifikancia szintek 

mellett. 
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6 EREDMÉNYEK 

6.1 A humán podocyták in vitro differenciációjának igazolása  

Mivel a podocyták differenciáltatása in vitro körülmények között kritikus lépés, ezért a 

kísérletek megkezdése előtt az általunk alkalmazott differenciáltatási protokoll hatékonyságát 

ellenőriztük. Ahogy az „Anyagok és módszerek” fejezetben ismertettük, a sejteket hét napig 

„nem-permisszív” közegben, azaz 37°C-on tenyésztettük a differenciált állapot eléréséhez. Az 

érési folyamat során a podocyták morfológiai és molekuláris változásokon mennek keresztül: 

a megnövekedett sejttest arborikus alakot vesz fel, lábnyúlványokat fejlesztenek, illetve 

magas szinten expresszálják az érett podocytákra jellemző markereket, mint például a 

podocyta-specifikus podocin membránfehérjét és az aktinhoz kötődő synaptopodin fehérjét 

(Saleem és mtsai,2002; Mundel és mtsai, 1997). 

8. ábra: Az in vitro differenciáltatott humán podocyták expresszálják a podocin és a synaptopodin fehérjéket 

A: A podocyta marker podocin és a differenciálódási marker synaptopodin kifejeződését fehérje-specifikus 

elsődleges és HRP-konjugált másodlagos antitestek alkalmazásával Western blot technikával mutattuk ki 

különböző konfluenciájú (Pre: prekonfluens; Poszt: posztkonfluens) és differenciáltatott (Diff) podocyta 

tenyészetekben. Belső kontrollként a β-aktin fehérje jelenlétét vizsgáltuk. B: További megerősítésként 

immuncitokémiai festést végeztünk a differenciált sejteken podocin/synaptopodin-specifikus primer és FITC-

konjugált másodlagos antitestestekkel (zöld jelölődés). A sejtmagot propidium-jodiddal festettük pirosra. Negatív 
kontrollként (NK) a primer antitest elhagyásával festett negatív metszeteket alkalmaztuk. Méretvonal: 50 μm; 

nagyítás: 400x 

 

Azért, hogy biztosak lehessünk abban, hogy a tenyésztési protokollt követve valóban 

differenciáltatott podocyta sejteket kaptunk, ellenőriztük az említett fehérjék jelenlétét a 
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sejtekben. Mind a Western blot technika (8. A ábra), mind az immuncitokémiai festés (8. B 

ábra) igazolta, hogy az általunk differenciáltatott sejtek expresszálják a két keresett marker 

fehérjét, tehát elmondható, hogy a differenciáltatás sikeres volt. 

6.2 A TRPC6 funkcionálisan aktív formában expresszálódik 

differenciáltatott humán podocytákon 

Irodalmi adatok alapján ismert, hogy a podocytákon megtalálható a TRPC6 (Reiser és 

mtsai, 2005), ezért következő lépésként ellenőriztük, hogy az általunk tenyésztett sejtek 

expresszálják-e az ioncsatornát. Ehhez először a kísérleteinkben alkalmazott TRPC6 antitest 

specificitását vizsgáltuk, ezért létrehoztunk egy TRPC6-ot overexpresszáló HEK293 

sejttenyészetet (HEK293-TRPC6). A HEK293 egy olyan humán embrionális vese sejtvonal, 

melyet általánosan használnak transzfekciós kísérletekhez könnyű kezelhetősége miatt, ezért 

mi is ezzel a sejtvonallal dolgoztunk. A TRPC6-ot tartalmazó vektort kollaborációs 

partnerünk, Kedei Noémi (National Institutes for Health, Bethesda, MD, Egyesült Államok) 

készítette, és bocsátotta rendelkezésünkre. A sejtek transzfekcióját liposzóma segítségével 

végeztük el Lipofectamine
TM 

2000 reagens alkalmazásával. A TRPC6-ot expresszáló sejteket 

a tápoldathoz adott geneticin segítségével szelektáltuk, kihasználva a vektorban található 

neomicin rezisztencia gén kifejeződését. Az overexpresszió tényét hagyományos RT-PCR-val 

és Western blottal ellenőriztük. A 9. ábra mutatja, hogy a HEK293-TRPC6 sejtek markánsan 

expresszálják mind a TRPC6-ot kódoló transzkriptet (9. A ábra), mind a TRPC6 fehérjét (9. B 

ábra). Ezzel az eredményünkkel igazoltuk, hogy az általunk alkalmazott TRPC6 antitest 

TRPC6-ra specifikus, így megerősítettük azt az állításunkat, hogy a humán podocyták 

expresszálják a TRPC6 fehérjét.  

Ezt követően a podocytákon vizsgáltuk a TRPC6 kifejeződését. A TRPC6 mRNS 

szintű kimutatásához hagyományos RT-PCR technikát alkalmaztunk, mely igazolta, hogy a 

nem-differenciáltatott és a differenciáltatott humán podocyták egyaránt expresszálják a 

TRPC6 gént (10. A ábra). Western blottal és immuncitokémiával végzett fehérje szintű 

vizsgálataink egybehangzóan megerősítették a TRPC6 jelenlétét mindkét sejttenyészetben 

(10. B és C ábra). 
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9. ábra: TRPC6 expresszió TRPC6-ot overexpresszáló HEK293 sejteken 

Nem-transzfektált, kontroll HEK293 tenyészetből és transzfektált HEK293-TRPC6 sejtekből RNS és 

fehérjemintát készítettünk. A: Hagyományos RT-PCR-ral mRNS szinten, B: Western blot technikával pedig 

fehérje szinten kimutattuk, hogy a transzfektált HEK293-TRPC6 sejtek magasabb szinten expresszálják a 

TRPC6-ot. Az RT-PCR méréseinkben a glicerinaldehid-3-foszfát dehidrogenázt (GAPDH), míg a Western 

blottnál a β-aktint használtuk belső kontrollként. NTK: non-templát kontroll, ahol a minta nem tartalmazott 

templát cDNS-t. 

 

 

10. ábra: A TRPC6 kifejeződése differenciáltatott humán podocytákon 

A: A TRPC6 mRNS szintű expresszióját hagyományos RT-PCR technikával mutattuk ki nem-differenciáltatott 

(nDiff) és differenciáltatott (Diff) podocyta tenyészetekből származó mintákban. Háztartási génként a 

gliceraldehid-3-foszfát dehidrogenázt (GAPDH) detektáltuk. NTK: templát cDNS nélküli kontroll. B: A TRPC6 

fehérje szintű vizsgálatához Western blot analízist végeztünk ugyancsak nem-differenciáltatott és 
differenciáltatott tenyészeteken. Kontrollként a β-aktin fehérjét jelöltük. C: Immuncitokémiával is megerősítettük 

a TRPC6 fehérje szintű megjelenését differenciáltatott humán podocytákban, specifikus primer és FITC-

konjugált másodlagos antitest (Alexa-Fluor®-488, zöld) alkalmazásával. A sejtmagot propidium-jodiddal 

festettük (piros). NK: negatív kontroll az elsődleges antitest elhagyásával készült festés. Kalibráció: 50 μm; 

nagyítás: 400x 
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Következő lépésben a humán podocytákon kifejeződő TRPC6 csatorna 

funkcionalitását vizsgáltuk. Mivel a csatorna Ca
2+

-ra permeabilis, Fluo-4 festék 

alkalmazásával fluoreszcens Ca
2+

-méréseket végeztünk (11. ábra) az „Anyagok és 

módszerek” részben bemutatott többsejtes elrendezésben differenciáltatott podocytákon. A 

sejteket Fluo-4 festékkel töltöttük egy órán át, majd a FlexStation II384 félautomata pipettázó 

robot és egyben spektrofluoriméter használatával valós idejű Ca
2+

-szint-mérést végeztünk.  

11. ábra: A TRPC6 ioncsatorna funkcinálisan aktív differenciáltatott humán podocytákon 
A: A TRPC6 csatorna aktivációjának vizsgálatára fluorimetriás intracelluláris Ca2+-mérést végeztünk többsejtes 

elrendezésben. A nyíllal jelzett időpontban növekvő koncentrációban OAG-t adagoltunk a sejtekhez, mely 

dózisfüggő intracelluláris Ca2+-szint-emelkedést eredményezett. B: Megismételve a kísérletet csökkentett Ca2+-

tartalmú közegben a Ca2+-válasz elmaradt. C: A B panelen látható mérések statisztikai elemzése. N=3, 

átlag±SEM, ***p<0,001 

 

Kísérleteinkben OAG-ot alkalmaztunk, ami egy olyan DAG analóg, mely az 

irodalomban általánosan elfogadott TRPC6 aktivátorként (Hofmann és mtsai, 1999). A mérési 

protokoll alapján a 40. másodpercben különböző koncentrációjú OAG-ot pipettáztunk a 

sejtekre, majd a 240. másodpercben a sejtek válaszkészségét ellenőrizendő ATP-t adagoltunk. 

Munkánk során csak azokat a méréseket tekintettük relevánsnak, ahol a sejtek a mérés végén 

ATP hatására Ca
2+

-választ produkáltak (ezt nem mutatjuk az ábrákon). Az OAG a 

differenciáltatott podocytákon intracelluláris Ca
2+

-szint-emelkedést váltott ki, melyet a Fluo-4 
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festék fluoreszcencia intenzitásának növekedése jelzett. Különböző koncentrációban 

alkalmazva az aktivátort, a kialakult Ca
2+

-válasz dózisfüggőnek bizonyult (11. A ábra). 

Megismételtük a kísérletet az OAG egy kiválasztott koncentrációjával alacsony Ca
2+

-tartalmú 

közegben, és azt tapasztaltuk, hogy az OAG által kiváltott Ca
2+

-szint-emelkedés teljes 

mértékben elmaradt (11. B és C ábra). Ez arra utal, hogy az aktivátor alkalmazásakor 

sejtfelszíni csatorna nyílik, így az általunk mért intracelluláris Ca
2+

-szint-emelkedést a külső 

térből beáramló Ca
2+ 

hozza létre. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a Ca
2+

-jel kialakításában 

feltehetően a sejtfelszíni TRPC6 csatorna vesz részt. A 11. C ábra mutatja a kapott 

eredmények statisztikai elemzését, ahol az oszlopdiagramok az ismétlések során kapott 

csúcsértékekből számolt átlagokat mutatják. 

6.3 Számos PKC izoforma megtalálható differenciáltatott humán 

podocytákon 

Számos irodalmi adattal rendelkezünk arra vonatkozóan, hogy a PKC rendszer 

különböző TRP csatornákat szabályoz, beleértve a TRPC6 ioncsatornát is (Shi és mtsai, 

2004). Ismert, hogy a TRPC6-ot overexpresszáló HEK293 sejteken a PKC rendszer negatívan 

regulálja a TRPC6 működését (Bousquet és mtsai, 2010), ezért felvetődött a kérdés, hogy 

ugyanez a hatás érvényesül-e humán podocytákon expresszálódó natív TRPC6 fehérjén.  

12. ábra: PKC izoenzimek mRNS szintű expressziója nem-

differenciáltatott és differenciáltatott podocytákon 

Nem-differenciáltatott (nDiff) és differenciáltatott (Diff) podocyta 

tenyészetekből RNS-t izoláltunk, majd reverz transzkripciót 

követően valós idejű PCR technikával vizsgáltuk a PKC izoenzimek 

jelenlétét. A diagramokon a belső kontrollként alkalmazott GAPDH 

expressziós szintjére normálva adtuk meg az értékeket. N=3, 

átlag±SEM 
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Munkánk következő lépésében meghatároztuk a PKC izoformák mintázatát az 

általunk differenciáltatott humán podocytákból származó mintákon. Elsőként Q-PCR 

technikát alkalmaztunk az izoenzimek mRNS szintű kimutatásához. Méréseink azt mutatják, 

hogy a klasszikus családba tartozó PKCα és -γ; a novel PKCδ, -ε, -η és -θ; valamint az 

atípusos PKCζ expresszálódik humán podocytákon (12. ábra). Kísérleteinkben a PKCβ 

expressziója nem érte el a detekciós küszöböt, a PKCλ/ι vizsgálatára pedig nem volt 

lehetőségünk.  

További vizsgálatokat végeztünk Western blottal, mely kísérletek megerősítették a Q- 

PCR-val kapott eredményeinket, sőt azon túlmenően sikerült kimutatnunk fehérjeszinten a 

PKCβ1 és -β2 izoformák jelenlétét (13. ábra). A PKCλ/ι kimutatására rendelkezésünkre állt 

megfelelő antitest, viszont nem tapasztaltunk jelölődést (az eredményt nem mutatjuk). 

Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy a PKC rendszer minden izoformája, a PKCλ/ι 

kivételével, expresszálódik differenciáltatott humán podocytákon. 

13. ábra: PKC rendszer legtöbb eleme kifejeződik fehérje szinten differenciáltatott humán podocytákon 

Differenciáltatott podocyta tenyészetekből előállított fehérjemintákban Western blot technika segítségével 

meghatároztuk a különböző PKC izoenzimek fehérjeszintű expresszióját. Kísérleteinkben a β-aktin fehérjét 

alkalmaztuk kontrollként. 

 

6.4 A PKC rendszer endogén aktivitása tónusos gátlást fejt ki a TRPC6 

csatornára 

Következő lépésben arra kerestük a választ, hogy a kimutatott PKC izoenzimek 

endogén aktivitása hatást gyakorol-e a TRPC6 csatorna működésére. Ennek kiderítésére 

fluorimetriás [Ca
2+

]IC-méréseket végeztünk egysejtes elrendezésben, melyekhez a sejteket 

Fura-2 fluoreszcens festékkel töltöttük, és kölünböző PKC inhibitorokat alkalmaztunk. 

Kísérleteinkben három gátlószert használtunk: a GF109203X-szet, mely a klasszikus és a 

novel csoportra egyaránt hatással van; a Gö6976-ot, a klasszikus család inhibitorát, illetve a 

PKCδ aktivitását gátló rottlerint.  
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14. ábra: A PKC inhibitorok növelik a TRPC6-mediált Ca
2+

-emelkedést differenciáltatott humán podocytákon 

Fluorimetriás [Ca2+]IC-mérés egysejtes elrendezésben. A: Kontroll esetben nem történt előkezelés. A mérés 

során a vonallal jelzett időpontban 200 μM OAG-ot adtunk a sejtekhez. B-D: Az általános PKC gátló 

GF109203X-szel (1 μM), a klasszikus PKC izoformákat blokkoló Gö6976-tal (1 μM), illetve a PKCδ inhibitor 

rottlerinnel (1 μM) 30 percig előkezeltük a sejteket, melyek így OAG hatására nagyobb mértékű választ 

produkáltak. E-F: Az A-D panelen bemutatott Ca2+-tranziensek statisztikai elemzése. E: a mérések 

amplitúdójának, míg F: a tranziensek maximális meredekségének elemzése. Átlag±SEM; az esetszám az 

oszlopokon jelölve; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 a kontroll esetben mért értékekhez képest 

 

A mérések napján a differenciáltatott sejteket 30 percig előkezeltük az egyes 

gátlószerekkel, majd a mérés megkezdését követően 200 µM OAG-ot adagoltunk a vizsgált 

sejt közelébe, így aktiválva a TRPC6-ot. Ahogy a 14. ábra mutatja, mindhárom inhibitor 

jelentősen növelte az OAG által kiváltott TRPC6-mediált Ca
2+

-választ. Ez alapján arra 
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következtethetünk, hogy a klasszikus és novel PKC izoenzimek fiziológiás körülmények 

között tónusos gátlást fejtenek ki a TRPC6 ioncsatornára. 

15. ábra: A forbol-12-mirisztát-13-acetát (PMA) gátolja a TRPC6 csatorna aktivitását humán podocytákban 

Fluorimetriás [Ca2+]IC-mérés egysejtes elrendezésben. A: Kontroll esetben nem történt előkezelés. A mérés 

során a vonallal jelzett időpontban 200 μM OAG-ot adtunk a sejtekhez. B: Az általános PKC aktivátor PMA-tal 

(1 μM) történő előkezelés hatására (30 perc) a TRPC6 aktivátor OAG adagolásakor (az ábrán vonallal jelzett) 

csak kismértékű Ca2+-szint-emelkedést tapasztaltunk. C-D A bemutatott Ca2+-jelek statisztikai elemzését mutatja. 

A mért Ca2+-jelek amplitúdója (C) és a tranziensek maximális meredeksége (D) átlag±SEM a különböző 
független mérésekben, ahol az esetszám az oszlopokon jelzett.*p<0,05 a kontrollhoz képest 

 

Mivel a PKC rendszer gátlása a TRPC6 csatorna fokozott aktivációját eredményezte, 

így megfogalmazódott bennünk az a kérdés, hogy ennek az ellenkezője, tehát a PKC rendszer 

aktivációjának fokozása befolyásolja-e a TRPC6 funkcionalitását. Ezért megvizsgáltuk, hogy 

a podocyták által expresszált PKC-k aktivációjának exogén fokozása milyen hatással van a 

TRPC6 csatorna működésére. Ehhez ismét Fura-2 festéket alkalmazva [Ca
2+

]IC-mérést 

végeztünk egysejtes elrendezésben. Kísérleteinkben a PKC rendszer stimulálásához az 

„általános” PKC aktivátor PMA-ot használtuk, mely a klasszikus és novel izoenzimeket 

egyaránt aktiválja. A korábbi mérési protokollnak megfelelően 30 percig előkezeltük a 

sejteket 1 µM PMA-tal, majd a mérés során 200 μM OAG-gal aktiváltuk a TRPC6 csatornát. 

Eddigi eredményeinkkel összhangban és a vártnak megfelelően a PKC rendszer aktiválása 

PMA-tal nagymértékben csökkentette az OAG által kiváltott TRPC6-mediált [Ca
2+

]IC-



44 

 

emelkedést (15. ábra). Ez az eredmény azt sugallja, hogy a klasszikus és novel PKC 

izoformák exogén stimulálása jelentősen gátolja a TRPC6 csatorna működését. 

Általánosan elfogadott, hogy a PKC izoformák aktivációját a fehérjék down-

regulációja követi, amely így az aktivációs folyamat indirekt jelzője (Papp és mtsai, 2003; 

Géczy és mtsai, 2012). Annak feltérképezésére, hogy a PMA kezelés hatására, mely PKC 

izoformák aktiválódása révén jön létre a TRPC6 csatorna gátlása, a differenciáltatott 

podocytákat 100 nM PMA-tal előkezeltük, majd vizsgáltuk a különböző PKC izoformák 

fehérjeszintű expresszióját Western blot technikával. A PMA nagymértékben csökkentette a 

klasszikus családba tartozó PKCα és a -β1 szintjét, valamint a Ca
2+

-inszenzitív novel PKCη 

expresszióját időfüggő módon (16. ábra). Érdekes módon a PKCβ2 expressziós szintje 30 perc 

elteltével csökkent, viszont hosszabb időtartamú kezelés hatására ez a csökkenés elmaradt. A 

többi PMA-szenzitív izoforma, illetve a PMA-inszenzitív PKCζ fehérjeszintű kifejeződése 

nem változott a kezelés hatására. Tehát a TRPC6 csatornára valószínűleg a PKCα, -β1, -β2 

,illetve a -η aktivációja lehet negatív hatással. 

 

16. ábra: A PKC izoenzimek aktivációjának vizsgálata differenciáltatott humán podocytákon 

A differenciáltatott humán podocyta tenyészeteket 100 nM PMA-tal előkezeltük, majd a jelzett időpontokban 

fehérje mintát készítettünk, és Western blot technikával vizsgáltuk a kezelés hatását a PKC izoenzimek 

fehérjeszintű kifejeződésére. A kontroll (0 perc) esetében nem végeztünk előkezelést. A megjelenő sávokat 
denzitometráltuk, majd az így kapott optikai denzitás (OD) értékeket a kezeletlen kontroll minta OD értékére 

normalizáltuk. Belső kontrollként a β-aktin fehérjét mutattuk ki. A bemutatott képek több kísérletből származó 

reprezentatív ábrák (n=3, kivéve a PKCα, -δ és -ε, ahol n=6, 4 és 4 az esetszám). 

 



45 

 

6.5 A PKC rendszer aktivációja csökkenti a TRPC6 ioncsatorna 

expresszióját differenciáltatott podocytákon 

Eddigi munkánk során azt tapasztaltuk, hogy az általunk létrehozott tenyészetekben a 

PKC rendszer akut aktivációja jelentősen csökkenti TRPC6 ioncsatorna működését. 

Glomeruláris mesangialis sejteken végzett kutatások ugyanakkor azt mutatják, hogy a PMA 

kezelés csökkenti a TRPC6 csatorna kifejeződését is (Graham és mtsai, 2011; Wang és mtsai, 

2013). Ezért megvizsgáltuk, hogy a PKC stimuláció PMA-tal befolyásolja-e a 

differenciáltatott podocytákon kifejeződő TRPC6 szintjét is. A korábban bemutatott módon 

100 nM PMA-tal 30 és 60 perces, illetve hosszabb időtartamú 24 órás kezelést végeztünk 

differenciáltatott podocytákon, majd az elkészített mintákban Western blottal vizsgáltuk a 

TRPC6 fehérje kifejeződését. Ahogy azt a 17. ábra mutatja a PKC rendszer aktiválása jelentős 

és időfüggő TRPC6 down-regulációt eredményezett. 

17. ábra: A PKC rendszer aktivációja csökkenti a TRPC6 fehérje expresszióját differenciáltatott podocytákban 

Különböző időtartamú PMA (100 nM) kezeléseket végeztünk differenciáltatott humán podocyta tenyészeteken, 

majd Western blot technikával elemeztük a TRPC6 ioncsatorna expresszióját. Az immunsávok optikai denzitását 

(OD) a kezeletlen 0 perces kontroll minta denzitásával hasonlítottuk össze. Belső kontrollként a β-aktin fehérjét 

mutattuk ki. n=3 

 

6.6 A differenciáltatott podocyták expresszálják a melegérzékeny TRPV1, 

TRPV2, TRPV3 és TRPV4 csatornákat 

Kevés irodalmi adat szól arról, hogy a glomerulusban lévő podocytákon milyen egyéb 

TRP ioncsatornák expresszálódnak, azok a TRPC6-hoz hasonlóan funkcionálisak-e, illetve 

részt vesznek-e a podocyták fiziológiás folyamatainak szabályozásában. Az ismert, hogy a 

vese tubulusokban a TRPV család hőérzékeny tagjai is kifejeződnek (Kassmann és mtsai, 

2013), azonban a Bowman-tok podocytáin eddig még nem vizsgálták jelenlétüket. Ezért 

kísérleteinket tovább folytatva megvizsgáltuk a meleg hőmérsékletre aktiválódó TRPV1-4 

csatornák jelenlétét az általunk differenciáltatott podocytákon. Elsőként Q-PCR technikával 

kimutatattuk, hogy mRNS szinten mind a négy ioncsatorna expresszálódik nem-
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differenciáltatott és differenciáltatott podocytákon is (18. ábra). Megfigyeléseink szerint a 

TRPV1 és a TRPV4 ioncsatornák magasabb, míg a TRPV2 és a TRPV3 alacsonyabb 

szinteken expresszálódnak. 

Az mRNS szintű méréseinket fehérje szintű vizsgálatok követték, a korábbiakhoz 

hasonlóan immuncitokémiát és Western blot technikát alkalmaztunk. Mindkét módszer 

megerősítette a csatornák jelenlétét. A TRPV2-4 csatornák intenzív jelölődést mutattak (19. 

B-D ábra), míg a TRPV1 csatorna esetében lényegesen halványabb festődést tapasztaltunk, de 

egyértelműen pozitív jelölődés látható a primer antitest elhagyásával készült negatív kontroll 

festéshez képest (19.A. ábra).  

18. ábra: A TRPV1-V4 csatornák kifejeződnek 

humán podocytákon 

Nem-differenciáltatott és differenciáltatott podocyta 

tenyészetekből RNS mintát készítettünk, majd reverz 

transzkripciót követően Q-PCR-t végeztünk. A mért 

értékeket a belső kontrollként használt ciklofilin A 

(PPIA) expresszióra normáltuk. N=3; átlag ±SEM 

A 

B 

C 
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19. ábra: A TRPV1-V4 ioncsatornák fehérje szinten expresszálódnak differenciáltatott humán podocytákon 

A-D: A TRPV1-V4 fehérjéket immuncitokémiával mutattuk ki, ehhez specifikus primer és fluoreszcensen jelölt 
(Alexa-Fluor®-488, zöld szín) másodlagos antitesteket használtunk. A sejtmagokat DAPI reagenssel jelöltük 

(kék szín). A negatív kontroll (NK) festések a specifikus primer antitest elhagyásával készültek. Méretvonal: 50 

μm; nagyítás: 600x 

 

A Western blot során használt antitestek specificitását az egyes TRPV csatornákat 

tranziensen overexpresszáló HEK293T sejtekből készült fehérje minták segítségével igazoltuk 

(20. A ábra). Az alkalmazott antitestek nem-differenciáltatott és differenciáltatott podocyta 

tenyészetekben egyaránt jelölték a keresett fehérjéket (20. B ábra), viszont nem minden 

esetben azonos molekulasúlynál. 

 

20. ábra: A TRPV1-V4 csatornák fehérje szintű expressziójának megerősítése humán podocytákon 

A: Western blot technikával teszteltük az alkalmazott specifikus primer antitestek szelektivitását a különböző 

TRPV csatornákat overexpresszáló HEK293T sejtvonalakon. B: Igazoltuk, hogy a TRPV1-V4 fehérjék 

kifejeződnek nem-differenciáltatott (nDiff) és differenciáltatott (Diff) humán podocyta tenyészetekben is. 

Kontrollként mindkét esetben a β-aktin fehérjét jelöltük a membránokon. HEK: nem transzfektált kontroll 

csoport, +hrV1/V2/V3/V4: az adott TRPV csatornát overexpresszáló HEK293T tenyészet 

D 

A 

B 
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A TRPV1 és a TRPV2 a podocytákban nagyobb molekulasúlynál festődött, illetve a 

TRPV3 antitest a TRPV3-at overexpresszáló HEK293T sejtekben több sávot is jelölt, de a 

podocytákban ezek közül csak egy jel volt detektálható. A TRPV4 esetében a specifikus 

antitest a TRPV4-et overexpresszáló HEK293T sejtekben az ioncsatornát a vártnak megfelelő 

molekulasúlynál festette, viszont a podocytákból készített mintákban ugyancsak egy markáns 

jel detektálható, de alacsonyabb molekula tömegnél. Összegezve a molekuláris szintű 

kimutatásainkat elmondható, hogy a differenciáltatott podocyták expresszálják a TRPV1-4 

csatornákat mRNS és fehérje szinten egyaránt. 

6.7 A podocyták reagálnak a hőmérséklet emelkedésére 

A TRPV1-4 fehérjék közös sajátossága, hogy a meleg hőmérséklet különböző 

tartományaiban aktívak, illetve Ca
2+

-ra nézve nagy a permeabilitásuk. Ezeket a 

tulajdonságokat kihasználva vizsgáltuk a csatornák aktivitását. A podocytákat 35 mm 

átmérőjű Petri-csészékbe szélesztettük, majd „nem-permisszív” közegben 7 napig 

tenyésztettük a differenciált állapot eléréséig. 

21. ábra: Hőstimuláció hatására nő a differenciáltatott humán podocyták intracelluláris Ca
2+

-szintje 

Fluo-4 fluoreszcens festékkel töltöttük a sejteket, majd előmelegített oldatot juttattunk a környezetükbe, melyre 

azok fluoreszcencia intenzitás-növekedéssel reagáltak. A: hőstimuláció előtt; B: hőstimuláció alatt; C: a B 

képen azonos színnel jelölt sejtek fluoreszcencia intenzitás-változásait mutatja hőstimuláció hatására; D: A 

kísérlet során lemért összes adat elemzése; Mann-Whitney U-teszt, *p<0,05, átlag±SD  
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A mérés napján Ca
2+

-érzékeny fluoreszcens Fluo-4 festékkel töltöttük a sejteket 30 

percig, ezután Olympus IX83 invert mikroszkóp és Xcellence Pro live cell imaging program 

segítségével rögzítettük a fluoreszcencia intenzitás változásait. A mérés megkezdésekor a 

környezeti hőmérséklettel megegyező hőmérsékletű pufferben tartottuk a sejteket, így 

rögzítettük az alapvonalat, majd kb. 45-50°C-ra melegített puffer 1:1 arányban történő 

hozzáadásával hőstimulációt végeztünk. Az 21. ábra képei reprezentálják a hőstimuláció 

hatását, melyeken jól látható, hogy a sejtek reagáltak a hőmérsékleti ingerre, mivel a kontroll 

(21. A ábra) esethez képest nőtt a Fluo-4 festék fluoreszcencia intenzitása (21. B ábra). Ezek a 

kísérleteink megmutatták, hogy a differenciáltatott podocyták érzékenyek a meleg 

hőmérsékletre, ami a hőérzékeny TRPV csatornák funkcionalitására utalhat. 

A méréseink során alkalmazott hőstimuláció nem elég specifikus ahhoz, hogy 

pontosan azonosítani tudjuk, melyek azok a csatornák, amelyek ebben a válaszban szerepet 

játszanak. Ezért további kísérleteket végeztünk a TRPV1-4 csatornákat egyesével vizsgálva, 

specifikus agonisták és antagonisták alkalmazásával. 

6.8 A TRPV1 ioncsatorna funkcionálisan nem aktív differenciáltatott 

podocytákon 

A TRPV1 funkcionalitásának elemzésére fluorimetriás Ca
2+

-mérést végeztünk 

többsejtes elrendezésben. A podocytákat differenciáltatás után Fluo-4 festékkel töltöttük, 

majd a Ca
2+

-szint-mérés során a 40. másodpercben kapszaicint adagoltunk a sejtekhez, mely a 

TRPV1 potens és specifikus aktivátora. Jól látható, hogy a kapszaicin kezelés egészen 1 mM 

koncentrációig, semmilyen változást nem okozott a sejtek intracelluláris Ca
2+

-szintjében, és 

ezt az állapotot egyik specifikus TRPV1 antagonista sem befolyásolta: sem a kapszazepin, 

sem az AMG 9810 előkezelés nem hozott változást (22. A és 22. B ábra). Megvizsgáltuk a 

TRPV1 ultrapotens aktivátorát, a reziniferatoxint (RTX) is. Kísérleteinkben nagyon széles 

tartományban alkalmaztuk a RTX-t, de sem alacsonyabb, sem magasabb koncentrációja nem 

bizonyult hatásosnak (22. C ábra). Megállapíthatjuk, hogy a TRPV1 csatorna viszonylag 

magas mRNS szintű expressziója ellenére, nem alkot funkcionális csatornát a 

differenciáltatott humán podocytákon. 
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6.9 A TRPV2 és a TRPV4 fehérjék aktív formában expresszálódnak 

differenciáltatott podocytákon 

A TRPV2 csatornának nincs specifikus agonistája, ezért kísérleteinkben a 

fitokannabinoid CBD-t alkalmaztuk agonistaként, mely egyben a TRPV4 ioncsatornát is 

aktiválja (Qin és mtsai, 2008). A csatorna aktivitásának mérését a korábban is alkalmazott 

módszerekkel vizsgáltuk. A differenciáltatott sejteket Fluo-4 festékkel töltöttük, majd 

Flexstation 3 fluoreszcens microplate reader segítségével, valós idejű Ca
2+

-mérést végeztünk. 

A CBD 10 µM koncentrációban mérsékelt Ca
2+

-választ eredményezett, mely elmaradt 

alacsony Ca
2+

-ot tartalmazó közegben. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a CBD hatására 

sejtfelszíni Ca
2+

-csatorna nyílik, és ez felelős a Ca
2+

-influx kialakításáért (23. A és 23. B 

ábra). TRPV2 antagonistaként tranilasztot alkalmaztuk 75 µM koncentrációban. Tranilaszttal 

30 percig előkezelve a sejteket, a CBD alacsonyabb Ca
2+

-emelkedést eredményezett, mely 

arra utal, hogy a TRPV2 valóban funkcionál a differenciáltatott podocytákon. 

 

22. ábra: A TRPV1 ioncsatorna nem funkcionális 

formában van jelen differenciáltatott podocytákon 

A TRPV1 csatorna specifikus agonistája a kapszaicin 

(CAPS) nem volt hatással a sejtek Ca2+-szintjére. A 

TRPV1 szelektív antagonistákkal az AMG 9810-zel 

(AMG) és a kapszazepinnel (CAPZ) végzett 30 perces 

előkezelés ezt nem befolyásolta. Fluorimetriás Ca2+-

mérés. A: a CAPS egy kiválasztott koncentrációjával 

különböző közegben végzett kísérletek egy-egy 
reprezentatív görbéje. B: CAPS dózis-hatás görbéje 

különböző közegben, átlag±SEM, n=6. C: Az ultrapotens 

reziniferatoxin (RTX) sem eredményezett Ca2+-választ. 

RTX dózis-hatás görbe, átlag±SEM, n=5 
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23. ábra: A kannabidiol aktiválja a TRPV2 és TRPV4 csatornákat differenciáltatott humán podocytákon 

A kannabidiol (CBD) növeli a differenciáltatott podocyták intracelluláris Ca2+-szintjét. A TRPV2 antagonista 

tranilaszttal (TRAN) és a TRPV4 gátló HC067047-tel (HC) végzett 30 perces előkezelés egyaránt csökkenti a 

CBD hatását. Fluorimetriás Ca2+-mérés. A: CBD hatását reprezentáló görbék különböző körülmények között; 

B: CBD dózis-hatás görbe az A panelen bemutatott körülmények között, átlag±SEM, n=6, *p<0,05 a kontrollhoz 

képest, #p<0,05 a tranilaszttal előkezelt csoporthoz képest; $p<0,05 a HC067047 előkezelt sejtekkel 

összehasonlítva 

 

Mivel több kutatócsoport, köztük a mi munkacsoportunk is leírta, hogy a CBD gyenge 

TRPV4 agonista (De Petrocellis és mtsai, 2012; Oláh és mtsai, 2014), ezért megismételtük a 

kísérletet a potens és specifikus TRPV4 antagonista HC067047 jelenlétében (23. ábra). 1 µM 

HC064047 a tranilaszthoz hasonló mértékben csökkentette a CBD által létrehozott Ca
2+

-szint-

emelkedést, ami arra utal, hogy a válasz kialakításában nemcsak a TRPV2, hanem a TRPV4 

csatorna is részt vesz. Ezzel az eredményünkkel mi is megerősítettük, hogy a CBD valóban 

TRPV4 agonista, illetve, hogy a TRPV4 is funkcionálisan aktív lehet differenciáltatott 

podocytákon. 

Hogy igazoljuk az utóbbi állításunkat, tovább vizsgáltuk a TRPV4 csatorna 

aktivációját. Az eddigi protokollhoz hasonlóan többsejtes elrendezésben fluorimetriás Ca
2+

-

szint-méréseket végeztünk, ahol az ultrapotens, TRPV4-re szelektív GSK1016790A-t 

alkalmaztuk TRPV4 agonistaként. Méréseinkben a GSK1016790A dózisfüggő módon növelte 

a Ca
2+

-tranziensek csúcsértékeit, és már nM-os koncentráció tartományban jelentős Ca
2+

-

választ eredményezett (24. A-D ábra). Elemezve a kapott görbéket megállapítható, hogy 

nemcsak a tranziensek maximuma, hanem a meredeksége is nőtt a GSK1016790A 

koncentráció függvényében (24. B-D ábra). A tranziensek amplitúdója az általunk alkalmazott 

koncentrációkban körülbelül 30 nM-nál szaturálódik (24. B ábra), míg a meredeksége tovább 

fokozódik. Megismételve kísérleteinket 1 µM HC067047-tel történő előkezelést követően, a 
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GSK1016790A hatása nagymértékben csökkent (24. A-B és 24. D ábra). Ez alátámasztja 

eddigi feltevésünket, miszerint a GSK1016790A valóban a TRPV4 csatorna nyitása révén 

fejti ki hatását. Alacsony Ca
2+

-tartalmú közegben megismételve kísérleteinket, kisebb 

mértékű, de hasonlóan dózisfüggő Ca
2+

-választ tapasztaltunk GSK10167902A kezelés 

hatására (24.A-B ábra). Mindez arra utal, hogy a GSK1016790A nemcsak a sejtfelszíni 

membránban elhelyezkedő TRPV4 csatornákat aktiválja, hanem az intracelluláris Ca
2+

-

raktárak felszínén lévőket is. Az a tény azonban, hogy csökkentett Ca
2+

-tartalmú közegben a 

GSK10167902A dózis-hatás görbéje jobbra tolódott, azt jelzi, hogy a TRPV4 csatornák 

többsége a plazma membránban helyezkedik el. Ezt tovább bizonyítja a GSK1016790A-val 

teljes sejtes konfigurációban végzett patch-clamp mérésünk, ahol az agonista a TRPV4 

ioncsatornára jellemző áram-feszültség karakterisztikával bíró transzmembrán áramot 

indukált, amit a specifikus antagonista HC067047 ugyancsak gátolt (24. E-F ábra). 
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24. ábra: A TRPV4 ioncsatorna aktivációja humán podocytákon 

Fluorimetriás Ca2+-mérés. A: A TRPV4 agonista GSK1016790A (GSK) hatása normál és alacsony Ca2+-

tartalmú közegben, valamint a TRPV4 specifikus antagonista HC067047-tel (HC) történő előkezelést követően. 

B: GSK dózis-hatás görbéje. A Ca2+-tranziensek amplitúdóját az A panelen bemutatott körülmények között 

regisztráltuk. Átlag±SEM, n=6. C: A különböző GSK koncentrációk hatására kialakuló Ca2+-tranziensek. D: A 

GSK által létrehozott Ca2+-tranziensek meredekségének statisztikai elemzése. N=6. E: A GSK és a HC időfüggő 

hatása a podocyták transzmembrán áramára -80 és +80 mV-on. A kísérlet alatt 0 mV tartópotenciál mellett 

mértük a transzmembrán áramokat, 2 másodpercenként 400 ms alatt alkalmazott -120-tól +100 mV-ig terjedő 

feszültségrámpa segítségével változtatva a membránpotenciált. F: Az E panelen jelzett időpontban mért 

transzmembrán áramok I-V összefüggése. G: A TRPV4 aktivátor 4α-PDD dózisfüggő hatása a Ca2+-jelek 

amplitúdójára. Átlag±SEM, n=5. H: A Ca2+-tranziensek meredekségének változása a 4-αPDD koncentráció 

függvényében. N=5. *p<0,05 a kezeletlen kontrollhoz (0 nM GSK) képest, #p<0,05 a HC előkezelt csoporthoz 
viszonyítva 

 

A 4α-PDD régebb óta ismert, potens TRPV4 agonista, ezért a 4α-PDD hatását is 

megvizsgáltuk. Várakozásainknak megfelelően a GSK1016790A-hoz hasonló, de kisebb 

mértékű [Ca
2+

]IC-emelkedést váltott ki a 4α-PDD differenciáltatott podocytákon (24. G-H 

ábra). Alacsonyabb Ca
2+

-tartalmú közegben ugyancsak csökkent a tranziensek amplitúdója, 

illetve normál oldatban a HC067047 előkezelés mérsékelte a 4α-PDD hatására létrejött Ca
2+

-

szint-emelkedést (24. G-H ábra). Ezen eredményeink még inkább megerősítik állításunkat, 

miszerint a TRPV4 funkcionálisan aktív differenciáltatott podocytákon. 
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6.10 A TRPV3 agonisták részben TRPV3-tól függetlenül emelik a 

podocyták intracelluláris Ca
2+

-szintjét 

A TRPV3 ioncsatorna működésének elemzése jóval nehezebb feladat volt számunkra, 

mivel kereskedelmi forgalomban nincs elérhető specifikus TRPV3 agonista, sem antagonista. 

Ezért olyan anyagokat alkalmaztunk, melyek eddigi vizsgálatok alapján a TRPV3 csatornát is 

aktiválják. Az irodalomban nem szelektív, de potens TRPV3 agonistaként számos növényi 

eredetű anyagot írtak le, ilyen például az eugenol, a timol és a karvakrol. Ezek hatásait 

vizsgálva megállapítottuk, hogy mindhárom anyaggal való kezelés markáns intracelluláris 

Ca
2+

-szint-emelkedést váltott ki, így feltételezhető, hogy a TRPV3 csatorna funkcionál 

differenciáltatott sejteken (25. A ábra). A kialakult Ca
2+

-válasz dózisfüggőnek bizonyult, 

viszont a dózis-hatás görbe a vizsgált koncentráció tartományban nem szigmoid alakú, még 

1,5 mM koncentráció tartomány felett sem szaturálódik (25. B ábra). Ez felveti annak 

lehetőségét, hogy a TRPV3 aktiváció mellett, különösen nagyobb koncentrációk esetén, más 

mechanizmusok is hozzájárulhatnak az [Ca
2+

]IC növekedéséhez.  

25. ábra: Növényi eredetű TRPV3aktivátorok hatása az ioncsatorna aktivációjára differenciáltatott 

podocytákon 

Fluorimetriás Ca2+-mérés. A: A növényi eredetű eugenol (EUG), karvakrol (CARV) és timol (THY) kezelések 

által létrehozott Ca2+-tranziensek. B: A TRPV3 agonisták dózis-hatás görbéi normál és alacsony Ca2+-tartalmú 

közegben. Átlag±SEM, n=6, *p<0,05 az adott színnel jelölt kezelés összehasonlítva az oldószerrel kezelt kontroll 

csoporttal, normál Ca2+-tartalmú közegben 

 

A növényi eredetű TRPV3 agonistákkal párhuzamosan kísérleteket végeztünk a 

szintetikus 2-aminoetoxidifenil boráttal (2-APB), mely ugyancsak hatékony, bár továbbra sem 

specifikus aktivátora a TRPV3 csatornának (Xu és mtsai, 2006). A 26. A és B ábra mutatja, 

hogy a 2-APB kezelés hatására nőtt a sejtek intracelluláris Ca
2+

-szintje, mely hatás 
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dózisfüggőnek bizonyult, illetve ebben az esetben a dózis-hatás görbe szigmoid alakot vett 

fel.  

Mivel TRPV3 specifikus inhibitor sem áll rendelkezésünkre, ezért kísérleteink 

következő részében az általános TRP gátló ruténium vörössel, illetve az endogén TRPV3 

antagonista izopentenil-pirofoszfáttal (IPP; Bang és mtsai, 2011) végeztünk előkezeléseket. A 

ruténium vörös az eugenol kivételével csökkentette a többi aktivátor által kiváltott Ca
2+

-válasz 

nagyságát, míg az IPP csak a 2-APB kezelésre volt hatással (26. C ábra). 

26. ábra: A TRPV3 ioncsatorna aktivációjának vizsgálata szintetikus agonista és antagonisták 

alkalamazásával differenciáltatott podocytákon 

Fluorimetriás Ca2+-mérés. A: A szintetikus agonista 2-aminoetoxidifenil borát (2-APB) által kiváltott Ca2+-

tranziensek. B: A 2-APB dózis-hatás görbéje normál és nominálisan Ca2+-mentes (alacsony Ca2+-tartalmú) 

közegben. Átlag±SEM, n=6, *p<0,05 a 2-APB kezelés a kezeletlen kontrollhoz képest normál Ca2+-tartalmú 

közegben. C: A TRPV3 antagonista IPP és RR előkezelések hatása a karvakrollal (CARV), timollal (THY) és 2-

APB-vel kiváltott Ca2+-válaszokra az antagonista nélkül alkalmazott aktivátorok által kiváltott Ca2+ válaszok 

százalékában. Átlag±SEM, n=6, *p<0,05 az anyag hatása összehasonlítva a gátlószerrel való előkezelést 

követően. 

 

Ezt követően RNS interferencia segítségével tovább vizsgáltuk a TRPV3 szerepét a 

nem-specifikus aktivátorok által kiváltott Ca
2+

-válaszokban. A podocytákat a TRPV3 mRNS-

re specifikus siRNS-sel transzfektáltuk, majd Q-PCR-val ellenőriztük a TRPV3 expressziót. 

A 27. A ábra mutatja, hogy sikeres volt a géncsendesítés, mivel jelentősen csökkent a TRPV3 
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mRNS expressziós szintje a scrambled kontrollhoz képest. A TRPV3 géncsendesített sejteken 

megismételtük a korábbi Ca
2+

-méréseket. A hatásosnak bizonyuló karvakrol, timol és 2-APB 

a TRPV3 csendesített differenciáltatott podocytákon is ugyanakkora Ca
2+

-választ váltott ki, 

mint a kontroll, scrambled RNS-sel transzfektált sejteken (27. B ábra). Ez az eredmény azt 

bizonyítja, hogy a nem-specifikus TRPV3 aktivátorok növelik a differenciáltatott podocyták 

intracelluláris Ca
2+

-szintjét, de ebben a TRPV3-nak csekély szerepe van, tehát valószínűleg az 

aktivátorok egyéb mechanizmusok révén fejtik ki hatásaikat. 

27. ábra: A TRPV3 géncsendesítés nem befolyásolja a TRPV3 agonisták működését differenciáltatott 

podocytákon 
A: A TRPV3 géncsendesítés ellenőrzése Q-PCR technikával. A kontroll esetben transzfekció nem történt, míg 

scr-RNS a Stealth RNAi Negative Control (Invitrogen) duplaszálú siRNS-sel, siRNS pedig a TRPV3 specifikus, 

duplaszálú kis interferáló RNS-sel transzfektált csoportot jelöli. Átlag±SEM, n=3. B: A TRPV3 géncsendesített 

podocyták Ca2+ válaszainak amplitúdója a scrRNS-sel transzfektált sejteken mért válaszok százalékában 

kifejezve. Átlag±SEM, n=6. 
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7 MEGBESZÉLÉS 

A fokális szegmentális glomerulosclerosis (FSGS) egy patológiás jelenség, mely egyik 

gyakori oka a nephrosis szindrómának, mind gyermek, mind felnőtt korban. A FSGS esetek 

nagy százalékban vezetnek végstádiumú vesebetegséghez (D’Agati és mtsai, 2011). 

Legjellemzőbb tulajdonsága a glomeruláris hegesedés. A betegség kialakulásának korai 

szakaszában fokális, azaz gócos, csak néhány glomerulusra terjed ki, illetve szegmentális, a 

glomerulus egy részét érintő sclerosisról van szó. Azonban a folyamat előrehaladtával, egyre 

több glomerulus lesz érintett, és teljesen sclerotizál (D'Agati és mtsai, 2004; Sethi és mtsai, 

2014). Elektronmikroszkópos vizsgálatok világítottak rá, hogy a FSGS alapvetően a 

podocyták betegsége, podocytopathiával jellemezhető (D'Agati, 2008). A podocyták 

lábnyúlványai sérülnek, mely folyamatot „foot process effacement”-nek nevezzük. A 

lábnyúlványok átalakulása az aktin hálózat átrendeződésének eredménye, megváltozik a 

podocyták alakja, visszahúzódnak a lábnyúlványok, így megszűnik a kapcsolat a szomszédos 

podocyták között. A kóros aktin átrendeződés visszafordítható, viszont a már kialakult FSGS 

állapotban irreverzibilis és progresszív (Shankland, 2006; Wiggins, 2007).  

Az, hogy mi okozza a primer FSGS megbetegedéseket, még mindig nem tisztázott 

minden részletében. Az utóbbi évtizedek genetikai vizsgálatai rávilágítottak arra, hogy a 

podocyták számos fehérjéjének diszfunkciója szerepet játszik a FSGS kialakulásában (Kestilä 

és mtsai, 1998; Kaplan és mtsai, 2000; Boute és mtsai, 2000; Winn és mtsai, 2005; Santín és 

mtsai, 2009). A tranziens receptor potenciál család klasszikus alcsaládjába (TRPC) tartozó 

TRPC6 fehérje mutációja, a FSGS egy különösen agresszív formájának kialakulásáért felelős 

(Winn és mtsai, 2005; Reiser és mtsai, 2005; Heeringa és mtsai, 2009; Hofstra és mtsai, 

2013). Mivel akár a genetikus, akár a szerzett FSGS megbetegedések hátterében állhat a 

TRPC6 ioncsatorna megváltozott működése, ezért jelen munkánk első részében azt 

vizsgáltuk, hogy a PKC izoenzimekhez kapcsolódó jelátviteli útvonalak, amelyek fontos 

szerepet játszanak például egyes gyulladásos folyamatok kialakulásában, hogyan 

befolyásolhatják a TRPC6 működését. Ezt követően a podocytákon eddig még nem vizsgált 

melegérzékeny TRPV1-4 csatornák kifejeződését és funkcionalitását elemeztük humán 

podocytákon. 

7.1 A PKC rendszer tónusos gátlást fejt ki a TRPC6 ioncsatorna 

működésére 

Ismereteink szerint az irodalomban elsőként, kimutattuk, hogy a differenciáltatott 

humán podocytákon kifejeződő TRPC6 regulációjában a PKC izoenzimek fontos szerepet 
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játszanak. Eredményeink szerint a PKC izoenzimek folyamatos tónusos gátlást fejtenek ki a 

TRPC6 ioncsatornára. A humán podocytákban jelenlévő endogén PKC aktivitás gátlása 

csoportgátlószerek alkalmazásával, a TRPC6 ioncsatorna fokozott működését eredményezte. 

Kísérleteinkben a cPKC csoportot gátló GÖ6976-ot, a nPKC és cPKC családot is gátló a 

GF109203X-et alkalmaztuk, illetve megvizsgáltuk a PKCδ izoenzimet gátló rottlerint is. 

Méréseink eredményei alapján elmondható, hogy az OAG által kiváltott Ca
2+

-szint-emelkedés 

mindhárom gátlószer alkalmazását követően sokkal nagyobb mértékű volt, mint kontroll 

esetben, ahol nem történt előkezelés (14. ábra). A PKC rendszer aktiválása PMA-tal viszont 

jelentősen csökkentette a TRPC6 OAG által kiváltott aktiválhatóságát (15. ábra). Hosszú távú 

PMA kezelés emellett a TRPC6 expresszióját is nagymértékben csökkentette (17. ábra). 

Munkánk során arra is kísérletet tettünk, hogy megállapítsuk melyik PKC izoforma vehet 

részt ebben a folyamatban. Eredményeink azt mutatják, hogy a PKCα, -β1, -β2 és -η fehérje 

szintje csökken a PMA kezelés hatására, tehát feltehetően ezek az izoformák szabályozhatják 

a TRPC6-ot (16. ábra).  

Ahogy az „Irodalmi áttekintés” fejezetben is bemutattuk, a TRPC6 és a PKC rendszer 

számos fiziológiás és patológiás folyamatban vesz részt a vese működésében és azon belül a 

podocytákban. Azt, hogy a PKC rendszer negatívan szabályozza a TRPC6 ioncsatorna 

működését, már korábban leírták mesangiális sejteken. Wang és munkatársai kimutatták, 

hogy a PMA csökkenti a TRPC6 csatorna expresszióját (Wang és mtsai, 2013) tenyésztett 

mesangiális sejteken. A mi kutatásaink most bebizonyították ennek a szabályzó 

mechanizmusnak a jelenlétét humán podocytákon.  

Fontos megjegyezni, hogy az általunk leírt mechanizmus nem példa nélküli az 

irodalomban. Min és munkatársai (2009) kimutatták, hogy a hátsó gerincvelőben található 

noradrenerg neuronok magas szinten expresszálják a TRPC6-ot, melyek ugyancsak a PKC 

rendszer negatív szabályozása alatt állnak. Ezt a jelenséget simaizomsejtekben is 

megfigyelték, mivel a TRPC6-ot expresszáló sejtek GF109203X hatására emelkedett, míg 

PMA kezelés hatására csökkent Ca
2+

-választ produkáltak TRPC6 agonista alkalmazását 

követően. Megállapították, hogy a PKCδ felelős ezért a negatív visszacsatolásért, mégpedig 

azáltal, hogy foszforilálja a TRPC6 448-as pozícióban található szerinjét (Bousquet és mtsai, 

2010). A mi rendszerünkben is megvizsgáltuk a PKCδ esetleges szerepét a rottlerin, mint 

PKCδ antagonista alkalmazása révén. Kísérleteink azt mutatták, hogy a rottlerin előkezelés 

jelentősen növelte az OAG által kiváltott Ca
2+

-emelkedést (14. ábra), viszont a PMA kezelés 

nem volt hatással a PKCδ fehérje kifejeződésére (16. ábra). Ugyanakkor egyes kutatási 

eredmények azt bizonyítják, hogy a rottlerin más kinázokat is gátolhat (MAP kináz-aktivált 



59 

 

protein kináz-1β, vagy más néven Rsk-2, illetve p70 S6 kináz), tehát nem tekinthető teljes 

mértékben PKCδ specifikusnak (Alessi, 1997), ezért nem zárhatjuk ki annak a lehetőségét 

sem, hogy a rottlerin TRPC6 aktivációt fokozó hatását, más útvonalon keresztül fejti ki. 

Kísérletes munkánknak jelentős klinikai vonatkozásai is vannak. Az „Irodalmi 

áttekintés” fejezetben korábban részletesen tárgyaltuk, hogy a TRPC6 csatorna molekuláris 

és/vagy funkcionális zavara számos genetikai és szerzett vesebetegségben proteinuriával 

társul (Möller és mtsai, 2007; Mottl és mtsai, 2013). A TRPC6 csatorna bármilyen 

patológiásan módosult kifejeződése, vagy működése kóros intracelluláris Ca
2+

-szint-

változásokhoz vezet, ami kulcs szerepet tölt be a podocytopathiák kialakulásában. Érdekes 

módon számos esetben ez a jelenség valamely PKC izoforma megváltozott működésével is 

együttjár. Glomerulonephritiseknél a PKCβ2 emelkedett kifejeződését mutatták ki a 

proliferáló forma esetében (Ganz és mtsai, 1997), valamint a PKCα és -β up-regulációja 

figyelhető meg membranózus glomerulonephritisben (Rastaldi, és mtsai, 2006). Azonban 

ezekben a vizsgálatokban nem volt egyértelmű bizonyíték arra, hogy az emelkedett PKC-szint 

fokozott PKC aktivitással is jár.  

A mi eredményeink alátámasztják, hogy a PKCα, -β1, -β2 és -η izoformák aktivációja 

fontos szerepet játszhat a TRPC6 csatorna expressziójának és működésének szabályozásában. 

Valószínűsíthető, hogy patológiás körülmények között megváltozik a podocytákon kifejeződő 

PKC enzimek expressziós és/vagy aktivációs mintázata, ami befolyásolja a TRPC6 aktivitását 

és ezáltal a podocyta funkciókat. További preklinikai és klinikai vizsgálatok feltárhatják 

annak lehetőségét, hogy a célzott terápia, mely a PKC izoformák aktivitását módosítja, 

fokozza, esetleg sikeresen alkalmazható lehet megváltozott TRPC6 működéssel jellemezhető 

proteinuriával járó vesebetegségekben. 

A vad típusú TRPC6 emelkedett expressziója közös jellemzője a proteinuriával járó 

vesebetegségeknek (Möller és mtsai, 2007; Saleem, 2013). A TRPC6 csatorna funkcionális 

kapcsolatban áll a podocyta aktin hálózattal, mely átrendeződik fokozott TRPC6 jelenlét 

hatására (Faul és mtsai, 2007, Möller és mtsai, 2007). Patológiás körülmények között a 

TRPC6 csatorna túlműködése következtében emelkedett [Ca
2+

]IC jön létre, melynek hatására 

kóros kapcsolatok alakulnak ki a podocyták szerkezeti fehérjéi között, sérül a SD, és 

megváltozik a podocyták lábnyúlványának szerkezete (Möller és mtsai, 2007; Durvasula és 

Shankland, 2008, Jauregui és mtsai, 2009; Nijenhuis és mtsai, 2011). 

Érdekes módon a TRPC5 és TRPC6 csatornáknak ellentétes hatása van a podocyták 

aktin hálózatának és a sejt motilitásának RhoA és Rac1 általi szabályozására (Tian és mtsai, 

2010; Schaldecker és mtsai, 2013; Tian és Ishibe, 2016). Emellett azt is leírták, hogy a vad-
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típusú TRPC6 csatornának mechanoszenzitív szerepe van hypotoniás körülmények között 

FSGS betegségben (Wilson és Dryer, 2014), ami szintén arra utal, hogy az ozmotikus 

ingereknek és a TRP csatornák által mediál Ca
2+

-jelnek nagy szerepe van a podocyták 

funkcióinak szabályozásában. 

Kóros körülmények között számos mediátor szintje emelkedhet, melyek aktiválják a 

TRPC6 ioncsatornát, mint például az angiotenzin II (Ang II) szintje. Az Ang II kulcsszerepet 

játszik a proteinuria kialakulásában és a vesekárosodás progressziójában számos 

vesebetegségben, mint például a FSGS-ban is (Szabó és mtsai, 2015; Hoffmann és mtsai, 

2004). Progresszív krónikus nephropathiákban, gyulladásos folyamatok és fibrózis esetén a 

renális interstitiumban megemelkedik az Ang II szintje (Ilatovskaya és Staruschenko, 2015), 

mely kapcsolódik a podocyták membránjában található angiotenzin-1 receptorhoz (AT1R). 

Az AT1R G-protein kapcsolt receptor lévén aktiválja a PLCβ enzimet, mely a PIP2-ot 

hidrolizálja. A keletkező IP3 részt vesz a Ca
2+

 intracelluláris raktárakból való 

felszabadításában, és a Ca
2+

 belépés fokozásában, a DAG pedig a PKC rendszert aktiválja. 

Így az AT1R aktivációja a PKC rendszeren keresztül gátolhatja a TRPC6 működését. 

Emellett a felszabaduló DAG közvetlenül stimulálja a TRPC6-ot. Ilyen módon a TRPC6 

szerepet játszhat az AT1R-hoz kapcsolódó szignalizációs útvonalak finomhangolásában is. 

Jól ismert az Ang II és a TRPC6 kapcsolata: bizonyított, hogy az Ang II TRPC6 

csatorna aktiváción keresztül albuminuriát okoz (Eckel és mtsai, 2011), illetve az Ang II 

indukálta apoptózis során változik a TRPC6 csatorna expressziója és működése (Zhang és 

mtsai, 2009), ez is mutatja a szoros kapcsolatot a mediátor és a csatorna között. Az AT1R 

aktiválódásakor a TRPC6 által megemelkedett [Ca
2+

]IC-t érzékeli a Ca
2+

-függő foszfatáz a 

kalcineurin, melynek aktivációja a synaptopodin fehérje cathepsin L általi degradációjához 

vezet (Faul és mtsai, 2008). Mindemellett a kalcineurin defoszforilálja a cNFAT fehérjét, 

mely a sejtmagba jutva NFAT transzkripciós komplexet alkot más nukleáris elemekkel. Ez a 

komplex különböző gének transzkripcióját szabályozza, többek között a TRPC6 gén 

transzkripcióját is serkenti, így növelve a csatorna denzitását a sejtfelszíni membránban, mely 

megnövekedett Ca
2+

-influxot jelent, és podocyta károsodáshoz vezet (Schlöndorff és mtsai, 

2009). Éppen ezért a proteinuria terápiájában elsőként alkalmazott az AT1R blokkoló (ARB), 

illetve az Ang II konvertáz enzim (ACE) inhibitora, mely csökkenti az Ang II szintézisét. 

Annak felfedezése, hogy az Ang II hatásában szerepet játszhat a TRPC6, egy új 

lehetőséget jelent a proteinuriás megbetegedések kezelésében az ACE gátlók és az ARB-k 

mellett. A TRPC6 csatorna, mint támadáspont, ígéretes, hiszen kimutatták, hogy mind a 

genetikusan öröklődő FSGS-ban, mind a szerzett proteinuriás betegségekben, úgymint, 
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membranousus glomerulopathia, diabéteszes nephropathia vagy hypertenzió által kialakult 

proteinuriás megbetegedésekben a TRPC6 csatorna túlműködik és/vagy emelkedett az 

expressziója, ami alapján feltételezhető részvétele ezen betegségek kialakulásában is. Már 

folynak kutatások a TRPC6 expressziójának változtatására (géncsendesítés), illetve specifikus 

TRPC6 antagonista kifejlesztésére. A klinikai alkalmazásban az jelent nehézséget, hogy az 

anyagokat hogyan juttathatják el specifikusan a podocytákhoz. Hauser és munkatársai 2010-

ben már beszámoltak arról, hogy kis interferáló RNS-t eljuttattak specifikusan a 

podocytákhoz, és sikeresen csendesítették a TRPC6-ot (Hauser és mtsai, 2010). Tang és 

munkatársai pedig azonosították 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 affinitású TRPC6 

antagonistát (Tang és mtsai, 2018).  

Az elmondható, hogy a proteinuria kialakulásáért egy nagyon komplex, többszintű 

szingnalizációs kaszkád károsodása a felelős, éppen ezért több támadásponton megvalósuló 

terápia kifejlesztése a cél. Olyan szerek kombinált alkalmazása lenne a leghatásosabb kezelés 

a proteinuriás megbetegedések esetében, melyek esetleg szinergista módon hatnak egymás 

működésére. Mivel ennek eléréséhez a szignalizációs kaszkád minél pontosabb feltérképezése 

vezet, reményeink szerint ehhez a mi kutatásunk is hozzájárult a TRPC6 csatorna 

szabályozásának feltárása révén. Vizsgálataink szerint a PKC rendszer folyamatosan jelenlévő 

gátló hatást fejt ki a podocytákon kifejeződő TRPC6 működésére. Kutatásaink legfőbb 

üzenete, hogy ez a gátló hatás nemcsak molekuláris/expressziós szinten jelenik meg, hanem 

funkcionálisan is (14.-15. ábra). Emellett azt is megállapítottuk, hogy ez a negatív 

szabályozás mely PKC izoformák által valósulhat meg. 

7.2 A termoszenzitív TRPV1-4 csatornák kifejeződnek humán 

podocytákon 

Munkánk második részében kimutattuk, hogy a differenciáltatott humán podocyták 

funkcionális formában expresszálják a TRPV család hőérzékeny tagjait, a TRPV1-V4-et (18-

20. ábra). mRNS szintű vizsgálataink eredménye alapján a TRPV1 és TRPV4 csatorna 

dominánsan, míg a TRPV2 és TRPV3 mRNS transzkriptek alacsonyabb szinteken 

expresszálódnak (18. ábra). Ezen eredményeink összhangban vannak más kutatócsoportok 

kimutatásaival. 2013-ban Sacco és munkacsoportja által megjelentetett microarray adatok is 

alátámasztják kimutatásainkat (Da Sacco és mtsai, 2013), illetve izolált primer egér 

podocytákban is leírták a TRPV1-V4 csatornák jelenlétét (Boerries és mtsai, 2013). Vizsgálva 

a TRPV csatornák funkcionalitását, elsőként a TRPV1 csatorna aktivációját elemeztük. 
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Érdekes módon sem a specifikus agonista kapszaicin, sem az ultrapotens RTX nem váltott ki 

Ca
2+

-választ a podocytákban (22. ábra). A TRPV1 csatornát korábban kapszaicin-receptornak 

tartották, mivel a kapszaicin markáns aktivációt eredményezett humán mintákban és 

rágcsálókban, viszont számos más fajban kapszaicin-inszenzitív TRPV1 csatornát is leírtak 

(Jordt és Julius, 2002; Gavva és mtsai, 2004). A legújabb kutatások kimutatták a kapszaicin 

TRPV1-hez való kötődésének molekuláris mechanizmusát, és azonosították azokat a 

kulcsfontosságú aminosavmaradékokat, amelyek mutációi csökkentették a kapszaicin-

érzékenységet (Yang és mtsai, 2015). Továbbá Cantero-Recasens és munkatársai leírták, hogy 

a humán TRPV1 génben történő egyedi nukleáris polimorfizmusok csökkent kapszaicin-

érzékenységet eredményeznek (Cantero-Recasens és mtsai, 2010). Mindemellett a 

trigeminális és dorzális ganglionban (Lu és mtsai, 2005; Charrua és mtsai, 2008; Mistry és 

mtsai, 2014), valamint a keratinocytákban (Pecze és mtsai, 2008) azonosítottak egy 

kapszaicin inszenzitív splice variánst a TRPV1b-t. A TRPV1b koexpresszálódhat TRPV1-

gyel, ebben az esetben a TRPV1b domináns negatív hatást fejt ki, így zavart szenved a 

TRPV1 kapszaicin/vanilloid érzékenysége (Vos és mtsai, 2006). A mi esetünkben mind az 

érzéketlenséget okozó mutációk, mind a negatív hatást kifejtő TRPV1b jelenléte magyarázat 

lehet a TRPV1 csatorna aktiváció ellenére elmaradó funkcionalitására. Továbbá egyéb 

jelátviteli útvonalak jelenléte, melyek deszenzitizációt eredményezhetnek, vagy olyan 

kölcsönható molekulák, pl.: foszfoinozitolok, melyek gátolják a csatorna működését, 

hasonlóképpen csökkenthetik a TRPV1 kapszaicin/vanilloid érzékenységét (Planells-Cases és 

mtsai, 2011; Rohacs, 2015). A lehetséges mechanizmusok azonosításához mindenképpen 

további kutatásokra van szükség. 

Ellentétben a TRPV1-gyel a TRPV2 és a TRPV4 csatornáknak nem csak molekuláris 

jelenlétét, hanem funcionális aktivitását is igazoltuk. A TRPV2 aktivátor CBD mérsékelt 

Ca
2+

-választ generált a podocytákon, ami a TRPV2 antagonista tranilaszttal gátolhatónak 

bizonyult. Ezzel párhuzamosan a CBD által kiváltott Ca
2+

-influxot a TRPV4 antagonista 

HC067047 is csökkentette, így feltételezhetően a CBD szignalizációban a TRPV4 csatorna 

szerepet játszhat (23. ábra). Ez összhangban áll korábbi, részben munkacsoportunk által 

publikált adatokkal, mely szerint a CBD a TRPV4-et is aktiválhatja (De Petrochellis és mtsai, 

2012; Oláh és mtsai, 2014). 

A TRPV4-et vizsgálva, a klasszikus agoinista 4α-PDD és a hyperpotens TRPV4 

agonista GSK1016790A gyors és robosztus Ca
2+

-választ váltott ki, mely jelentősen csökkent 

HC067047 jelenlétében. A GSK1016790A emellett markáns transzmembrán áramokat is 

indukált, amelyek áram-feszültség karakterisztikája megfelelt a TRPV4 csatorna által mediált 
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áramoknak. Ezen áramok a HC067047-tel gátolhatóak voltak (24. ábra). Ezek az 

eredményeink azt mutatják, hogy a molekuláris szintű kimutatásainkkal egybehangzóan 

funkcionálisan is a TRPV4 lehet a domináns termoszenzitív TRPV csatorna humán 

podocytákon. 

További eredményeink alapján a TRPV3 csatorna funkcionális kifejeződése human 

podocytákon kérdéses. Annak ellenére, hogy molekuláris szintű vizsgálataink igazolták a 

TRPV3 fehérje jelenlétét, a kvantitatív PCR vizsgálatok alacsony TRPV3 mRNS kifejeződést 

mutattak a TRPV4-hez képest. A TRPV3 csatornának a mai napig nincs kereskedelmi 

forgalomban kapható effektív és specifikus agonistája, sem antagonistája. Munkánk során a 

szintetikus 2-APB-t és növényi eredetű anyagokat alkalmaztunk TRPV3 aktivátorként, 

névszerint karvakrolt, timolt és eugenolt, melyek potensek, de nem tekinthetők TRPV3 

specifikusnak, viszont az irodalomban általánosan alkalmazzák ezeket az anyagokat a TRPV3 

csatornaaktivitás vizsgálataiban (Xu és mtsai, 2006; Vriens és mtsai, 2008). Ugyanez 

elmondható a szintetikus 2-APB-ról is (Chung és mtsai, 2004; Vriens és mtsai, 2009). 

Kísérleteinkben az említett agonisták mindegyike jelentős [Ca
2+

]IC-emelkedést váltott ki, 

melynek forrása főleg az extracelluláris tér volt, abban az esetben, ha az anyagokat 1mM 

koncentráció alatt alkalmaztuk (25. ábra), de csak a 2-APB hatása szaturálódott, és mutatott 

szigmoid dózis-hatás összefüggést (26. ábra). Kísérleteinkben a 2-APB EC50 értéke (~500 

µM) magasabb volt, mint a korábbi elektrofiziológiai vizsgálatokban meghatározott érték 

(~42 µM; Chung és mtsai, 2004). Emellett az általános TRP gátló ruténium vörös (Alexander 

és mtsai, 2015) csak részben gátolta az agonisták hatását, illetve az endogén TRPV3 inhibitor 

IPP (Bang és mtsai, 2011) csak a 2-APB hatását gátolta, és azt is csak részlegesen (26. ábra). 

Ezzel ellentétben a TRPV3 géncsendesítése nem befolyásolta az agonisták hatását (27. ábra). 

Eredményeink arra utalnak, hogy a TRPV3 agonistaként általunk alkalmazott anyagoknak 

feltehetően jelentős off-target hatása van, melyek részben más TRP csatornákat is magukba 

foglalhatnak, és egyéb folyamatok is részt vehetnek a sejtek Ca
2+

-szintjének emelésében, mint 

például IP3-receptorok, ryanodin receptorok, a szarkoplazmatikus reticulum Ca
2+

-ATPáza, 

vagy a raktárak által vezérelt Ca
2+

-belépésben részt vevő mechanizmusok (Chung és mtsai, 

2004; Xu és mtsai, 2006; Sárközi és mtsai, 2007; Vriens és mtsai, 2008, 2009; Hsu és mtsai, 

2011; Liang és Lu, 2012). Farmakológiai eredményeink alapján a TRPV3 csatorna 

funkcionalitása humán podocytákon kérdéses, tisztázásához további vizsgálatok szükségesek. 

Ehhez specifikusabb ligandokra lenne szükség, így lehetőség nyílna a TRPV3 pontos 

szerepének meghatározására a növényi anyagok által kifejtett hatásokban.  
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A meleg hőmérsékletre érzékeny és mechanoszenzitív TRPV csatornákat korábban már 

vizsgálták a vesében és az urináris traktus alsó részében (Hayes és mtsai, 2000; Strotmann és 

mtsai, 2000; Kassmann és mtsai, 2013). Jóllehet a TRPV1 szerepe bizonyított az urináris 

traktus funkcióinak szabályozásában, az urothelialis sejtekben való expressziója továbbra is 

vitatott (Franken és mtsai, 2014). A TRPV4 az urináris traktus nem-neuronális sejtjeiben nagy 

számban expresszálódik. A vesében a TRPV4-et a vízre impermeábilis nephron 

szegmensekben írták le, a vékony és vastag leszállószárban, a disztális kanyarulatos 

csatornában és a gyűjtőcsatornában (Tian és mtsai, 2004). Emellett mind a TRPV1, mind a 

TRPV4 kifejeződése és aktivitása bizonyított a vese érrendszerének endothel sejtjeiben (Chen 

és mtsai, 2015). 

Annak ellenére, hogy a melegszenzitív TRPV-k jelenléte igazolt a vesében a tubuláris 

epithel különböző szegmenseiben található sejteken, funkciójukról keveset tudunk, a 

podocytákra vonatkozóan pedig egyáltalán nem rendelkezünk adatokkal. A TRPV1, TRPV2 

és a TRPV4 csatornák nemcsak hőmérsékletérzékenyek, hanem mechanikai ingerek és az 

ozmotikus változások is aktiválják őket (Liedtke és mtsai, 2000; Strotmann és mtsai, 2000; 

Muraki és mtsai, 2003; Liu és mtsai, 2007). Az ozmoszenzoros funkciójukat nemcsak 

neuronális, hanem nem-neuronális sejteken és az urogenitális traktusban is leírták. Birder és 

munkatársai (2002) kimutatták, hogy hypotonia hatására a hólyagfal feszülésének 

érzékeléséhez elengedhetetlen a TRPV1, melynek aktivációja ATP felszabadulást 

eredményez. A TRPV1-nek azonban nemcsak a hypotonia, hanem a hypertonia esetében is 

szerepe lehet (Ciura és mtsai, 2011; Prager-Khoutorsky és mtsai, 2014). A vese 

tubulusrendszerében a tubuláris áramlás és az ozmolaritás érzékelésében nagy jelentősége van 

a TRPV4 csatornának (Mamenko és mtsai, 2015). Ezek az irodalmi adatok arra engednek 

következtetni, hogy a TRPV csatornák mediálják az ozmotikus ingereket a podocyták felé, és 

szerepet játszhatnak a filtrációs barrier ozmotikus inger hatására kialakuló változásaiban.  

Az ozmotikus érzékelésen túl a TRPV4 a légutak epitheliumában az L-típusú Ca
2+

-

csatornák aktivációja révén fokozza az epitheliális barrierfunkciókat (Sidhaye és mtsai, 2008). 

A bőr epidermális keratinocytáiban, a funkcionálisan aktív TRPV4 interakcióban áll adhéziós 

fehérjékkel és az aktin hálózattal, erősítve a sejt-sejt kapcsolatokat és a barrier funkciókat. 

Emellett a TRPV4 aktivációja elősegíti a tight junction kapcsolatok kialakulását és a barrier 

felépülését (Sokabe és mtsai, 2010; Kida és mtsai, 2012; Akazawa és mtsai, 2013). A hólyag 

urotheliumában és a vese gyűjtőcsatornáiban is leírták, hogy a TRPV4 adherens fehérjékkel 

asszociálódik, mégpedig α-kateninnel, mely az aktin citoszkeletonnal kapcsolódik (Janssen és 
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mtsai, 2016). Ezek az adatok azt sugallják, hogy a TRPV4 részt vehet a podocyták Ca
2+

 

homeosztázisának finomhangolásában, így a filrációs barrier szabályozásában. 

További vizsgálatok szükségesek a TRPV csatornák lehetséges szerepének feltárásához 

a podocyták fiziológiás és patológiás működésében, azonban valószínűsíthető, hogy 

farmakológiai célpontokként hozzájárulhatnak a primer és szekunder glomerulopathiák és a 

kapcsolódó betegségek kezeléséhez. 
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8 ÖSSZEFOGLALÁS 

Jelen munkánk során egyes TRP csatornák kifejeződését, funkcionalitását és 

szabályozását vizsgáltuk humán podocytákon. 

Kimutattuk, hogy humán podocytákon a TRPC6 csatornát a PKC rendszer endogén 

aktivitása gátolja. Kísérleteinkben a PKC rendszer általános aktivátora, a PMA jelentősen 

csökkentette a TRPC6 csatorna aktivátor OAG által kiváltható Ca
2+

-jelet. Hosszú távú PMA 

kezelés a TRPC6 fehérje down-regulációját eredményezte időfüggő módon. Emellett a PKC 

rendszer exogén gátlása csoportgátlószerek (GÖ6976, GF109203X, illetve a PKCCδ 

izoenzimet gátló rottlerin) alkalmazásával növelte a TRPC6 csatorna aktivitását. 

Kísérleteinkben arra a kérdésre is kerestük a választ, hogy ebben a negatív szabályozásban 

melyik PKC izoenzim vehet részt. Kimutattuk, hogy a PKCα, -β1, -β2 és -η fehérjék szintje 

csökken a PMA kezelés hatására, tehát feltehetően ezek az izoformák szabályozhatják a 

TRPC6-ot.  

Munkánk második felében igazoltuk, hogy differenciáltatott humán podocytákon mind 

mRNS, mind fehérje szinten kifejeződnek a melegérzékeny TRPV1-V4 csatornák. 

Molekuláris szintű kimutatásaink eredményei szerint a TRPV1 és TRPV4 dominánsan, míg a 

TRPV2 és TRPV3 alacsonyabb szinteken expresszálódnak podocytákon. Vizsgálva a TRPV 

csatornák funkcionalitását, megállapítottuk, hogy a TRPV1 csatorna a magas szintű mRNS 

jelenlét ellenére a specifikus agonista kapszaicin és reziniferatoxin (RTX) kezelés hatására 

sem funkcionál. Ezzel szemben a CBD kezelés hatására a podocyták mérsékelt Ca
2+

-

válaszokat mutattak, mely a TRPV2 antagonista tranilaszttal és a TRPV4 inhibitor 

HC067047-tel is gátolhatónak bizonyult. A TRPV4 agonisták, mind a GSK1016790A, mind a 

4α-PDD, gyors és robosztus Ca
2+

-választ generáltak. A molekuláris szintű kimutatások és a 

funkcionális mérések arra utalnak, hogy a TRPV4 lehet a domináns termoszenzitív TRPV 

csatorna humán podocytákon. A TRPV3 esetében, specifikus aktivátorok és gátlószerek 

hiányában, növényi eredetű agonisták és a szintetikus 2-APB alkalmazásával kimutattuk, 

hogy a TRPV3 csatorna aktivátorai jelentős [Ca
2+

]IC-emelkedést váltottak ki. Ez a hatás 

azonban TRPV3 antagonistával (IPP), illetve általános TRP gátló ruténium vörössel csak 

részben volt gátolható, a TRPV3 gén csendesítése pedig nem befolyásolta az agonisták által 

kiváltott Ca
2+

-válaszokat, vagyis az általunk TRPV3 agonistaként alkalmazott anyagoknak 

számos off-target hatása lehet. 
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Eredményeink a TRP csatornák, és az azokat reguláló jelátviteli folyamatok szerepére 

hívják fel a figyelmet a podocyták működésének szabályozásában, melyek egyúttal új 

potenciális farmakológiai célpontok lehetnek egyes podocytopathiák kezelésében. 

A dolgozatban bemutatott új tudományos eredmények: 

- a humán podocytákon expresszálódó TRPC6 ioncsatornát negatívan 

szabályozza a PKC rendszer 

- a PKCα, -β1, -β2 és -η izoenzimek vehetnek részt a TRPC6 csatorna gátlásában 

- a PKC rendszer aktivációja a TRPC6 fehérje down-regulációját eredményezi 

- a melegérzékeny TRPV1-4 csatornák kifejeződnek humán podocytákon 

- a TRPV1 humán podocytákon nem alkot funkcionális ioncsatornát 

- a TRPV2 és TRPV4 csatornák funkcionális csatornaként vannak jelen  

- a TRPV3 ioncsatorna aktivátorok hatásukat jórészt a TRPV3-tól függetlenül 

fejtik ki 
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9 SUMMARY 

In our study, we investigated the expression, functionality and regulation of some TRP 

channels on human podocytes. We demonstrated that the endogenous activity of the PKC 

system blocked TRPC6. In our experiments, the PKC agonist PMA markedly suppressed the 

Ca
2+

-elevation which was induced by the TRPC6 activator OAG. Long-term treatment with 

PMA also decreased the expression of TRPC6. In addition, exogenous inhibition of the PKC 

system with blockers of PKC subfamilies enhanced TRPC6 acivity. We also showed that 

expression level of PKCα, -β1, -β2 and -η proteins were down-regulated by PMA treatment, so 

presumably, these isoforms can regulate TRPC6. 

In the second part of our study, we provided the first evidence for the functional 

expression of the heat-sensitive TRPV1-4 on human podocytes. TRPV1 and TRPV4 are the 

dominantly expressed TRPV channels but TRPV2 and TRPV3 were also detected at lower 

levels. TRPV1 did not show activity after treatment with the specific TRPV1 activators 

capsaicin or RTX. In contrast, CBD induced moderate calcium influx which was inhibited by 

the TRPV2 antagonist tranilast, and the TRPV4 antagonist HC067047. Furthermore, 

investigating TRPV4, the classical agonist 4α-PDD and the hyperpotent activator 

GSK1016790A generated rapid and robust Ca
2+

-response. TRPV4 channels are the 

dominantly expressed thermosensitive TRPV channels in human podocytes. Therefore, 

TRPV4 can be the dominantly expressed thermosensitive TRPV in human podocytes. In case 

of TRPV3, the botanical compounds and also 2-APB induced marked Ca
2+

-elevation. This 

effect with was blocked by the TRPV3 antagonist IPP or only partially blocked by the general 

PKC blocker ruthenium red. In contrast, RNAi mediated silencing of TRPV3 did not 

influence the effect of the agonists. These results suggest that the TRPV3 agonist may have 

several off-target effects. 

Our findings confirmed that TRP channels and its regulatory systems play a crucial 

role in the regulation of human podocytes functions. 
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11 TÁRGYSZAVAK 
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fokális szegmentális glomerulosclerosis (FSGS) 
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tranziens receptor potenciál klasszikus 6 (TRPC6) 

tranziens receptor potenciál vanilloid 1 (TRPV1) 

tranziens receptor potenciál vanilloid 2 (TRPV2) 

tranziens receptor potenciál vanilloid 3 (TRPV3) 

tranziens receptor potenciál vanilloid 4 (TRPV4) 
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