EGYETEMI DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

A TRPC6 és a melegszenzitiv TRPV csatornak szerepe
human podocytak biologiai folyamatainak
szabalyozasaban

Kardosné Ambrus Lidia

Témavezeto: Prof. Dr. Biro Tamas

DEBRECENI EGYETEM
MOLEKULARIS ORVOSTUDOMANY DOKTORI ISKOLA
Debrecen, 2019



1
2

3

4
5

TARTALOMJEGYZEK

ROVIAIEESEK JEZYZEKE ...t 4
BEVEZELES. ..t a e e 5
Trodalmi AHEEKINEES ....coeiiiiiieeiieiie e 6
3.1 A vese szerepe a kivalasztasban €s a filtracios barrier ..........c.occveveeiiiiiieeiiiiineeniiien. 6
3.2 Podocytak és podocyta eredetll bete@SEZEK ......ceviiuviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 8
3.3 TRP ioncsatornak @ VESEDEN ........ueiiiiiiiiiie it 12
3.3.1  TRP I0NCSAtOINAK ... .eeviieiiiiiiie ittt e e 12

3.3.2 TRP csatorndk szerepe a tubularis transzportban (Ca®*, Mg reabszorpcid,

TRPVS/B, TRPIMB) .....cciiieeiiiieiiie ettt ettt e s e et a et e et a e e snaa e e snaaeesnneeennneeeanes 15
3.3.3  TRPC6 szerepe a filtracios barrier kialakitdsaban ...........cccccovviiiiiiiiineeninnnnn. 16
3.3.4  Melegérzékeny TRPV csatornak a vesében ...........cccevvvveiiiiiiiiiiiiiiecnieec e, 22
CIKIUZESEK ... 24
ANYagok €8 MOASZETEK .......uvvviiiiiiiiiiiiiiii e 25
5.1  Alkalmazott KEmiai anyagOK .......cccuvvrrriiiiieiiiiiiiiiiii e 25
0.2 SEIHEINYESZECS .vvviiiiei ittt ittt e e e e e e sttt e e e e e ettt e e e et e e e e et e e e e e n s 26

5.3 RNS izolélas, reverz transzkripcid, hagyomanyos reverz transzkripcios polimeraz

lancreakcid (RT-PCR) ......vviiiiiiiiii et e e e e e e e e e e nes 27
5.4  Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcid (Q-PCR) .......ccccovcvviviiei i, 28
5.5 ImMMUNCILOKEMIA ...t e e 28
5.6 WESIEIM DIOT ... 29
5.7 Az intracelluldris kalciumszint vizsgalata .............cccoeeiiiiiiiiiiii e 31

5.7.1  Fluorimetrias [Ca*"]ic mérése egysejtes elrendezésben ............cccoovvvverveennan, 31

5.7.2  Fluorimetrias [Ca2+]|c mérése tobbsejtes elrendezésben...........ccoocvvvieiiiiinenn, 32

9.7.3  HOSHMUIACIO ....eeeieiiiiiii et 33
5.8  PatCh-Clamp mMETEs .........cooiiiiiiiiiieii e 33
5.9 RNS interferencia (RNSI) .....coooiiiiiiiiiiiei e 34
5.10 Stabil plazmid DNS transzfekcio..........ccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e 34



5.11 Tranziens plazmid DNS transzfekcio .........ooooviiiiiiiiiiiiiie e 35

5.12 Statisztikal aNAlIZIS ........eveiiiiiiiiie i 35
6 EredmMENYEK.......ooiiiiiiiiiii it 36
6.1 A human podocytak in vitro differenciacidojanak igazolasa...........ccccocevvveriviernennnn. 36

6.2 A TRPC6 funkcionalisan aktiv formaban expresszalodik differencialtatott human

POAOCYEAKON ...ttt ettt ekt et et e e e e 37
6.3 Szamos PKC izoforma megtalalhat6 differencialtatott human podocytékon............ 40
6.4 A PKC rendszer endogén aktivitasa tonusos gatlast fejt ki a TRPCG6 csatornéra ......41

6.5 A PKC rendszer aktivaciéja csokkenti a TRPC6 ioncsatorna expressziojat

differencialtatott POdOCYtAKON.........ocoiiiiiiiiiiii e 45

6.6 A differencialtatott podocytdk expresszaljdk a melegérzékeny TRPV1, TRPV2,

B VA BT 8 2 eV e T 110 ) -1 | 45
6.7 A podocytak reagalnak a hdmérséklet emelkedésére...........ccovvvviiiniiiiiiiiiiiiiiinnnnnnns 48
6.8 A TRPVI ioncsatorna funkcionalisan nem aktiv differencialtatott podocytékon .....49

6.9 A TRPV2 ¢és a TRPV4 fehérjék aktiv formaban expresszalodnak differencialtatott

JoaL (003 7210 ) s WP PP PPPPPR T 50
6.10 A TRPV3 agonistdk részben TRPV3-t6]l fliggetleniill emelik a podocytdk
INraClIUIATES Ca% -SZINEEL........c.evieeeeeeeeeee et e ettt en st en e 54
T MEEDESZEIES .ooeiiiiiiiiie et 57
7.1 A PKC rendszer tonusos gatlast fejt ki a TRPC6 ioncsatorna miitkodésére .............. 57
7.2 A termoszenzitiv TRPV1-4 csatornak kifejez6dnek human podocytakon................ 61
8 OSSZEIOGIALAS ... .cveveiieeieieieietceet ettt ettt ettt e, 66
O SUMIMAIY ettt e et e e e e e e e e sttt et e e e e e e s e bbb e e e e e e e e e s nnnnbbareaaeeas 68
10 TrodalomIEEYZEK ......ccoiuiiiiiiiiiii e 69
11 TAIGYSZAVAK....cciiiiiiiieiiii ettt e et e et e e et e s 84
12 KOSZONEINYIIVANIEAS ......eeeiiiiiiiii ettt 85
13 FUGEEIEK ..o 86



1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

40-PDD: 4a-forbol 12,13-didekanoat

2-APB: 2-aminoetoxidifenil borat

AM: acetoxi-metilészter

aPKC: atipusos protein kindz C enzimcsalad

BSA: borjuszérum-albumin

[Ca?*]ic: intracellularis Ca** koncentracid

CBD: kannabidiol

cPKC: klasszikus protein kindz C enzimcsalad

DAG: diacilglicerol

EGF: epidermalis ndovekedési faktor

EGFR: epidermalis novekedési faktor receptor

ESL: endothelidlis felszini réteg (endothelial surface layer)
FBS: foetalis borju savo

FPE: foot process effacement

FSGS: fokalis szegmentalis glomerulosclerosis

GBM: glomerularis bazalis membran

IP3: inozitol 1,4,5-triszfoszfat

IPP: izopentenil-pirofoszfat

nPKC: novel protein kinaz C enzimcsalad

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

PB1: Phox és Bem 1 domén

PBS: foszfat pufferelt sdoldat

PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PKC: protein kinaz C

PLC: foszfolipaz C

PMA: forbol 12-mirisztat 13-acetat

RTX: reziniferatoxin

SD: résmembran (slit diaphragma)

SDS: natrium-dodecil-szulfat

TRP: tranziens receptor potencial

TRPC: tranziens receptor potencidl proteinek klasszikus csaladja
TRPM: tranziens receptor potencial proteinek melasztatin csaladja
TRPP: tranziens receptor potencial proteinek policisztin csaladja
TRPV: tranziens receptor potencial proteinek vanilloid csaladja
VEGFA: érendothel novekedési faktor-A



2 BEVEZETES

A podocytak a nephron glomerulusdban a filtraciés barrier disztalis sejtrétegét, a
Bowman-tok feldli oldalat alkotjak. A differencialtatott podocytak egy nagyméretii sejttesttel
¢s interdigitald labnyulvanyokkal rendelkeznek, melyek kozott specialis fehérjék szoros, tight
junction-szerti kapcsolodasa alkotja a résmembrant. Ez a két sejt ko zotti athidalo komplexként
a primer filtratummal szemben az utolsé kilépési gatat képezi, és nagy jelentdsége van a
filtracids barrier fenntartasdban. A podocyték és a résmembran kdrosodasa proteinuriaval jarod
nephropathidk kialakuldsdhoz vezethet.

Szamos kutatds szamol be a podocytdk kéarosodasa, a proteinuria €s a follikularis
szegmentalis glomerulosclerosis (FSGS) kapcsolatarol. Az elmult 20 évben megnétt az
idiopathids FSGS megbetegedések eléforduldsa, melynek hatterében mind genetikai okok,
mind kornyezeti hatasok allhatnak (Haas és mtsai, 1995). Genetikai vizsgdlatok ramutattak
arra, hogy szamos esetben a podocytak miikodésében fontos szerepet betoltd fehérjék,
ugymint a nephrin, podocin, a-aktinin-4 vagy a TRPC6 ioncsatorna mutacidja koroki szerepet
jatszik. A tranziens receptor potencidl ioncsatorndk klasszikus alcsaladjaba (TRPC) tartozo
TRPC6 gain-of-function mutacioja egy meglehetdsen agressziv autoszomalis dominans FSGS
betegséget okoz (Winn és mtsai, 2005). A genetikai tényezOk mellett azonban kornyezeti
hatasok is kivalthatjadk a TRPC6 rendellenes mitkodését. Tobb kutatdcsoport szdmolt be arrol,
hogy kiilonbozé sejtekben a PKC rendszer negativan szabalyozza a TRPC6 aktivaciojat
¢s/vagy expressziojat (Zhang és Saffen, 2001; Bousquet és mtsai, 2010). Ezért munkank soran
célul thztik ki a PKC rendszer esetleges szabalyoz6 szerepének feltarasat human
podocytakon. Vizsgalni kivantuk a TRPC6 csatorna jelenlétét és funkcionalitdsat, illetve a
PKC izoenzimek kifejezddését és esetleges szabdlyzd szerepét az altalunk differencidltatott
human podocytakon.

Ismert, hogy a disztalis nephronban a meleg érzékeny TRPV1 és TRPV4 csatorndk is
kifejezOdnek, és jelentds szerepet jatszanak egyes rendlis funkcidok szabdlyozasaban (Zhu és
Wang, 2008; Wang és Wang, 2009, 2011; Cohen, 2005; Kassmann és mtsai, 2013). Ezért
munkank masodik felében célunk volt a termoszenzitiv TRPV1-V4 csatorndk expresszidjanak
¢és funkcionalitdsanak vizsgalata human podocytakon.

A TRP csatornik miikodésének feltardsa és a hozzajuk kapcsolodd Ca®*-medialt
jelatviteli utvonalak elemzése nagyban hozzasegithet minket a primer és szekunder
glomerulopathidk  pathomechanizmusanak jobb megértéséhez ¢és esetleges ujabb

farmakologiai célpontok feltarasdhoz.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A vese szerepe a kivalasztasban és a filtracios barrier

A vese kivalasztomiikddése révén a szervezet homeosztazisanak fenntartasaért felelds
kozponti jelentOségli szerv. A kivalasztas soran a vérplazmabdl a vese Malphigi-testjeiben a
glomerulus kapillaris falon atsztirédve gyakorlatilag fehérjementes ultrafiltratum képzodik.
Az ultrafiltratum tovabb halad a nephron tubulusrendszerében, melynek soran Osszetétele
intenziv transzport folyamatok hatasara jelentésen megvaltozik, térfogata kevesebb, mint 1%-
ara csokken, és a végsd kivalasztasra keriild anyagok vizelet formajaban Kkitiriilnek a
szervezetbol.

Az ultrafiltratum képzédésének helye a glomerularis kapillaris fal, ami harom
kiilonallo, de mégis egymasra szorosan hatd rétegbdl all. A legbelsd réteget a fenesztralt
endothelium képezi, mig a legkiilsé réteget a Bowman-tok visceralis lemezét alkoto epithel
sejtek, a podocytak alkotjdk. A szomszédos podocytak labnyalvanyokkal érintkeznek, igy a
kapcsolodas helyén 1étrejon egy résmembran (slit diaphragma, SD), mely elfedi az endothel
sejtek kozott 1évo fenesztrakat. A glomeruldris fal harmadik eleme az endothelium és a
podocytak kozott talalhatd glomerularis bazalis membran (GBM). A glomerularis kapillaris
fal, vagyis ez a harom réteg képezi a filtracios barriert. A harom réteg barmelyikének sériilése
esetén proteinuria alakulhat ki (Kestild 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 filtracios barrieren keresztiil 1étrejové ultrafiltracio fiigg a vérben
keringd anyag méretétol, toltésétol, valamint a glomerulusban 1évo nettd filtracids nyomastol.
Fiziologias koriilmények kozott a glomerulus kapillarisokban a szervezet mas teriiletein
eléforduld kapillarisokhoz képest, magasabb hidrosztatikai nyomas uralkodik, mely
koriilbeliill 45 Hgmm. A filtratum keletkezéséhez ez a hidrosztatikai nyomas jarul hozza,
mellyel ellentétes a plazma onkotikus nyomasa (kb. 20 Hgmm), illetve a Bowman-tokban
lévd folyadék hidrosztatikai nyomasa, mely 10 Hgmm. Mivel a filtraciéos barriernek
koszonhetden a sziirlet gyakorlatilag fehérjementes, ezért a Bowman tokban az onkotikus
nyomasa 0 Hgmm-nek tekinthetd. Az igy létrejott nettd filtraciés nyomas 15 Hgmm, mely a
kapillarisbol a Bowman-tok iranyaba hat (Farquhar, 1975; Venkatachalam és Rennke, 1978;
Kalluri, 2006).

A filtraciés barrier elemei kiillonb6zé mértékben és mas-mas adottsagaikkal jarulnak
hozza a szliréshez. A glomerulusban 1évé kapillarisok sok szempontbdl egyediek. A

kapillarisfal nem tartalmaz prekapillaris sphynctereket, valamint erésen perforalt, mivel az
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endothel sejtek rétege nem folyamatos, ezért a sejtek kozott 60-100 nm-es porusok, fenesztrak
alakultak ki (Levick és Smaje, 1987). Igy az endothelium a nagyméretii rések és a hidnyzo
diaphragma miatt nem jelent szamottev$ gatat a vérben keringd anyagok szamara, csak az
aggregalodott és Orias sejteket tartja vissza, a legtobb anyag atjut rajta. Anndl nagyobb
jelentdséggel bir a toltés szerinti szirés szempontjabdl, mivel az endothel sejtek kozti
fenesztrakat a luminalis oldal fel6l bonyolult szerkezeti glycocalyx fedi, mely er0sen negativ
toltéstt (Kanwar és mtsai, 1980; Jeansson és Haraldsson, 2005). Ez a fibrozus racsszerii
szerkezetet létrehozo glycocalyx a vérbdl szamos molekulat megkot, igy egy 200 nm-nél is
vastagabb réteget formal, melyet endothelidlis felszini rétegnek neveziink (ESL; endothelial
surface layer). A filamentozus szerkezet és az erdsen negativ toltés miatt a fenesztrak
keskenyebbek és ,,visszatartobbak™ lesznek. Ha enzimatikus emésztés soran megsemmisiil az
ESL barmelyik komponense, az ESL vékonyabb lesz, negativ toltést veszit, igy fokozdodik az
albumin filtracio. Ezért tekinthetd az ESL az endothelium esszencialis elemének, és
alapvetéen meghatarozza a glomeruldris permeabilitast (Jeansson és Haraldsson, 2006; Dane
¢és mtsai, 2013).

A GBM az endothel sejtek és a podocytak bazalis membranjanak fuziojabol jon 1étre.
144 kiilonboz0 proteint €s proteoglikant tartalmaz extracellularis matrixba agyazottan, melyek
koziil a legfontosabbak a kollagének, a laminin és a heparan-szulfat (Timpl, 1989; Harvey és
mtsai, 1998; Lennon és mtsai, 2014; Byron és mtsai, 2014). Szerkezetileg nem rendezetlen, az
alkoto6 fibrillumok egy magasan szervezett labirintusa, mely heterogén porusokat formal. Ezek
a 4-10 nm atmér6jii porusok teszik lehetévé, hogy a GBM fizikai szlir6ként funkcionaljon, és
ne engedje at a 10 nm-nél nagyobb molekulakat (Kubosawa és Kondo, 1985; Hironaka és
mtsai, 1993). Szamos negativ t6ltéssel rendelkez6 alkotdja van, tehat toltésbarrierként is
szerepelhet, viszont ez nem tul hatékony sziirést biztosit, mivel bizonyitott, hogyha a GBM-
ban 50%-kal lecsokkentjik a fix anionos toltésii helyek szamat, a vizelet
albuminkoncentraciojara ez semmilyen hatast nem gyakorol (Harvey és mtsai, 2007).
Mindezidaig tisztazatlan a toltésbarrier helye a filtracios apparatusban, viszont valdsziniileg a
podocytdk és az endothel sejtek glycocalyxa hatékonyabb toltésbarrier, mint a GBM. Ha
toltés szempontjab6l nem is olyan meghataroz6 a GBM, viszont sSzerkezetét ¢és
elhelyezkedését tekintve annal nagyobb jelentGsége van, hiszen fizikailag is Osszekoti az
endotheliumot a podocytak rétegével, igy stabilizalja a glomerularis filtracios barriert. Ha
molekularis szerkezete zavart szenved, stlyos proteinuriaval jar6 betegségek jelennek meg,

ugymint a Pierson és Alport szindroma, melyek az esszencialis B2 laminin, illetve a IV-es



tipusi kollagén abnormalitdsainak kovetkeztében alakulnak ki (Miner és Sanes, 1994;
Matejas és mtsai, 2010).

A podocytdk a glomerularis kapillaris fal legdisztalisabb rétegét képezik. A
differencialt podocytdk arborikus sejttesttel rendelkeznek, melyek kiillonbozé projekcidkat
képeznek: a fonyulvanyokat mikrotubulusok ¢€s intermedier filamentumok merevitik, mig a
finomabb labnyulvanyok aktinban gazdag kitiiremkedések, melyek fokalis adhéziok révén
kapcsoloédnak a GBM-hoz. A szomszédos podocytdk labnyulvanyai a résmembran altal
fizikailag 6sszekapcsolodnak, mely tight junctionhoz hasonld szoros illeszkedést biztosit a két
sejt kozott, viszont kiilonbozik attél, mivel alkotd fehérjéi koziil hianyzik az e-kadherin, és
szerkezetileg porozus (Tassin és mtsai, 1994). Az elmult két évtizedben a komplexet alkotd
majd minden fehérjérdl, vagy azokkal egy jelatviteli rendszerben 1évé szamos proteinrdl
kideriilt, hogy mutacidjuk, illetve nem megfeleldé miikodésiik szerepet jatszik proteinuriaval
jaro vesebetegségek kialakuldsaban. Ezek a kutatasi eredmények ravilagitanak arra, hogy a
podocytak szerkezeti integritdsa kulcsfontossdgh a glomerularis filtraciés Dbarrier
kialakitasaban és fenntartdsdban (Scott and Quaggin, 2015). A podocytdk mas szempontbol is
lényeges szerepet kapnak, ezért multifunkcionalis sejteknek mondhatok, hiszen ezek a sejtek
melyek koziil a legfontosabb az érendothel novekedési faktor-A (VEGFA). Emellett a
podocytak az endothel sejtekkel egyiitt részt vesznek a GBM kialakitasaban, mivel az alala2
(IV)-es kollagént az endothel termeli, az a3a4a5 (IV)-es kollagént, pedig a podocytak

(Abrahamanson és mtsai, 2009).

3.2 Podocytak és podocyta eredetii betegségek

A podocytak terminalisan differencialt epithel sejtek, melyek egyedi és komplex sejtes
szervezddéssel rendelkeznek. Maga a sejt harom kiilonbozd szegmensre oszthatd: ugymint a
terjedelmes sejttest, mely betiiremkedik az urindris térbe; a fonyulvanyok, melyek
végignyulnak a kapillaris mentén; és az ezekbdl kitiiremkedd 1abnytlvanyok. A kapcsolodo
sejtek labnyulvanyai, mint az ujjak fiizddnek Ossze. A sejtek kozotti filtracios rést elfedd
résmembranba extracellularisan elhelyezkedd fehérjék agyazodnak, melyek egy komplexet
alkotnak, és intracellularisan elhelyezkedd citoszkeletalis fehérjékhez kapcsolodnak
(Matovinovi¢ és mtsai, 2009).

A podocytdk polarizalt epithel sejtek luminalis/apikalis, bazalis és junkcionalis
doménnel rendelkeznek. A bazalis domén feladata a sejtek rogzitése a GBM-hoz alf3

integrin és a-, PB-disztroglikdnok altal. Az apikalis membran ujjszeri kitliremkedéseket



noveszt a Bowman-tok trterébe. Az apikalis membran és a SD is vastag felszini réteggel
boritott, mely gazdag szialo-glikoproteinekben, ugymint podokalyxinben, podoendinben,
melyek erds negativ toltést biztositanak a podocytaknak. Ez korlatozza a negativ toltésu
fehérjék atjutasat a vizeletbe, illetve megakadalyozza, hogy a podocytak a parietalis epithel
sejtekkel kapcsolatba 1épjenek, valamint elkiiloniti egymastol a szomszédos sejteket
(Pavenstadt és mtsai, 2003). A junkcionalis domént a podocytak kozti SD ¢€s az abba agyazott
fehérjekomplex alkotja. A komplex elséként felfedezett alkotdja a nephrin, mely strukturalis
¢és jelatviteli fehérje is egyben, intracellularisan podocinhoz ¢és CD2-asszocialt fehérjéhez
(CD2AP) kapcsolodik. Szamos egyéb protein vesz részt a SD kialakitasaban, mint a P-
cadherin, ZO-1 (zonula occludens-1), FAT, Neph-1, -2, -3, melyek tobbsége intracellularisan
citoszkeletalis fehérjékkel kapcsolodik. A podocytak nagyon fejlett citoszkeletalis halozattal
rendelkeznek, mely biztositja az egyedi sejtalakot, a nyulvanyok kialakitasat. A sejttestben és
a nyulvanyokban a mikrotubulusok ¢€s intermedier filamentumok, mint a vimentin €s dezmin
dominalnak. A membran alatt vékony aktin filamentumok huzdédnak. A citoszkeletont az
aktin, miozin, o-aktinin, talin, paxillin és vinkulin képezik, melyek nemcsak a sejtalak
fenntartasaért feleldsek, hanem biztositjak az atalakuldst, a kiilonb6z6 koriilményekhez vald
adaptacid soran. Ez altal a citoszkeletalis vaz altal képes a podocyta sejtréteg ellatni o

feladatat a kapillaris fal tamasztasat, és ellenallni a kapillaris nyomasnak (1. abra; Mundel és

Shankland, 2002).

Podocalyxin
NHERF2
Ezrin

FAT

GBM

1. dbra: Két interdigitdlé podocyta labnytilviany és a kiztiik létrejovd résmembran molekuldris szerkezete
(Mundel és Shankland, 2002)

A podocytik hirom doménre oszthatéak: bazdlis doménjiik révén a bazdlis membranhoz horgonyzottak;
luminalis doménjiik a Bowman-tok dirterébe nyulik; mig a szomszédos podocytdikkal a junkciondlis domén révén
létesitenek kapcsolatot. Az interdigitalo sejtek kozott létrejott junkciot résmembrdannak (slit diaphragma, SD)
nevezziik. a-actd: a-aktinin-4; a3p1: o3B1 integrin, a-DG: a-disztroglikan; p-DG: p-disztroglikan;
Na(+)/H(+)ERF2: Na(+)/H(+) kicseréld regulatorikus faktor 2; P: paxillin; P-cad: P-cadherin; Synpo:
synaptopodin; T: talin; V: vinculin; Z: ZO-1.



A podocytdk szamos ¢élettani kihivasnak vannak kitéve: nyomasvaltozasok, vérplazma
Osszetételének valtozasa, ozmotikus hatdsok, pH, glikozkoncentracio, metabolitok
felszaporodasa, stb. Funkcidjuk betoltése soran ezekhez a koriilményekhez tudnak
alkalmazkodni, dinamikus valtozasokra képesek. A kiilonbozé stresszorokhoz vald
adaptaciojuk soran a stressznek Kkitett sejtek szamos fehérje expressziojat novelik, mint
példaul citoszkeletalis fehérjék, dezmin, vimentin, vagy magas gliik6z szint hatdsara novelik a
VEGF szintézisét, de antioxidansokat is termelnek a kérosit6 reaktiv szabadgyokok lekotésére
(Nagata, 2016).

A legtobb esetben a vesekarosodas elsé jele a proteinuria, mely korai kdvetkezménye
a podocytakarosoddsnak. Tartosan fennalld stresszorok hatasidra a podocytdk patoldgids
atalakulason mennek keresztiil, amelynek koézponti mechanizmusa az un. ,,foot process
effacement” (FPE). A folyamat sordn a podocyta felszine siméabb lesz, a labnyulvanyok
rovidiilnek, illetve fokozatosan egyszeriisodnek, visszahtizodnak, ezaltal ritkdbban fordulnak
eld a filtracios rések. Ez nem egy passziv folyamat, hanem energiaigényes aktin atrendezddés
all a hatterében. Az aktin halozat, illetve az aktin-kKapcsolt fehérjék atalakulasa eredményezi a
megvaltozott sejtalakot patologias koriilmények kozott, melynek eredményeként a podocytak
nem képesek ellatni legfobb feladataikat (Shankland, 2006). Igy a barrier funkciok sulyos
karosodasa jon létre, ami végsé soron proteinuriaban nyilvanul meg (D'Agati és mtsai, 2011).

Szamos kutatas szamol be a podocytak molekularis karosodasa, illetve a proteinuria és
a glomerulosclerosis kapcsolatardl (Vincenti és Ghiggeri, 2005; Daskalakis és Winn, 2006;
Mukerji és mtsai, 2007; Benoit és mtsai, 2010). A kronikus vesebetegségekben a vesefunkciod
romlasa a fiziologidsan mikodé glomerulusok elvesztésébdl adodik. Az esetek nagy
tobbségében a glomerulusvesztés a podocytdk karosodasaval kezdddik. A podocytakat ért
negativ hatasok kovetkeztében a podocytdk a fentebb leirt FPE sordn atalakulnak, melynek
kovetkezménye a barrier funkcid elvesztése, a porteinuria, mely stlyosbodo vesebetegségek
kiindul6 pontja (Pavenstiadt és mtsai, 2003). A korai podocytakarosodas visszafordithat6, ha
az aktin halozat visszanyeri épségét, a labnytlvanyok ismét kialakulnak, és az interdigitalo
podocytak ujra barriert képeznek a proteinvesztés megakadalyozaséara, tehat a FPE id6ben
visszafordithato.

A FSGS is egy podocytopathia kdvetkeztében kialakulod patologias allapot, mely az
esetek tObbségében nephrosis szindromahoz tarsul, és meglehetdsen gyakran a vesefunkcid
elvesztéséhez vezet. A FSGS-nak harom formajat kiilonitjik el: a degenerativ valtozasok
eredményezik a Klasszikus format, az inflammatérikus események a félhold forma

kialakulasahoz vezetnek, illetve a dedifferencialodas vezet a kollapszusos FSGS-hoz (Kriz és
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LeHir, 2005). A degenerativ forma fordul el6 a leggyakrabban. Ebben az esetben az elvesztett
podocytakat a megmarad6 podocytak potoljak, méghozza gy, hogy megnd a sejttest. Viszont
a megmaradé sejtek nem tudjak teljesen fedni a GBM-t, igy a GBM ¢és a parietalis epithel
sejtek Osszendnek (tuft adhézid). Ezen Osszendvések léziokat formalnak, igy alakul ki a
szegmentalis glomerulosclerosis, majd a kés6bbiekben az egész lebenyre Kkiterjedhetnek.
Mindemellett megjelenik egy koros iranyu filtracid az interstitium felé (Kriz és mtsai, 1998;
Kriz és mtsai, 2001).

A glomerulus gyulladasos folyamatai kezdetben nem érintik a podocytakat, viszont a
folyamat el6rehaladtaval a gyulladdsos mediatorok hatasara a podocytak koros hiperfunkcioja
alakul ki, szamos apr6 nyulvanyt fejlesztenek az apikalis membranbol. Ezek a mikrovillusok
minden irdnyba kiterjednek, elérik a parietalis epithel sejteket, azok kozott athatolva a
parietalis epithel sejtek bazalis membranjahoz kapcsolédnak, annak mentén terjednek, igy az
epithel sejteket levalasztjak a bazalis membranrol (Le Hir és mtsai, 2001). Ennek
kovetkeztében a parietdlis epithel sejtek proliferdlnak, melyek félhold alakokat hoznak létre
az urinaris térben. Ha a gyulladdsos folyamatokat még idejében megsziintetjiik, akkor a
fiziologias miikodés helyre 4ll, ha tovabb folytatddnak, akkor az egyre nagyobb félholdak az
urindris térben obstrukcidhoz vezetnek.

Az érett podocytak nem képesek proliferalni, viszont egyes koros esetekben mégis
¢lénk proliferacidt mutatnak, mint a HIV fert6zotteknél jelentkez6é kollapszus FSGS-ban.
Ebben a betegségben a proliferalé podocytak nem differencialt sejtek, amelyek atvehetnék a
régi sejtek helyét, hanem dedifferencialtak (Barisoni és mtsai, 1999). A sejtek alakja teljesen
kiilonbozik a normal sejtekétdl, és szamos citoszkeletdlis fehérje hianyzik. Ez a koéros
sejtproliferacio obstrukcidhoz vezet azaltal, hogy a Bowman-tokot feltoltik a dedifferencialt
sejtek, majd a folyamat elérehaladtaval a glomerulus kollapszusa kovetkezik be.

Az elmult 20 évben megnétt az idiopathias FSGS megbetegedések eldfordulasa,
melynek kialakuldsaért mind genetikai okok, mind kdrnyezeti hatdsok egyarant felelések
lehetnek (Haas és mtsai, 1995). Genetikai vizsgalatok ramutattak arra, hogy szamos esetben a
podocytak mitkddésében fontos szerepet betdltd fehérjék mutdcidja all a betegség hatterében.
A nephrint k6dolo NPHS1 génben bekdvetkezett mutacio felelds a velesziiletett autoszomalis
recessziv nephrosis szindroma, az Ugynevezett Finn-tipusi nephropathia kialakulasaért
(Santin és mtsai, 2009; Ovunc és mtsai, 2012). Egy masik SD fehérje a podocin is hasonld
jelentdséggel bir, hiszen az azt kodold6 NPHS2 gén mutécidja kapcsolatba hozhat6 a szteroid-
rezisztens idiopathias nephrosis szindromaval, valamint a familialis autoszomalis recessziv és

a felndtt korban el6forduldo FSGS betegségekkel (Boute és mtsai, 2000; Kerti és mtsai, 2013).
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A podocytak citoszkeletalis rendezettségében nagy jelentdségli aktin-kotd fehérjének, az a-
aktinin-4-nek a génjében (ACTN4) végbemend mutacidé felndtt korban megjelené FSGS
megbetegedést eredményez (Kaplan és mtsai, 2000; Weins ¢és mtsai, 2005). A SD
ioncsatornajanak a tranziens receptor potencial klasszikus (TRPC) csaladba tartozo TRPC6
fehérjének (TRPC6) a gain-of-function mutacioja egy meglehetdsen agressziv autoszomalis
dominans FSGS betegség okozoja (Winn és mtsai, 2005; Reiser és mtsai, 2005; Heeringa ¢és
mtsai, 2009).

3.3 TRP ioncsatornak a vesében

3.3.1 TRP ioncsatornak

1969-ben Cosens és Manning felfedeztek egy olyan Drosophila mutanst, melynek
retindlis sejtjei hosszantarté fény hatasdra nem folyamatos, hanem tranziens valasszal
reagaltak. A fotoreceptor sejtek vizsgalata soran kimutattak, hogy folyamatos fény hatasara a
normal platd fazisos receptor potencial helyett tranziens receptor potencidl keletkezik, igy
ezeket a mutans fehérjéket tranziens receptor potencial (TRP) proteineknek nevezték el
(Cosens és Manning, 1969). Htsz évvel késdbb a trp gén szekvenalasa feltarta, hogy egy

Ca2+-permeébilis kationcsatornarél van szo (Montell és Rubin, 1989).

"Melastatin®

TRPM1
TRPM3
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TRPM7?

TRPC1

TRPC4

TRPCE »—T )
TRPMZ
. ——a THPMS
TRPC3 _
TRPCT? TRPM4
TRPCE TRPMS
TRPCZ
Ankyrin’'
“Mucolipin”
TRPML1 \ TRPA1
TRPMLZ “Polycystin”

TAPML3 . + TRPP2

2. dbra: TRP szupercsaldd (Gees és mtsai, 2010)
Az emlésékben megtalalhato 28 TRP csatornat hat alcsaladba sorvolhatjuk: ezek a klasszikus (TRPC), a vanilloid
(TRPV), a melasztatin (TRPM), az ankirin (TRPA), a policisztin (TRPP) és a mukolipin (TRPML) csaladok.

1995-ben irtak le az els6é emlds trp fehérjét (Wes €s mtsai, 1995), majd az elkovetkezd

¢vek alatt szamos trp gént azonositottak. Ezek koziil emlésokben 28 TRP csatorna
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expresszalodik (2. abra), melyeket szekvencia homologia alapjan 6 alcsaladba sorolnak:
ugymint TRPC (klasszikus/cannonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melasztatin), TRPA
(ankirin), TRPP (policisztin) és TRPML (mukolipin). A TRPC alcsalad tagjai mutatjak a
legnagyobb homologiat a Drosophila TRP génnel, ezért kaptak a klasszikus TRP elnevezést.
A tobbi alcsalad az els6 felfedezett tagrol kapta a nevét: a TRPV csaldd a vanilloid receptor-1
(VR1, TRPV1), a TRPM a tumorszupresszor melasztatin 1 (TRPM1), a TRPA az ankirin-
transzmembranprotein-1 (ANKTM1, TRPA1), a TRPML a mukolipin 1 (TRPMLI1) és a
TRPP csalad a policisztin-2 (PKD2, TRPP2) fehérje homologjait foglalja magaba (Montell,
2005; Pedersen és mtsai, 2005; Gees és mtsai, 2010).

A TRP csatornak alapvetd szerkezete megegyezik a fesziiltség-fiiggd K'-csatornak
felépitésével: négy, hat transzmembran doménbol (TM1-6) allo alegység alkot egy
funkcionalis csatornat, ahol a TMS5 és TM6 kozott 1évé hurkok formaljak a kation ateresztd
porust. A rendkiviil hosszii citoplazmatikus N- és C-termindlisok szamos regulatorikus
domént tartalmaznak, melyek szabalyozzak a csatorna nyitasat (3. abra). A négy kapcsolodo
alegység lehet azonos, vagy jellemzdéen az alcsalddon beliil eltérd alegységekbdl Iétrejott
heterotetramer, melynek a funkcidja valosziniileg eltér a homotetramerekétél (Clapham,

2003).

S$1-84 transmembrane domains
Weak voltage sensing

W, i %
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Gating lever
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C
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PDZ (TRPC4 and TRPCS)

AnkR AnkR AnkR AnkR =
TRPM homology region TRP box CC

—“.h-—m'-h—i-g TRPM —g-— Q—— TRPM: 1,104-2,022 amino acids
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RPDOX g RPM2, as
udix (T ) PLIK (kinase) (TRPN6.7)
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TRPML —_— = TRPML: 553-580 amino acids

ER retention

3. dbra: TRP csatorndk szerkezete (Clapham, 2003)
A TRP csatorndk rendkiviil hosszii citoplazmatikusan elhelyezkedd N- és C-termindlisokkal rendelkeznek, melyek
szamos Stabalyzo domént tartalmaznak. Az N-terminalison a TRPC és TRPV csalad tagjai 3-4, mig a TRPAI
fehérje 14 ankirin (AnNKR) kothellyel rendelkezik (a TRPA csatornat az dabra nem mutatja). A C-termindlison
t6bbféle szabdlyozé domén taldlhaté: TRP box, CRIB domén: kalmodulin kétéhely, EF hand: Ca®* kétShely,
Nudix: ADP riboz kotéhely. A TRPM csatornak egyediilalloan enzim aktivitassal rendelkezé doménnel
rendelkeznek, mely egy foszfolipaz C (PLC) interakcios kindz (PLIK domén).
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A legtobb TRP csatorna Ca®*-ra permeabilis, viszont a Ca®*-szelektivitasuk nagyon
valtoz6. A TRPMA4/5 csatorna gyakorlatilag Ca®*-ra nézve impermeabilis (Pca/Pna<0,05), de
az intracellularis Ca?*-koncentracié ([Ca’*]ic) 4ltal szabalyozott, mig a TRPV5 és TRPV6
Ca®*-ra specifikusnak mondhatod (Pca2+/Pna+>100; Voets és mtsai, 2001). A TRP csatornak
éppen ezért az intracellularis Ca?'-jelatvitel modulatorainak tekintheték. A szabad
citoszolikus Ca?* szamos sejtfolyamatban jatszik kulcsszerepet, a megtermékenyitéstél, a
sejtproliferacion, a sejtdifferenciacion at, a szekrécion és a kontraktilitason keresztiil egészen
a sejthalalig. A TRP csatorndknak kiemelkedd szerepiik van az [Ca2+]|c szabalyozéasaban:
egyrészt sejtfelszini Ca2+-permeébilis csatornaként, hozzajarulnak a Ca®* belépéséhez,
masrészt kation csatornaként megvaltoztatjadk a membran potencialt, igy befolyasoljak a ca®*
belépés hajtoerejét. Mindemellett alternativ ca®* permeabilis uUtvonalak, illetve az
intracellularis raktarakbol torténd Ca’'-felszabaditést is szabalyozzak. Egyes TRP csatornak
nem csak sejtfelszini csatornaként mikodnek, hanem intracellularis organellumok
membranjaban is megtalalhatéak, igy 6k maguk is részt vesznek a Ca?*-raktarak iiritésében

(Gees ¢€s mtsai, 2010).

TRPC1
TRPC3
TRPC1 S TRPME . , . ,
TRPP2 4. abra: TRP csatorndk expresszioja humdn
“, Theve nephronban (Woudenberg-Vrenken és
TRPVE mtsai, 2009)
A TRP csatornak szamos tagja kifejezddik a
chT vesében. A nephron minden szegmensében
TRPM3 e . .
TREVA eléfordul TRP csatorna, melyek jelentds
i mxg szerepet toltenek be a nephron fiziologias
A miikddésében.  (G:  glomerulus;  PT:
TRPC1 proximalis tubulus; DTL: Henle-kacs vékony
TRPV4 = mggg leszallo szar; ATL: Henle-kacs vékony
. TRPM3 felszallo szar; TAL: Henle-kacs vastag
TRPC1 4BEIL ' [ —Ejﬁé felszalld szar, DCT: disztalis kanyarulatos

csatorna; CNT: dsszekotd szegmentum; CD:

TREVA . | gylijtdcsatorna)

A TRP csatorndk szdmos ingerlékeny és nem-ingerlékeny szovetben megtalalhatoak,
¢s szertedgazo funkciokban vesznek részt: a szenzoros miikodéstdl, mint a feromonok, iz,
fajdalom és homérsékletérzékelés, a homeosztatikus funkciokig, ugymint a Ca®* és Mg”*
reabszorpcid, ozmoregulacio, tovabba motoros mitkddésekben, izomkontrakcioban, vazo-
motoros regulacioban is. A vese jOl mutatja, hogy a TRP csatorndk milyen széleskorii
funkcioval birnak, hiszen szamos TRP csatorna expresszalodik végig a nephronban (4. abra,

Woudenberg-Vrenken és mtsai, 2009). Ezek a TRP csatornak elengedhetetlenek a vese
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fiziologids mikodéséhez: a TRPC3 ioncsatorna vazopresszin hatdsara el8segiti a Ca®*-
belépését a gylijtdcsatorna principalis sejtjeibe (Goel €s mtsai, 2007); a TRPM3 és TRPV4
csatornak ozmoszenzorként mikodhetnek (Grimm és mtsai, 2003; Mutai és Heller, 2003),
mig a TRPP1/TRPP2 komplex mechanoszenzor szerepet tolt be a rendlis epithel sejtek
ciliaiban (Nauli és mtsai, 2003). Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a csatornakat érintd
valtozasok szerepet jatszanak szerzett és 6roklott vesebetegségekben. Ismert, hogy a TRPC6
csatorna gain-of-function mutéacioja FSGS-hoz vezet (Winn és mtsai, 2005). A TRPP2
malformacioja autoszomalis-dominans policisztas vesebetegség kialakuldsat eredményezi
(Grantham, 2008). A TRPM6 fehérje mutacioja masodlagos hypokalaemiaval kisért
hypomagnesemiat okoz (Schlingmann és mtsai, 2002), a TRPV1 csatorna karosodasa renalis
hypertenzioban jatszik szerepet (Nilius és mtsai, 2007), a TRPC1 csatorna a diabéteszes
nephropathia kialakulasaban vesz részt (Du és mtsai, 2007), mig a TRPVS alacsony
expresszios szintje hozzajarul az idiopatids hyperkalcaemia és az angolkor tiineteinek

kialakulasahoz (Miiller és mtsai, 2002; Woudenberg-Vrenken és mtsai, 2009).

3.3.2 TRP csatornik szerepe a tubularis transzportban (Ca’*, Mg**
reabszorpcié, TRPV5/6, TRPM6)

A vesében eldforduldé TRP csatornak fontos szerepet toltenek be a vese fizioldgias
miikodésében. A TRPVS5, TRPV6 ¢és TRPM6 a disztalis tubulus epithel sejtjeiben
elengedhetetlenek a Ca?* és Mg?* reabszorpciojahoz (Minke, 2006).

A Ca®" esszencidlis a fiziologias sejtmiikddéshez. Harom folyamat szabalyozza a
szervezet Ca’*-szintjét, és tartja azt egyensulyban: az intestinalis abszorpcid, a vesékben
végbemend reabszorpcié és a csontban torténd raktarozas. A vesében a Ca®* mozgasa
paracellularis (passziv) és transzcellularis (aktiv) transzport révén valosul meg. Az aktiv Ca®*
reabszorpci6 a disztalis kanyarulatos csatorna és az 6sszekoto szegmens teriiletén megy végbe
az epithel sejtek apikalis membranjdban expresszalodé TRPVS5 és TRPV6 ioncsatorndk
segitségével (Hoenderop és mtsai, 2005). A TRPVS és TRPV6 csatorndk a vanilloid csalad
tobbi tagjatol kiilonboznek, mivel a TRPV1-4 egyik tulajdonsidga, hogy hdomérséklet
novekedés hatdsara bizonyos hdmérséklet tartomanyban aktivaldédnak, viszont a TRPVS és
TRPV6 csatornakra ez nem jellemz6. Ezen tGl a legfontosabb sajatossaguk, ami miatt
egyediilalloak a TRP szupercsaladban, hogy a legnagyobb Ca”*-szelektivitassal rendelkeznek,
mivel a Pca+/Pna+ értéke nagyobb 100-nal (Voets és mtsai, 2001). A két csatorna
nagymértékli homologiat mutat. A funkcionalis TRPVS és TRPV6 csatorndk tobbnyire

homotetramerek, de heterotetramereket is alkothatnak (Gees ¢és mtsai, 2010), illetve jellemzd
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rajuk, hogy fiziologias koriilmények kozott folyamatosan aktivak. A nephronban a TRPV5
ioncsatorna felelds a Ca?* reabszorpciojaért a disztalis kanyarulatos csatorna és az dsszekotd
tubulus szegmensekben. A TRPV5 csatornan a sejtbe beléps Ca®* kalbindin-Dgk és kalbindin-
Dask kalciumkotd fehérjékhez kapcesolodik, amely fehérjék a bazolateralis membranhoz
szallitjak a Ca**-ot, ahol Na'/Ca®*-exchanger és a Ca®*-ATPaz pumpalja ki a sejtb6l. A
megemelkedett [Ca®*]ic gatolja a TRPV5 csatornat, igy megvédve a sejtet a Ca®* toxicitastol.
A TRPV5 csatornat direkt modon szabalyozza tobb Ca** homeosztazisban jelentés regulator,
ugymint a kalcitriol, a parathormon, az sztrogén és a Klotho enzim. A TRPV6 ioncsatorna az
intestinalis Ca** abszorpciéban jatszik fontosabb szerepet (Hsu és mtsai, 2007; Woudenberg-
Vrenken és mtsai, 2009; Zhou és Greka, 2016).

A vese az ultrafiltratum Mg2+ tartalmanak 3-5%-at iiriti a vizelettel, mivel a filtralt
Mg2+ nagyobb része reabszorbealddik a disztalis kanyarulatos csatornaban. Végig a nephron
mentén paracellularis transzporttal, mig a korai kanyarulatos csatorna szegmensben a TRPM6
csatorna altal aktiv transzporttal reabszorbealodik a filtralt magnézium 5-6%-a (Dimke és
mtsai, 2011). A TRPM6 és TRPM7 ioncsatornak nagy homologiat mutatnak, és mindkettd
fontos a Mg2+ transzportban. A TRPM7 csatorna ubiquiter, mig a TRPM6 dominénsan a
vesében ¢€s az intestinumban expresszalodik, €s résztvesz a Mg2+ abszorpcioban ¢és
reabszorpcioban. A vese kanyarulatos csatorna szakaszdn az epithel sejtek apikalis
membranjaban talalhatdo (Gees és mtsai, 2010). A TRPM6-ot szamos faktor szabalyozza,
Gigymint az alacsony Mg?*-szint, dsztrogén és az epidermalis novekedési faktor (EGF). Az
EGF volt az els6 magnesiotrop hormon. Az epithel sejtek basolateralis membranjaban
helyezkedik el az EGFR, melynek aktivalodasakor intracelluldris atvonalak révén stimulalja a
TRPM6 ioncsatornat, igy a Mg felvételt. Az EGFR gatlasa megakadalyozza a TRPM6

crer

(Woudenberg-Vrenken és mtsai, 2009).

3.3.3 TRPCG6 szerepe a filtraciés barrier kialakitasaban

Klinikai adatok azt mutatjak, hogy a proteinuridval jar6 vesebetegségben szenveddk
kozel 50-60%-anal 10 éven beliil kialakul a végstadiumu vesebetegség (Woudenberg-Vrenken
¢s mtsai, 2009). Nemrégiben a figyelem kozéppontjaba keriilt a TRPC6 ioncsatorna.
Kimutattak, hogy az autoszomalis dominans FSGS esetek egy meglehetdsen agressziv
formajanak kialakulasaért a TRPC6 ioncsatorna gain-of-function mutacioja felelés (Hofstra és
mtsai, 2013). Nemcsak az orokletes FSGS, hanem a nem-genetikus, szerzett nephropathiak

egy részében IS a TRPC6 ioncsatorna fokozott expresszidjat irtak le, mint példaul a
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membranosus glomerulonephritis és a minimal change nephropathia esetében (Moller és
mtsai, 2007). Tehat bizonyitottan mind a megndvekedett csatornaaktivitas, mind a fokozott
TRPC6 expresszid patologiasan emelkedett intracellularis Ca®*-szintet eredményez, mely
podocytopathiahoz vezet (Ilatovskaya és Staruschenko, 2015).

A TRPC6 a vesében expresszalodik a glomerulus mindharom sejtféleségében: a
podocytakban, az endothel és a mesangialis sejtekben is, illetve a gylijtdcsatorna teriiletén
(Dietrich és mtsai, 2010). A podocytak membranjaban SD proteinekkel interakcidban részt
vesz a filtracios barrier kialakitasaban. Podocinnal, nephrinnel, a-aktinin-4-gyel és mas SD
fehérjékkel komplexet alkotva esszencidlis szerepet tolt be a podocyta funkciok ellatasdban
(Reiser és mtsai, 2005). A TRPC6 csatorna és a nephrin kapcsolata igen fontos, mivel a
TRPC6 csatorna tirozin foszforilaciojat kovetéen komplexet alkot a foszfolipaz Cyl-gyel
(PLCyl), és ennck a komplexnek a kialakulasa az el6feltétele a TRPC6 membran-
lokalizaciojanak. A nephrin kotédve a foszforilalt TRPC6-hoz gatolja a komplex kialakulasat,
igy megakadalyozza a TRPC6 transzlokaciojat. Olyan FSGS esetekben, ahol a TRPC6
szenvedett mutacidt, a modosult TRPC6 fehérje inszenzitiv a nephrin fehérjére, igy az
ioncsatorna sejtfelszini expressziojanak ¢€s aktivitasanak nincs akadalya (Kanda és mtsai,
2011; Szabd ¢és mtsai, 2015). A megemelkedett TRPC6 expresszio altalanos jelenség a
proteinuriaval jar6 vesebetegségekben. A TRPC6 funkcionalisan kapcsolodik az aktin
hal6zathoz, mely atrendez6dik TRPC6 overexpresszio esetén. Mindez arra utal, hogy a
TRPC6 szerepet jatszik a patologias allapotok létrehozasaban. Koros koriilmények kozott
aktivalodasa, megemelkedett [Ca’*]ic-t eredményez, mely a SD abnormalitasahoz és/vagy a
labnytlvanyok csokkenéséhez vezet. Szamos esetben a TRPC6 aktivacidja felerdsiti a koros
folyamatokat (Moller és mtsai, 2007).

A proteinuria egyik leggyakoribb kivaltdé oka az albumintulterhelés, melynek
kovetkeztében a TRPC6 aktivacio révén megemelkedik a GRP78 stressz fehérje szintje,
illetve a kaszpaz-12 apoptozist indukal a podocytakban (Chen és mtsai, 2011). A hossztavon
fennallo albumin talterhelés noveli a TRPC6 ioncsatorna expresszidjat is, melynek
kovetkeztében megemelkedik az [Ca?*]ic, csokken a nephrin és a synaptopodin szintje, mely

F-aktin elvaltozashoz vezet, igy csokken a labnytlvanyok szama (Jiang és mtsai, 2011).
3.3.3.1 A TRPC6 szerkezete, aktivacioja és szabalyozasa
A TRPC6 ioncsatorna a TRP szupercsalad klasszikus csaladjanak tagja. Ebbe a

csaladba hét protein tartozik (TRPC1-7), melyek szekvencia homologia alapjan két alcsaladot
alkotnak, ugymint a TRPC1/4/5 és a TRPC2/3/6/7 (Zhu és mtsai, 1996; Striibing és mtsai,
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2001; Striibing ¢és mtsai, 2003; Trebak és mtsai, 2003). A TRPC csatorndk nem szelektiv
kation csatornaként funkcionalnak, Na*-okat és Ca®*-okat engednek be a sejtbe, a Pcao+/Pna+
aranyuk koriilbeliil 1,5:1 és 6:1 kozott van (Clapham és mtsai, 2001). A TRPC6 csatorna a
TRPC3 fehérjével mutat a legnagyobb hasonlosagot, mivel ~73%-ban egyezik génjeik DNS
szekvenciaja (Li és mtsai, 2019). A TRP csatornak altalanos szerkezete jellemz6 a TRPC6-ra
is. Négy egyforma alegység alkot egy funkciondlis csatornat (homotetramer), de a TRPC3-
mal heterotetramert is képezhetnek, melynek igy mas lesz a funkcioja. Az alegységek az
altalanos TRP szerkezetnek megfelelden transzmembran ,rétegre” ¢€s citoplazmatikus
,rétegre” tagolhatok. A transzmembran régio tartalmazza a fesziiltség-szenzor-szerti egységet,
illetve az S5 és S6 domén kozott 1évo hurok alkotja a porus régiot. A TRPC3/6 csatornakra
jellemzé sajatossag, hogy az S3 az extracellularis tér felé meghosszabodott, illetve az S3-54
0sszekotd szakasz is hosszabb, igy ez képezi a ,,pszeudo” extracellularis domént (ECD; Fan
¢és mtsai, 2018). Az intracellularis N-terminalis domén (NTD) 4 ankirin ismétlodést (AR1-4)
¢és 9 kapcsolo hélixet (LH1-9) tartalmaz (Azumaya és mtsai, 2018). A C-terminalison (CTD)
talalhato egy Osszekoté hélix (CHI1) és egy coiled-coil hélix (CH2), illetve egy TRP box
domén. A membranba nyalo TRP visszatéré domén (TRP re-entrant) feladata a CTD-on
talalhato Pre-S1 konyOk résszel és az S1 szegmenssel valo kapcsolodas (5. abra; Tang és

mtsai, 2018).

r=s

=N '
5. abra: TRPC6 ioncsatorna egy alegységének
TRP szerkezete (Tang és mtsai, 2018)

Pre-S1 elbow re-entrant A TRPC6 ioncsatorndra is az altalanos TRP
TTRP heluxl | szerkezet a jellemzd, négy alegység alkot egy
' ' funkciondlis  csatorndt. Az alegységek
i transzmembran ~ doménbél  (TMD)  és
' intracellularis doménbol (ICD) allnak. A
" LH4 ' TMD-t 6 szegmens képezi (S1-6), az S5 és S6
[ kozétt 1évé P1 és P2 egység (porus 1 és -2)
vesz részt a porus kialakitasaban. Az ICD
pedig az N-termindlison 4 ankirin (ARI-4)
ismétlest, 9 kapcsolo (LHI-9) és a membranba
dgyazottan Pre-S1 kényok régiot tartalmaz,
mig a C termindlison ket hélix (CHI és CH2),
a TRP domen, illetve a Pre-SI konyokkel
kapcsolodo  szintéen membranba nyulo TRP

visszatéré domén talalhato.

Linker helices
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A TRPC6 csatorna aktivacidjarél elmondhatd, hogy a diacilglicerol (DAG) és
szarmazékai kozvetleniil, a protein kindz C (PKC) rendszertdl fliggetleniil aktivaljak, ezért a

DAG ,klasszikus receptoranak” nevezhetd (Hofman ¢és mtsai, 1999). A DAG direkt
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aktivacioja mellett [Ca*"]ic-hoz kapcsolodo jelatviteli utvonalak is szabalyozhatjak a TRPC6
milkodését. A felszabaduld Ca®* a DAG-lal egyiitt PKC enzimeket aktival, melyek
szabalyozzdk szamos a Ca’*-jelatvitelben szerepet jatszo protein, igy TRP csatornak
aktivitasat is (Venkatachalam ¢és mtsai, 2003). A TRPC6 ioncsatorna bazalis aktivitasa
nagyon alacsony podocytakban, de szamos jelatviteli folyamat képes fokozni ezt az aktivitast
poszttranszlaciés modositasok, pl. foszforilacié révén (Dietrich és mtsai, 2003; Dryer és
Reiser, 2010). A TRPC6 ioncsatorna mitkodését mechanikai ingerek is szabalyozhatjak: az
ioncsatorna ugyan nem mechanoszenzitiv, de a SD komplex tagjaként podocinnal
kapcsolodva, képes reagalni a mechanikai ingerre is (6. abra; Huber és mtsai, 2007; Dietrich

és mtsai, 2010).

Podocyte

6. abra: A TRPC6 aktivdcidja
foot process

podocytikban (Dietrich és mtsai, 2010)
A TRPC6 aktivalhato direkt mddon diacil
glicerollal (DAG), mely a foszfatidil-
inozitol-4,5-biszfoszfat  (PIP,) hasitdsa
soran keletkezik, illetve kozvetett modon
mechanikai inger hatdsara, melyet a
podocin érzékel, és kozvetit a TRPC6
csatorna felé. PLCe, foszfolipaz Ce;
GBM, glomerularis bazal membran)

Urine

_ed

Nephrin

GBM _

Fenestfétéd endotheliﬁr’h
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3.3.3.2 A protein kinaz C (PKC) rendszer

A PKC izoenzimek olyan lipid-aktivalt szerin/treonin protein kinazok, melyek szamos
szignalizacids utvonal részeként nagyon sokféle sejtfolyamat szabalyozasdban vesznek részt,
mint példaul a proliferacid, a differencidcid, a migraci6, az adhézid és az apoptozis
folyamatai. A PKC enzimek miikddésére altalanosan jellemzd, hogy G-protein-kapcsolt
receptorok, vagy mas novekedési faktor-dependens receptorok aktivalodasakor beindulo PLC
utvonal részeként aktivalodnak. A PLC enzim hasitja a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot
(PIP;) DAG-ra és inozitol 1,4,5-trifoszfatra (IP3), melyek tovabbi Gtvonalakat inditanak el. A
DAG aktivalja a PKC izoenzimeket, melyek kiilonbozd fehérjéket foszforilalnak a
szerin/treonin oldalancokon, mig az IP; intracellularis receptorokhoz kotédve hozzajarul az

[Ca?*]ic emelkedéséhez (Steinberg, 2008).

19



A protein kindz A (PKA) és protein kinaz G (PKG) csaladdal egyiitt a PKC
izoenzimek alkotjak az AGC protein kinazok csaladjat. A PKC alcsalad 10 tagot foglal
magaba, melyek aktivacios mintazatuk alapjan harom csoportra kiiloniilnek (7. abra; Newton,
1995; Webb és mtsai, 2000). Az elsé csoport a klasszikus PKC izoenzimeket (CPKC) foglalja
magaba, ezek a PKCa, -B1, -B2 és -y, melyek aktivaloédasukhoz DAG-t, vagy analdgjait, mint a
forbol 12-mirisztat 13-acetatot (PMA) és Ca®*-ot is igényelnek. A masodik csoportba a novel
PKC-k (nPKC) tartoznak, ezek Ca*-inszenzitiv izoenzimek, tehat stimuléciojukhoz csak
DAG-ra van sziikség. Ide soroljuk a PKC9, -¢, -n és -0 fehérjéket. A harmadik csoport pedig a
DAG- és Ca®*-inszenzitiv izoenzimeket foglalja magaba, melyek teljesen kiilonbéznek az
eléz6 enzimektdl, ugyanis aktivaciojukhoz csak foszfatidilszerint (PS) igényelnek. Ez az
atipusos PKC-k (aPKC) csaladja, melynek két tagja van, a PKCA és -C (Newton, 2018). A

kiilonbozd aktivacids mintdzat a szerkezeti kiilonbségekbdl adodik.

PKC ISOFORMS: DOMAIN STRUCTURE

Hinge

Regulatory Domain m Kinase Domain
| |} 1

cPKC: a, I, Bll,y [[CALCIE  c2 MGl ) |
nPKC: 5,0,e,n  |_c2ike |MML.CIAL CiE [MICall ca ™
aPKC: ¢, VA e Pe1 B c1 BRlcs [ ca =

7. dbra: A PKC izoformadk szerkezete és csoportositasa (Steinberg, 2008; abra: Newton, 2018)

A PKC enzimek szerkezetiiket tekintve két doménbdl dllnak, mégpedig az N-termindlison elhelyezkedd
regulatorikus és a C-termindlison talalhato katalitikus, vagy kindz doménbdl. Mindkét domén konzervativ (abran
szinessel jelolve), illetve varidbilis (sziirke) egységekbdl tevédik ossze. A cPKC (klasszikus) és nPKC (novel)
csoportra jellemzd, hogy a regulatorikus domén tandem C1 (Cla és C1b, piros) doménbdl dll, melyek felelések a
DAG és a PMA érzékeléséért. A C2 domén (sirga) a cPKC csalddban a Ca**-szenzor, mig az nPKC-k
inszenzitivek Ca**-ra. Az aPKC enzimek egy modosult C1 domént tartalmaznak, mely nem érzékeny sem DAG-
ra, sem PMA-ra. Minden PKC-ndl a C1 domén elétt taldlhaté az autoinhibitorikus pszeudoszubsztrat (PS; zold)
egység. Az aPKC (atipusos) csalad minden tekintetben kiilonbozik a c- és nPKC csaladtol, hiszen egy Cl
doménjiik van, amely sem DAG-ra, sem PMA-ra nem érzékeny, valamint nincs C2 doménjiik, viszont
rendelkeznek egy PB1 (rozsaszin) boxxal, mely mds fehérjék PB1 boxat ismeri fel.

Minden PKC-ra jellemzd, hogy egy regulatorikus és egy katalitikus doménbdl all,
melyek erdsen konzervalt régiokbol (C1-4) és a koztiik elhelyezkedd valtozd6 doménekbdl
(V1-5) tevodnek Ossze. A regulatorikus domén a PKC enzim N-terminalis végén talalhato,
inaktiv konformacioban tartja az enzimet, mivel van egy autoinhibitorikus pszeudoszubsztrat
doménje, melyet PS doménnek neveziink. Ez a domén intramolekuléris kapcsolatot létesit a
kindz doménnel, igy megakadalyozva a szubsztrat kotddését az aktivacids maghoz. Az N-
terminalison a PS domént kdvetden minden PKC tartalmaz egy C1 domént, melynek nPKC-k
esetében nagy, cPKC enzimeknél alacsony az affinitdsa DAG-ra, mig az aPKC csoport
érzéketlen DAG aktivaciora. A c- és nPKC csaladban a C1 domén tandem szerkezet(i, tehat

egy Cla és egy Clb egységbdl all. A Cla-hoz kotédik a DAG, mig a Clb a PMA-hoz hasonlo
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szerkezetli szubsztratokat kot. A sorban kovetkezé domén a C2-es, mely a cPKC enzimekben
a Ca®* érzékeléséért felelds. A Ca®* kotését kovetSen az enzim a plazmamembranba
transzlokalodik, ahol anionos foszfolipidekhez kotddik, €s interakcioba 1ép a PIP,-tal. A
nPKC-k szerkezetileg eltéré C2 doménnel rendelkeznek, mivel abbol hidnyzik a Ca®* altal
vezérelt savmaradék, igy ezeknek az enzimeknek nagyon alacsony az affinitasuk Ca**-ra. Ez a
fontos kiilonbség szolgal alapul a cPKC és nPKC izoenzimek eltér6 farmakoldgiai
tulajdonsagaihoz. A harmadik csoportba tartoz6 aPKC enzimek sokkal nagyobb kiilonbséget
mutatnak szerkezetileg a tobbi PKC izoenzimhez képest, hiszen hianyzik a C2 doménjiik,
illetve modosult C1 doménjiik is csak egy ciszteinben gazdag régiot tartalmaz, mely PIP,-ot
¢s ceramidokat kot, de DAG-ot és PMA-0t nem. Tovabba rendelkeznek egy PB1 (Phox ¢és
Bem 1) elnevezési egységgel, mely interakciokat létesit mas PB1 domént tartalmazo
fehérjékkel. Minden PKC enzim regulatorikus és katalitikus doménje kozott talalhato egy V3
domén, mely a proteolitikus enzimek (kalpain, tripszin) szamara biztosit hasitasi helyet, ezzel
szabalyozva az enzimaktivitast (Li és Gobe, 2006; Newton, 2018).

A PKC enzimek aktivacios mechanizmusa két fo szakaszra oszthatd. Az elsd
szakaszban kofaktorok altal tobb foszforilacios lépésen keresztiil stabilizalodik a kindz domén
szerkezete, azaz ,.¢retté” valik az enzim. A masodik szakaszban torténik a tényleges aktivacio,
ebben a fazisban az inaktiv enzim citoszolikusan helyezkedik el egy stabil konformacioban,
¢s készen all a masodlagos hirvivo altali aktivaciora (Lipp és Reither, 2011). A cPKC
csaladnal az aktivacié egy kétlépesés folyamat. A PIP, hasitasa révén megemelkedik a Ca®'-
szint, igy a Ca?* kotddik a C2 doménhez, és az enzim a plazmamembranba transzlokalodik,
ahol kapcsolatba 1ép anionos foszfolipidekkel, igy megvaltozik az enzim konformacidja, és a
C2 domén levalik a kindz doménrdl. Kovetkezd lépésben a Clb domén DAG-t két,
megtorténik a masodik konformacidvaltozas, a PS domén levalik a szubsztratkotd egységrol,
igy aktivva téve az enzimet. A nPKC-k esetében az aktivacidhoz elegendd a DAG megléte,
illetve ezekbdl az enzimekbdl hianyzik a plazmamembran szenzor, ezért mas intracellularis
membranokhoz is transzlokdlodhatnak, mint példaul a Golgi apparatushoz, vagy a
mitokondriumhoz, esetleg a sejtmaghoz. Az aPKC-k sem Ca’*-ot, sem DAG-ot nem
igényelnek, aktivalodaskor a PB1 domén ko6tddik egy masik fehérje PB1 boxdhoz.

A PKC izoenzimek kifejezddése és megoszlasa a kiillonboz6 sejtekben nagymértékben
eltérd. Vannak olyan izoformak, melyek ubiquiternek tekinthetdk, mint példaul a PKCa,
ugyanakkor mds izoformak csak egy-egy szovetre jellemzdek. Az viszont egyértelmiien
megallapithatd, hogy nincs a szervezetiinknek olyan sejtfélesége, mely valamely PKC

izoformat ne expresszalna. Ebbdl adoddéan a PKC-k szamos sejtfolyamat szabalyzasaban
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vesznek részt, mint példaul a proliferacio, a differenciacio, a sejtciklus és a sejthalal (Webb és
mtsai, 2000). Jol ismert, hogy a PKC csalad tagjainak kdzponti szerepe van a diabéteszes
nephropathia (DN) pathogenezisében. A betegség két jellemzd tlinetéért, az albuminuriaért és
a renalis hypertrophiaért is a PKC izoenzimeket teszik feleléssé. A PKCo emelkedett
expresszidja eredményezi a résmembran instabilitasat, mivel a nephrin fehérje endocitozisat
serkenti, a PKCP enzim pedig részt vesz a hyperglycaemia indukalta renalis fibrozis
kialakitasaban (Teng ¢és mtsai, 2014). A novel PKC izoformék koziil az PKCe-rdl irtdk le,
hogy emelkedett expresszidja €s aktivitasa figyelhetd meg diabéteszes koriilmények kozott.
PKCe knock-out egerek tanulmanyozasa soran az albuminuria szintje magasabb volt, ezért a
PKCe-nak protektiv szerepet tulajdonitanak (Meier és mtsai, 2007), csakigy, mint az atipusos
PKCvVA izoformanak is, amelyr6él kimutattdk, hogy magas szinten expresszalodik
podocytakban, ¢€s segitik az Gjonnan szintetizdlodott nephrin sejtmembranba jutasat, igy
megolrizve a résmembran integritasat (Satoh és mtsai, 2014).

2001-ben irtak le elészor, hogy a PKC rendszer negativan szabalyozza a TRPC6
ioncsatornat (Zhang és Saffen, 2001). A TRPC6-ot kdzvetleniil nem aktivalja a PKC rendszer,
de a PMA hatasara indukalt PKC enzim altali foszforilacié szabalyozza a csatorna mitk6dését,
mégpedig csokkenti az aktivacidjat. Bousquet €s munkatarsai kimutattdk, hogy a 12
lehetséges PKC foszforilacios hely koziil ebben egyik sem vesz részt, hanem egy nem-

kanonikus foszforilacios pont, mégpedig a 488-as szerin (Ser*®®

) aminosav az, ami a PKCb
izoenzim targetjeként szolgal (Bousquet és mtsai, 2010), igy a PKCS a Ser*®® foszforilacioja
révén negativan szabalyozza a TRPC6 ioncsatorna mitkodését.

A human podocytakban expresszalodo TRPC6 ioncsatorna PKC altali szabalyozasarol

az irodalomban mindezidaig kutatasi eredmény nem talalhato.

3.3.4 Melegérzékeny TRPV csatornak a vesében

A TRPV5/6-tal szemben a TRPV1-4 joncsatornak nem Ca?* szelektivek, Ca®*-ra és
Na'-ra nézve a permeabilitasuk (Pcaz+/Pna+) ~1 és ~15 kozé teheté (Gees és mtsai, 2010).
Egyediilallo moédon ezek a csatornak hoérzékenyek, mégpedig a magas homérsékleti
tartomanyban aktivalodnak: a TRPV1 42°C felett, mig ettél magasabb tartomanyban a mar
karositoan magas hoémérséklet (>52°C) aktivalja a TRPV2-t. A TRPV3 fiziologias
koriilmények kozott 30-33°C felett aktivalodik, mig a TRPV4 24°C feletti hdmérsékletre
érzékeny (Clapham, 2003). A hdmérséklet mellett mechanikai hatasok is aktivalhatjak oket. A
TRPV2 csatorna az ér simaizom sejtjeiben a falfesziilésre érzékeny (Muraki és mtsai, 2003;

Beech ¢és mtsai, 2004), valamint a TRPV4 ioncsatorna is mechanoszenzor és ozmoszenzor is
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egyben, a hypotonias sejtduzzadas az egyik legfobb aktivatora (Liedtke és Friedman, 2003;
Suzuki és mtsai, 2003). Mindemellett szenzoros funkcidkban is nagyon fontos szerepet
toltenek be a termoTRP-k. A TRPV1 csatornat elészor fajdalomérzé neuronokon irtak le.
Gyulladasos koriilmények kozott a felszabaduld medidtorok szenzitizalhatjdk a TRPV1
ioncsatornat, igy az mar alacsonyabb homérsékleten aktivalodik, ami termalis hyperalgesia
kialakulasahoz vezet, vagyis a gyulladt borteriileten fokozott fajdalom és meleg érzékeléshez
(Caterina és mtsai, 2000).

A vesében a melegérzékeny TRPV-k kozil a TRPV1 és TRPV4 jatszik fontos
szerepet. A TRPVI csatorna a filtricié szabalyozasaban, valamint a Na® és viz
homeosztazisban vesz részt, mivel a renalis pelvist beidegzé érzérostokon kifejez6dé csatorna
aktivaciojanak hatdsara nd a filtracids rata, illetve fokozodik a Na* és viz exkrécidja (Zhu és
Wang, 2008). A csatorna a tubulusszakaszokon is expresszalodik, illetve a kismedencét és az
uretert beidegzd szenzoros neuronokon, ahol alacsony nyomasu baroreceptorként funkcional,
¢s mechanikai stimulacié hatdsara neurotranszmitterek felszabaduldsat szabalyozza (Guo és
mtsai, 1999). Kronikus vesebetegségekben, mint a renalis fibrozis esetében, valamint a vese
gyulladasos folyamataiban a TRPV1 aktivatorok jotékony hatasuak (Wang és Wang, 2009,
2011). Emellett a TRPV1-nek renoprotektiv szerepet IS tulajdonitanak akut
vesebetegségekben, mint az ischaemias vesekarosodas (acut ischaemic kidney injury; AKI;
Kassmann és mtsai, 2013).

A TRPV4 ioncsatorna a nephronban olyan tubulus szakaszokon expresszalodik,
amelyek nem vizimpermeabilisak, techat a vékony és vastag felszalloszarban, az Osszekotd
szegmensben és a gylijtocsatorna sejtjeinek bazolateralis membranjaban (Cohen, 2005). A
rendlis epithel sejtekben ozmoszenzorként miikodik. Hypotonias koriilmények kozott a
TRPV4 aktivacioja eléfeltétele a vékony felszallo szarban az ATP felszabadulasnak, igy a
sejtek valaszkészségének a hypoosmotikus koriilményekre (Silva és Garvin, 2008). A TRPV4
nemcsak az epithel, hanem a renalis endothel és simaizom sejtekben is kifejezodik, igy fontos
szerepet tOlt be a vaszkularis tonus szabalyozasaban is (Kassmann és mtsai, 2013).

Arrél azonban mindezidaig irodalmi adat nincs, hogy a glomerulus podocytaiban mely
TRPV csatorndk expresszalodnak, illetve milyen funkcionalis szerepet toltenek be a

podocytak biologiai folyamataiban.
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4 CELKITUZESEK

Vizsgalataink elsd felében célul thztik ki a humén podocyta sejtvonalon
expresszaldédd TRPC6 ioncsatorna PKC rendszer altali esetleges szabalyozasanak elemzését.
Kisérleteinket differencialtatott, kondiciondlisan immortalizalt human podocyta
sejtvonalon végeztiik (Saleem és mtsai, 2002). Munkénk soran az alabbi kérdésekre kerestiik
a valaszt:
1. Az altalunk differencidltatott human podocyta sejtvonal expresszalja-e a
TRPC6 ioncsatornat, illetve az funkcionalisan aktivalhato-e?
2. Mely PKC izoformak expresszalodnak differencialtatott human podocytakon?
3. Mely PKC izoenzimek szabalyozhatjak a TRPC6 csatorna miikodését?

Kisérleteink masodik felében a melegszenzitiv TRPV1-V4 csatornakat vizsgaltuk
differencialtatott human podocytakon.
Munkank soran felvet6do kérdéseink:
1. A melegérzékelé TRPV1-V4 ioncsatorndk koziill melyek expresszaldédnak
differencialtatott humén podocyta sejtvonalon?
2. A human podocytak reagalnak-e hdstimulaciora?
3. A TRPV1-V4 csatorndk koziil melyek funkciondlisan aktivak human
podocytakon?
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5 ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Alkalmazott kémiai anyagok

A kisérleteink soran felhasznalt anyagokat az 1. tdblazatban ismertetjiilk. Munkank

soran a kezeléshez sziikséges koncentracidhoz képest ezerszeres toménységli torzsoldatokat

készitettiink az anyagok megfeleld oldoszerével, melyeket hasznalatig a gyartd altal eldirt

hémérsékleten taroltunk. Kozvetleniil a kisérletek megkezdése elott a torzsoldatokat

tenyésztdoldatban ezerszeresére higitva értiik el a végkoncentraciot, igy kezeléskor az

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

azonos higitassal késziilt elegyét kapta.

1. tablazat: A kisérleteinkben alkalmazott kémiai anyagok bemutatdsa

Tocris Bioscience (Bristol,

AMG 9810 AMG TRPV1 antagonista Egyesillt Kirdlysag)
2-aminoetoxidifenil borat 2-APB TRPV3 agonista Slgma-Ald”?h (,S L. Louis, MO,
Egyesiilt Allamok)
. Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
eugenol EUG TRPV3 agonista Egyesiilt Allamok)
4g-forbol 12,13-dodekanoit ~ 40-PDD  TRPV4agonista o oma-/drich (St Louis, MO,
Egyesiilt Allamok)
forbol-12-mirisztat-13-acetat PMA altalano§ PRC Slgma_Ald“?h (:S L Louis, MO,
agonista Egyesiilt Allamok)
klasszikus és novel Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
GF109203X GF PKC inhibitor Egyesiilt Allamok)
G693 GO kIaS_SZI!(u.S PKC Calbiochem (I\.Io’ttm’gham, Egyesiilt
inhibitor Kiralysag)
GSK1016790A GSK TRPVA agonista > 9ma-Aldrich (St. Louis, MO,
Egyesiilt Allamok)
HC067047 HC TRPV4 antagnista Tocris Bioscience (Bristol,
Egyesiilt Kiralysag)
. oo B R Echelon Biosciences (Salt Lake
izopentenil-pirofoszfat IPP TRPV3 inhibitor City. UT, Egyesiilt Allamok)
kannabidiol CBD TRPV_2/V4 Tocris B|('J‘SC|er.1c’e (Birlstol,
agonista Egyesiilt Kirdlysag)
- . Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
kapszaicin CAPS TRPV1 agonista Egyesiilt Allamok)
. . Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
kapszazepin CAPZ TRPV1 antagonista Egyesiilt Allamok)
. Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
karvakrol CARV TRPV3 agonista Egyesiilt Allamok)
. . . . Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol OAG TRPC6 agonista Egyesiilt Allamok)
reziniferatoxin RTX TRPV1 agonista Santa C’ruz (Helqelberg,
Németorszag)
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rottlerin ROTT PKCS inhibitor Calbiochem (No,ttmgham’ Egyesilt
Kiralysag)
L, Research Biochemicals
ruténium voros RR agﬁizngzgf International (Natick, MA,
g Egyesiilt Allamok)
. . Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
THY TRPV X
timol 3 agonista Egyesiilt Allamok)
. A Caymen Chemical Company (Ann
TRAN TRPV2 inh .
tranilaszt inhibitor Arbor, MI, Egyesiilt Allamok)

5.2 Sejttenyésztés

Kisérleteinket kondiciondltan immortalizalt human podocytakon végeztiik, melyeket
kollaboracios partneriink professzor Hermann Pavenstidt (Miinsteri Egyetem, Miinster,
Németorszag) bocsatott rendelkezéslinkre. Kisérletes korilmények kozott az izolalt
differencialtatott podocytak nagyon gyorsan dedifferencialodnak, elvesztik nyulvanyaikat,
illetve a synaptopodin fehérjét sem expresszaljak. Mivel a differencialtatott podocytdk nem
képesek proliferalni, ezért a sejtek in vitro differencialtatasat kovetéen, azokat nem lehet
tovabb szaporitani. Az eddig emlitett problémak kikiiszobolésére hoztak Iétre a
kondiciondltan immortalizdlt human podocyta sejtvonalat (Saleem ¢&s mtsai, 2002).
Nephrectomidbol szarmazoé mintdbol izoldlt podocytdkat homérséklet-szenzitiv tsAS8 T-
antigénnel transzfektaltak, igy a sejtek 33°C-os kozegben képesek proliferalni, majd ,,nem-
permissziv’ homérsékleten tartva 6ket (37°C) differencidlodnak. A differencialédas, mind
molekularis szinten, mind morfologiailag kovethetd, hiszen a proliferalo, macskakdszeri
sejtek a differencialtatds soran megnovekedett sejttesttel, nyulvanyok fejlesztésével arborikus
alakot vesznek fel, illetve tovabbra is expresszaljak a podocytakra jellemz6 fehérjéket (WT-1,
nephrin, podocin), ezen tul megjelenik a synaptopodin citoszkeletalis fehérje, mely igy
differencialodasi markernek tekinthetd.

Kisérleteink soran a podocytakat 33°C-on, ,permissziv’ kdzegben, 5% CO;-tartalmu
parasitott atmoszféraban RPMI-1640 (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Ausztria)
tapoldatban tenyésztettiik, melyet 10% foetalis borju savoval (FBS; Invitrogen, Paisley,
Egyesiilt Kiralysag), 50 U/ml penicillinnel, 50 pg/ml streptomycinnel, 1,25 pg/ml fungizonnal
(mindharom PAA Laboratories GmbH), illetve inzulin-transzferrin-szelén keverékével
(1:100, Invitrogen) egészitettiink ki. A tapoldatot minden masodik napon lecseréltiik. Nagy
figyelmet forditottunk arra, hogy a tenyészet ne érje el a 100%-os konfluenciat, mely a
differenciacio id6 eldtti beinduldsdhoz vezetne, ezért 80-90%-0s konfluencidndl passzaltuk a

sejteket.
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A bemutatott kisérletek egy részét proliferdld, nem-differencialtatott tenyészeteken
végeztilk, mig munkdnk nagyobb hanyadat differencidltatott human podocytdkon vald
vizsgalatok teszik ki. A terminalisan differencialt tenyészet létrehozasahoz restriktiv kdzeget
alkalmaztunk, azaz egy hétig 37°C-os termosztalt (,,nem-permissziv”’) kdzegben inkubaltuk a
sejteket, majd ezt kdvetden a 7. napon végeztiik el a méréseket.

A HEK293 sejteket DMEM médiumban (PAA Laboratories GmbH) tenyésztettiik
10% FBS (Invitrogen), 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 1,25 pg/ml fungizon
(mindharom PAA Laboratories GmbH) és 2 mM L-glutamin (LifeTechnologies
Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszadg) hozzdadasaval. A HEK293T sejtek tapoldatat
L-glutamin helyett nem-esszencialis aminosavak elegyével (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Egyesiilt Allamok) egészitettiik ki. Mindkét sejttipus esetében a tenyésztés 37°C-0S

termosztatban, 5% COp-tartalmu parasitott kozegben tortént.

5.3 RNS izolalas, reverz transzkripcio, hagyomanyos reverz transzkripcios

polimeraz lancreakcio (RT-PCR)

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol reagenssel (Invitrogen) a gyartd altal ajanlott
protokoll szerint izolaltuk. A minta teljes RNS 1 pg-jabol kiindulva elsdként DNaz kezeléssel
az esetleges DNS szennyezéseket eliminaltuk, majd ,,High Capacity cDNA Kit” és RNasin
ribonukledz inhibitor (mindharom Life Technologies Hungary Kft.) segitségével GeneAmp®
PCR System 2400 DNA Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, Egyesiilt
Allamok) késziilékkel reverz transzkripciot (RT) végeztiink. Az igy kapott cDNS mintabol,
GoTaq® DNS Polimeraz, 5X szintelen GoTaq® reakcido puffer (mindkettd Promega,
Madison, WI, Egyesiilt Allamok), 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) hozzaadasaval ugyancsak a GeneAmp® PCR System 2400 DNA Thermal
Cycler (Applied Biosystems) késziilékkel polimeraz lancreakciot (PCR) végeztiink az alabbi
héprofillal: 94°C 2 perc; majd 35 ismétléssel 94°C 30 mperc, 59°C 1 perc, 72°C 1 perc; és
véglil 72°C 7 perc. A kisérleteinkben belsé kontrollként a gliceraldehid 3-foszfat-
dehidrogenaz (GAPDH, 322 bp, forward5’-AATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3', reverz 5'-
AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG-3'; Integrated DNA Technologies) gén kifejezodését
vizsgaltuk. A PCR termékek elvéalasztidsa EZ-Vision (Amresco, Solon, OH, Egyesiilt
Allamok) DNS festék jelenlétében 1,5 %-os agaréz gélen tortént, majd UV-fénnyel
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megvilagitva KODAK Gel Logic 1500 Imaging System (Eastman Kodak Company, NY,
Egyesiilt Allamok) segitségével rogzitettiik a jeleket.

5.4 Kvantitativ valés ideji polimeraz lancreakcio (Q-PCR)

A podocyta mintdk teljes RNS tartalmat TRIzol reagens (Invitrogen) segitségével
izolaltuk, majd annak 1 pg-jabdl kiindulva az el6z6 fejezetben leirtak szerint reverz
transzkripciot végeztiink. A kapott cDNS mintabol 5° nukledaz modszerrel és ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems) segitségével kvantitativ valos idejii
polimeraz lancreakciot végeztiink. Az amplifikacio TagMan primerek és probak (PKCa assay
ID: Hs00176973 ml; PKCP assay ID: Hs00176998 ml; PKCy assay ID: Hs00177010 ml;
PKCd assay ID: Hs00178914 ml; PKCe assay ID: Hs00178455 ml; PKC( assay ID:
Hs00177051 _ml; PKCn assay ID: Hs00178933 ml; PKCO assay ID: Hs00234704 ml;
PKCMt assay ID: Hs00995854 ml; TRPV1 assay ID: Hs00218912 ml; TRPV2 assay ID:
Hs00275032_m1; TRPV3 assay ID: Hs00376854 m1; TRPV4 assay ID: Hs00222101_m1;
mind Applied Biosystems) alkalmazasaval a TagMan Universal PCR Master Mix protokoll
(Applied Biosystems) szerint tortént. Héztartdsi génként a gliceraldehid 3-foszfat-
dehidrogenaz (GAPDH; assay ID: Hs99999905 m1), a peptidil-prolil izomeraz A (ciklofillin
A; PPIA; assay ID: Hs99999904 ml) és a B-aktin (ACTB; assay ID: Hs99999903 m1;
mindharom Applied Biosystems) transzkriptjeit mutattuk ki. Minden kisérletet harom
technikai ismétléssel végeztiink el. A génexpressziok relativ értékét minden esetben ACT
modszerrel a megfeleld belsd kontroll gén expresszios szintjére normalizalva hatdroztuk meg.
A PKC izoenzimek vizsgalatakor a GAPDH szerepelt mint belsd kontroll, mig a TRPV1-4
csatornak esetében a GAPDH, a PPIA és a ACTB gének expresszios szintjének geometriai

atlagdval szamoltunk.

5.5 Immuncitokémia

A podocytdkat 6 lyuka tenyésztdedényben steril feddlemezre szélesztettik 5000
sejt/lyuk stirliségben, és egy hétig inkubaltuk 37°C-on a termindlis differencidcid eléréséhez.
A 7. napon az immar differencialtatott podocytdkat tartalmazé lemezeket 5 percig 4°C-0S
acetonnal fixaltuk, majd 0,6% Triton-X-100-at (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 foszfat pufferelt
sooldattal (PBS; 115 mM NaCl, 20 mM Na,PO,, pH 7.4; Sigma-Aldrich) permeabilizaltuk a
sejteket 10 percig szobahémérsékleten. Ezutan a lemezeket haromszor mostuk PBS-sel, majd
1% borjuszérum-albumint (BSA; Sigma-Aldrich) tartalmazé permeabilizald oldattal

blokkoltuk (30 perc, szobahdmérséklet) az esetleges aspecifikus kotShelyeket. Ujabb mosasi
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lépést kovetden a 2. tablazatban felsorolt elsddleges antitestek blokkold oldattal torténd
megfeleld higitasaival egy éjszakan at 4°C-on inkubaltuk a sejteket. Masnap ismét haromszor
mostuk a fed6lemezeket PBS-ben, majd 1:200 aranyban blokkoldé oldatban higitott
fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt, a megfelelé faj ellen termeltetett masodlagos
antitesttel (Alexa-Fluor®-488, Invitrogen) inkubaltuk egy oran at 4°C-on. A sejtmagokat
propidium-jodid festéket tartalmazd fedémédiummal (Vector Laboratories, Peterborough,
Egyesiilt Kirdlysag) tettiik lathatova, majd Zeiss LSM 510 Meta konfokalis mikroszkoppal
(Zeiss, Oberkochen, Németorszag) képeket készitettiink. Negativ kontollként az elsddleges
antitest elhagyasaval festett lemezeket hasznaltuk.

A TRPV csatornakkal valo jelolés par 1épésben kiilonbozott. A fixalas 4%
paraformaldehidet (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 PBS-ben tortént, a permeabilizalo és blokkold
oldatban a Triton-X-100 aranya 0,3% volt, valamint a sejtmag jelolésére DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol) festéket (Vector Laboratories) alkalmaztunk.

2. tablazat: Az immuncitokémiahoz alkalmazott elsédleges antitestek osszefoglaldsa

Podocin nyul 1:1000 Abcam (Cambrige, Egyesiilt Kiralysag)
Synaptopodin  egér 1:100 Progen (Heidelberg, Németorszag)

TRPC6 nyul 1:50 Alomone Labs (Jerusalem, lzrael)

TRPV1 egér 1:50 Novus Biologicals (Littleton, CO, Egyesiilt Allamok)

TRPV2 nyul 1:100 Abcam (Cambrige, Egyesiilt Kiralysag)

TRPV3 nyul 1:100 Abcam (Cambrige, Egyesiilt Kiralysag)

TRPV4 nyul 1:50 Novus Biologicals (Littleton, CO, Egyesiilt Allamok)

5.6 Western blot

A sejteket 96 mm atmérdjii Petri-csészékbe szélesztettiik, majd egy résziiket 33°C-on
szaporitottuk tovabb 90%-os konfluencia eléréséig, masik résziiket pedig 37°C-0s
termosztatban egy hétig differencidltattuk. Mintagyiijtéskor 60 pl protedz inhibitor koktélt
(1:100, Sigma-Aldrich) tartalmaz6 detergens mixben (50 mM TRIS HCI, 150 mM NaCl, 1
(VIV)% Triton X-100, 1 (V/V)% Igepal CA 630, 0,5 (V/V)% natrium deoxikolat; Sigma-
Aldrich) vettiik fel a sejteket, majd szonikdtorral ultrahangos feltarast végeztiink jégen.
Ezutan BSA higitasi sor (Sigma-Aldrich) és BCA Protein ,,Assay” (Pierce, Rockford, IL,
Egyesiilt Allamok) segitségével meghataroztuk a fehérjekoncentraciot, majd desztillalt viz és

natrium-dodecil-szulfat (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% bromfenolkék és 5 V/V% B-merkaptoetanol; Sigma-Aldrich)
foztiink. Az igy elkészitett mintdkbol egységnyi mennyiséget (6 pg/lyuk) hasznalva SDS
poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) végeztiink 10%-0s gélen (10% Mini Protean
TGX gél, BioRad, Hercules, CA, Egyesiilt Allamok) 100 V konstans fesziiltséggel. Az
elvalasztott fehérjéket Trans-Blot® Turbo™ (BioRad) késziilék segitségével nitrocelluloz
membranra (Trans-Blot® Turbo™ Midi Nitrocellulose Transfer Packs, BioRad)
transzferaltuk (1,3 A 25V, 7 perc). Ezt kovetden a szabad kétéhelyek blokkolasara 5 (m/V)%
tejporos PBS-ben 20 percig szobahdémérsékleten mostuk a membrant, majd 4°C-on egy
¢jszakan at inkubaltuk az elsddleges antitest (3. tablazat) megfeleld higitasaval 5% tejporos

PBS-ben.

3. tabldazat: Western blot technika sordn alkalmazott elsddleges antitestek dsszegzése

Podocin nyul 1:100 Santa Cruz (Heidelberg, Németorszag)
Synaptopodin  egér 1:100 Progen (Heidelberg, Németorszag)

TRPC6 nyul 1:500 Alomone Labs (Jerusalem, lzrael)

PKCa nyul 1:100 Biomol Res Lab (Plymouth Meeting, PA, Egyesiilt Allamok)
PKCB, nyul 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
PKCB, nyal  1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
PKCy nyul 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
PKCd nyul 1:100 Biomol Res Lab (Plymouth Meeting, PA, Egyesiilt Allamok)
PKCe nyul 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
PKC( nyul 1:100 Biomol Res Lab (Plymouth Meeting, PA, Egyesiilt Allamok)
PKCn nyul 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
PKCo nyul 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
PKCM nyul 1:50 Santa Cruz (Heidelberg, Németorszag)

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

TRPV2 nyul 1:100 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)
TRPV3 nyul 1:200 Alomone Labs (Jerusalem, Izrael)

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

p-aktin nyul 1:1000 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok)

Masnap 30 perces 0,1 V/V% Tween 20-at tartalmazo PBS-ben (PBST; Sigma-
Aldrich) torténé mosast kovetden torma-peroxidazzal konjugalt, 1:1000-ben 5% tejporos

PBS-ben higitott masodlagos antitesttel (BioRad) inkubaltuk a membrant szobahdmérsékleten
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egy oran at. Ismételt PBST oldatos mosast kovetéen kemilumineszcens SuperSignal® West
Pico Chemiluminescent Substrate-Enhanced Chemiluminescence kittel (Pierce) tettiik
lathatéva az immunjeleket, melyeket LAS-3000 Intelligent Dark Box (Fuji, Toki6, Japan) és
KODAK Gel Logic 1500 Imaging System (Eastman Kodak Company) gél dokumentalo
rendszerrel rogzitettink. A kemiluminescens jelek intenzitdsat az optikai denzités
meghatarozasaval szamszertsitettik a KODAK Molecular Imaging Systems (KODAK)

szoftversegitségével.

5.7 Az intracellularis kalciumszint vizsgalata

A differencialtatott podocytak kalciumszintjének valtozasait kétféle modszerrel
vizsgaltuk: egyedi sejteken, illetve tobbsejtes elrendezésben sejtcsoportokon is végeztiink
méréseket. A mérdrendszerek kiilonboztek, viszont a mérések alapelve mindkét esetben
hasonlé volt. A sejtek kalciumszintjének érzékelésére fluoreszcens kalcium érzékeny Fura-2
¢és Fluo-4 festékeket alkalmaztunk. Ezek a festékek a hozzajuk kapcsolt acetoxi-metilészter
(AM) csoport révén bejutnak a sejtbe, majd nem-specifikus észterazok lehasitjak az AM
csoportot, €s a szabadda valt festékmolekula szabad Ca*"-okat kot. A Fura-2 festék esetében a
Ca’*-okat kotott és nem kotott festékmolekula gerjesztési maximuma eltér, igy két
megfelelden valasztott hullimhosszon gerjesztve a sejteket, az emittalt fluoreszcens fény
intenzitasdnak hanyadosabol kovetkeztethetiink az intracellularis Ca**-szint véltozasaira. A
Fluo-4 festék esetében pedig a Ca®*-okat kotd festékmolekuldnak né a fluoreszcencia

intenzitasa.

5.7.1 Fluorimetrias [Ca’*];c mérése egysejtes elrendezésben

A differencialtatott podocytak [Ca”‘]ic-janak mérését egyedi sejteken a Photon
Technology International (PT1) Delta Scan™ rendszer (Photon Technology International,
New Brunswick, NJ, Egyesiil Allamok) segitségével hataroztuk meg. A proliferald
podocytakat 24 lyukt tenyészté lemezeken 5000 sejt/lyuk siirliségben fedélemezre
szélesztettilk, majd egy hétig ,,nem-permissziv”’ kozegben tenyésztve differencialtattuk
azokat. A mérés napjan (7. nap) a fedélemezeket 10 uM Fura-2 AM (Invitrogen) festékkel
37°C-on egy oran at inkubaltuk. A tapoldatot neosztigminnel (Sigma-Aldrich) egészitettiik ki,
mely gatolja az extracellularis észterdzokat. Ezt kovetden lecseréltiik a tdpoldatot normal
Tyrode oldatra (NTY; 137 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM
HEPES, 1 g/l glik6z; pH 7,4; mind Sigma-Aldrich), hogy a sejtek adaptalédhassanak, és
kialakuljon az equilibrium (szobahdmérséklet, legalabb 30 perc). A festékkel toltott sejteket

31



tartalmazd targylemezt egy specialis mérdkadban invertald fluoreszcens mikroszkop
(Diaphot; Nikon, Tokio, Japan) targyasztalara helyeztiik, és a mérés alatt folyamatos perfuziot
végeztiink NTY oldattal egy kiils¢ perfuzios rendszer segitségével. A mérdanyagokat 250
um-es belsd atmérdji lokalperfuzios kapillaris tii (Perfusion Pencil™; AutoMate Scientific
Inc., San Francisco, CA, Egyesiilt Allamok) és perfuziés rendszer (Valve Bank'™ 8 version
2.0, AutoMate Scientific, Inc., Berkeley, CA, Egyesiilt Allamok) segitségével 0,35 ml/perces
sebességgel a kivalasztott sejtre adagoltuk. A gerjeszté hullamhosszt kettés hullimhosszu

monokrométorral (Delta Scan™

rendszer) a Fura-2 két allapotanak megfeleléen 340 nm
(szabad molekula) és 380 nm (Ca2+-t koté molekula) kozott valtogattuk, majd az emissziot
510 nm-es hullamhosszon fotoelektron-sokszorozoval detektaltuk 10 Hz-es mintavételi
gyakorisaggal. Az [Ca®*]ic-t a 340 (Faso) és 380 (Fsg) Nm-es hullimhosszokon mért
fluoreszcencia intenzitasok hanyadosabol (R=F34/F3g0) szamitottuk ki az alabbi képlet
segitségével (Grynkiewicz és mtsai, 1985):
[Ca®Tic = Ko*(R-Rmin)/(Rmax-R)*(F350[0]/Fago[Ca®*])

Az egyenlet allandé paramétereit (Kp — disszociacidos konstans; Rmin, Rmax, - minimalis és
maximalis fluoreszcencia hanyadosok; Fggo[O]/Fggo[C&2+] — Ca’*-mentes kozegben és telitd

Ca®"-koncentracié mellett 380 nm extinkcoés hullamhosszon mért fluoreszcencia intenzitasok

hanyadosa) eldzetes kalibracios kisérletekben hataroztuk meg.

5.7.2 Fluorimetrias [Ca”"];c mérése tobbsejtes elrendezésben

A differencialtatott podocytak intracellulris Ca?*-szintjének valtozasat tdbbsejtes
elrendezésben kétféle késziilékkel kovettiik nyomon. A 5. dbran bemutatott kisérletet a
FlexStation 11°*%, mig az 6sszes tobbi kisérletet az tjabb FlexStation 3 fluoreszcens microplate
olvasd késziilék (mindkettd Molecular Devices, Sunnyvale, CA Egyesiilt Allamok)
segitségével végeztiik. A differencidlodési protokollnak megfelelden a 96 lyukll lemezre
20000 sejt/lyuk stirliségben kirakott sejteket egy hétig 37°C-on tenyésztettiik. A mérés napjan
Hank oldatban (136.8 mM NacCl, 5.4 mM KCI, 0.34 mM Na;HPO,, 0.44 mM KH;PO,, 0.81
mM MgSQO,, 1.26 mM CaCl,, 5.56 mM glucose, 4.17 mM NaHCOs, pH 7.2, mind Sigma-
Aldrich) mostuk a sejteket, melyet 1% BSA-val és 2,5 mM probeneciddel (Life Technologies
Magyarorszag Kft.) egészitettiink ki. A probenecid eldsegiti a festékmolekula sejtben
maradasat, mivel gatolja az anion transzportereket. Ezutan 1 puM Fluo-4 AM (Life
Technologies Magyarorszadg Kft.) festéket tartalmazé Hank oldattal 30 percig inkubéltuk a
sejteket 37°C-on. Mindekdzben a kezel6anyagokat a korabban elkészitett 1000-szeres
koncentracidju torzsoldatokbdl higitottuk Hank oldatban, majd kimértiik egy 96 lyuku
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tenyésztdedény megfelelé helyeire. A 30 perc elteltével haromszori mosast kovetden 100 pl
Hank oldattal tovabbi 20 percig inkubaltuk a sejteket 37°C-on. Ezutan kovetkezett a mérés,
mely minden esetben 300 masodpercig tartott. A 40. masodpercben az agonistakat, majd a
240. masodpercben pozitiv kontrollként ATP-t (VWR International Kft., Debrecen,
Magyarorszdg) mértiink a sejtekhez, hogy ellendrizziik a sejtek valaszadasi képességét.
Azoknal a kisérleteknél, ahol valamilyen antagonistaval végeztiink el6kezeléseket, az utolsod
lépésben kimért 100 pl Hank oldat tartalmazta az inhibitort megfeleld koncentracidban.
Annak megallapitasara, hogy az agonista hatasara 1étrejovo Ca**-szint-emelkedés nem az
intracellularis  kalcium  raktdrakbol, hanem a sejtfelszini csatorndk nyitasanak
kovetkezményeként az extracellularis térbdl szarmazik, a kisérleteket elvégeztiik alacsony
kalciumtartalmu kozegben is. Ebben az esetben a Hank oldathoz nem adtunk CaCl,-ot, hanem
azzal ekvimolaris mennyiségii gliikkozzal egészitettiik ki. A mérés soran a 494 nm excitacids
¢s 516 nm emisszios hullamhosszok mellett detektaltuk a fluoreszcens jeleket, majd Fi/Fo
Osszefliggésben abrazoltuk, ahol Fp az agonista adagolasa el6tti alapvonal atlagos

fluoreszcencia intenzitasa, illetve F; a kezelést kovetd aktualis fluoreszcencia intenzitas.

5.7.3 Hostimulacio

A podocytédkat 35 mm atmérdjii Petri-csészékben tenyésztettiik, és differencialtattuk
egy hétig. A mérés napjan 1 uM Fluo-4 AM festékkel toltottik a sejteket, majd 300 ul
szobahémérsékletli normal pufferrel (Hank oldat: 136.8 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 0.34 mM
Na;HPOy4, 0.44 mM KH,PQO4, 0.81 mM MgSOy, 1.26 mM CacCl,, 5.56 mM glucose, 4.17 mM
NaHCOg3, pH 7.2, mind Sigma-Aldrich) Olympus IX83 invertalo fluoreszcens mikroszkop
(Olympus, Tokidé, Japan) targyasztalara helyeztik a Petri-csészét. A sejtekrél 9
masodpercenként képet készitettiink, autofokusz moédban. A mérés soran 1 ml 50°C-ra
eldmelegitett puffert pipettdztunk a sejtek kdzvetlen kornyezetébe. Tekintve a kis térfogatot, a
puffer oldat hémérséklete a sejtekhez érve 40-45°C koriili lehetett. Kontroll esetben

szobahdmérsékletli puffer oldatot adagoltunk a sejtekre.

5.8 Patch-clamp mérés

A podocytdkat 35 mm atmérdjii Petri-csészében differencialtattuk, majd teljes sejtes
elrendezésben Axopatch 1.D erdsité ¢és Clampex 10.2 szoftver (Molecular Devices)
segitségével vizsgaltuk a GSK1016790A kezelés elektrofiziologiai hatdsait. A mérés soran a
kiils6 oldat 150 mM NaCl-ot, 6 mM CsCl-ot, 5 mM CaCl2-ot, 1 mM MgCI2, 10 mM HEPES-
t (4-[2-hidroxietil]-1-piperazin-etanszulfonsav) és 10 mM gliikozt (mind Sigma-Aldrich)
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tartalmazott, pH-jat NaOH-dal 7,4-re allitottuk be. A pipettakban 1évé oldat 100 mM
aszpartat, 20 mM CsCl, 1 mM MgCl,, 0,08 mM CaCl,, 4 mM Na,ATP, 10 mM EGTA és 10
mM HEPES 0&sszetevokbol allt (mind Sigma-Aldrich), melynek 7,2-es pH-jat CsOH
hozzaadasaval értiik el, igy a pipettaoldat Cs-aszpartat végkoncentracioja hozzavetdlegesen
100 mM volt. A kisérlet alatt 0 mV tartopotencial mellett mértiik a transzmembran dramokat,
2 masodpercenként 400 ms-0s ciklushosszal -120 és +100 mV kozott valtoztatva a

membranpotencialt.

5.9 RNS interferencia (RNSI)

A podocytakat 60 mm atmeérdji Petri-csészékbe (100000 sejt/csésze) és a fluoreszcens
kalciumszint mérésekhez 96 lyuku lemezekre (20000 sejt/lyuk) szélesztettiik, majd egy hétig
tenyésztettiik 37°C-os termosztatban. A 7. napon a differencialtatott sejteken lecseréltiik a
tapoldatot friss médiumra, majd szérummentes Optimem (Invitrogen) oldat felhasznalasaval
40 nM human TRPV3 specifikus, duplaszala kis interferalld RNS (siRNS)
oligonukleotidokkal (Stealth RNAi, Invitrogen, ID: HSS136315) transzfektaltuk
Lipofectamine™ RNAIMAX transzfekcios reagens (Invitrogen) segitségével. A kisérletben
kétféle kontroll csoportot alkalmaztunk: a transzfekcido negativ kontrolljaként a scrambled
siRNS elnevezéssel illettiik azt a sejtcsoportot, melyet Stealth RNAi Negative Control
(Invitrogen) duplaszali siRNS-sel transzfektaltunk, ami semmilyen ismert mRNS
szekvencidjaval nem mutat homologiat; a kontroll csoportot pedig csak OptiMem
mediummal, transzfekcios reagenssel, illetve a megfeleld oldoszerekkel kezeltik. A
transzfekciot kovetéen 48 ora elteltével a Petri-csészékben 1évo sejtekbdl RNS mintat
készitettiink, és Q-PCR technikéaval ellendriztiik a transzfekcido hatékonysagat, illetve a 96

lyuku lemezeken elvégeztiik a fluoreszcens kalciumszint méréseket.

5.10 Stabil plazmid DNS transzfekcio

A TRPCG6-ot overexpresszalo HEK293 sejteket Lipofectamin'™ 2000 transzfekcids
reagens (Life Technologies Magyarorszag Kft.) segitségével transzfektaltuk a gyart6 ajanlasa
szerint.. A human TRPC6-ot tartalmazé vektort (EX-U0193-M09) kollaboracios
partnerlinktél, Kedei Noémitdl (National Institutes for Health, Bethesda, MD, Egyesiilt
Allamok) kaptuk.

A HEK293 sejteket 35 mm atmérdji Petri-csészében tenyésztettiik, majd 70-80%-0s
konfluencia elérésekor a tapoldatot lecseréltik szérummentes OptiMem médiumra

(Invitrogen), majd 12 pg plazmid DNS-t és 30 ul Lipofectamin™ 2000 reagens (Life
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Technologies Magyarorszag Kft.) mértiink a sejtekre. 3 és fél ora elteltével a médiumot
lecseréltiik szelektalo tapoldatra, mely a normal tapoldattdl annyiban kiilonbozott, hogy 750
pg/ml geneticint (Life Technologies Magyarorszag Kft.) is tartalmazott.

A szelektalt sejteket 500 pg/ml geneticint tartalmazé tapoldatban tenyésztettiik tovabb,
majd RNS és fehérjemintat készitettiink hagyomanyos PCR és Western blot kisérletekhez.

5.11 Tranziens plazmid DNS transzfekcio

Munkank sordn a TRPV csatorndk kimutatdsara hasznalt antitestek specificitdsanak
ellendrzésére a csatornakat tranziensen overexpresszalo HEK293T sejtvonalakat hoztunk
létre. A human TRPV1-et pPCAGGSM2-IRES-GFP-R1R2 vektor, mig a TRPV2, TRPV3 és
TRPV4 izoformakat pCINeoIRES-GFP vektorok segitségével juttatuk be a sejtekbe, melyeket
Prof. Thomas Voets (Laboratory of lon Channel Research, KU Leuven, Leuven, Belgium)
bocsatott a rendelkezésiinkre.

A HEK293T sejteket 96 mm atmér6éji Petri-csészékben szaporitottuk, majd 50-60%-
os konfluencidnal TransIT-293 transzfekcidos reagens (MirusBio, Madison, WI, Egyesiilt
Allamok) segitségével transzfektaltuk. 36 pl TransIT-293 reagenst és 12 ul plazmid DNS-t
600 pl szérummentes OptiMem médiumban (Invitrogen) elegyitettiink, majd a keveréket 20
perc inkubacid utdn dvatosan a sejtekre mértiik. A transzfekcid utan 48 oraval 6sszegylijtottiik

a sejteket, és fehérjemintat készitettiink a Western blot kisérletekhez.

5.12 Statisztikai analizis

Mérési adataink feldolgozasat OriginPro 8.6 szoftverrel (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, Egyesiilt Allamok) végeztiik. Eredményeinket atlag+SEM formaban adtuk
meg. A dozis-hatds Osszefiiggések vizsgdlata sordn logisztikus dozis-hatds gorbéket
illesztettiink az alabbi egyenlet felhasznalasaval:

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

Az egyenlet szamitott paraméterei: Al: kiindulasi, minimalis érték (ymin), A2: végso,
maximalis érték (ymax), X0: kozépérték (EC50) és p a szamitott kitevo.

A statisztikai analizist részben OriginPro 8.6 (OriginLab Corporation), részben IBM
SPSS Statistics 23.0 (IBM, Armonk, NY, USA) szoftver segitségével végeztiik. A statisztikai
analizishez két csoport dsszehasonlitdsa esetén Student-féle 2-oldalu t-probat alkalmaztunk,
tobb csoport 4tlagait pedig egyutas variancia analizissel (ANOVA) és Bonferroni, vagy
Dunnett post-hoc tesztek segitségével hasonlitottuk Gssze, p<0,05 szignifikancia szintek

mellett.
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6 EREDMENYEK

6.1 A human podocytak in vitro differenciaciojanak igazolasa

Mivel a podocytéak differencialtatasa in vitro koriilmények kozott kritikus 1épés, ezért a
kisérletek megkezdése elott az altalunk alkalmazott differencidltatasi protokoll hatékonysagat
ellendriztiik. Ahogy az ,,Anyagok és mddszerek™ fejezetben ismertettiik, a sejteket hét napig
,hem-permissziv’”’ kozegben, azaz 37°C-on tenyésztettiik a differencialt allapot eléréséhez. Az
érési folyamat soran a podocytak morfologiai és molekuldris valtozasokon mennek keresztiil:
a megnovekedett sejttest arborikus alakot vesz fel, labnyulvanyokat fejlesztenek, illetve
magas szinten expresszaljak az érett podocytdkra jellemzd markereket, mint példaul a
podocyta-specifikus podocin membranfehérjét és az aktinhoz kotddd synaptopodin fehérjét
(Saleem ¢és mtsai,2002; Mundel és mtsai, 1997).

A
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Podocin - =8 — 42kDa
. g
Synaptopodin | s s 100kDa
B-aktin 42kDa
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e
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[
50 50 pm
Synaptopodin Propidium-jodid Egyesitett NK Egyesitett

Synaptopodin

..

8. dbra: Az in vitro differencidltatott humdn podocytik expresszaljik a podocin és a synaptopodin fehérjéket
A: A podocyta marker podocin és a differencidlédasi marker synaptopodin kifejezédését fehérje-specifikus
elsédleges és HRP-konjugalt mdsodlagos antitestek alkalmazasaval Western blot technikaval mutattuk ki
kiilonbozo  konfluenciaju (Pre: prekonfluens; Poszt: posztkonfluens) és differencidltatott (Diff) podocyta
tenyészetekben. Belsé kontrollként a p-aktin fehérje jelenlétét vizsgaltuk. B: Tovabbi megerdsitéskent
immuncitokémiai festést végeztiink a differencidlt sejteken podocin/synaptopodin-specifikus primer és FITC-
konjugalt mdsodlagos antitestestekkel (zold jelolodeés). A sejtmagot propidium-jodiddal festettiik pirosra. Negativ
kontrollként (NK) a primer antitest elhagydsaval festett negativ metszeteket alkalmaztuk. Méretvonal: 50 um;
nagyitas: 400x

50 um

Azért, hogy biztosak lehessiink abban, hogy a tenyésztési protokollt kdvetve valdoban
differencialtatott podocyta sejteket kaptunk, ellendriztiik az emlitett fehérjék jelenlétét a
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sejtekben. Mind a Western blot technika (8. A abra), mind az immuncitokémiai festés (8. B
abra) igazolta, hogy az altalunk differencialtatott sejtek expresszaljak a két keresett marker

fehérjét, tehat elmondhatod, hogy a differencialtatas sikeres volt.

6.2 A TRPC6 funkcionalisan aktiv formaban expresszalodik

differencialtatott human podocytakon

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogy a podocytakon megtalalhatdo a TRPC6 (Reiser és
mtsai, 2005), ezért kovetkezd lépésként ellendriztiik, hogy az altalunk tenyésztett sejtek
expresszaljak-e az ioncsatornat. Ehhez el6szor a kisérleteinkben alkalmazott TRPC6 antitest
specificitasat vizsgaltuk, ezért Iétrehoztunk egy TRPC6-ot overexpresszalo HEK293
sejttenyészetet (HEK293-TRPC6). A HEK293 egy olyan huméan embrionalis vese sejtvonal,
melyet altalinosan haszndlnak transzfekcids kisérletekhez konnyti kezelhetdsége miatt, ezért
mi is ezzel a sejtvonallal dolgoztunk. A TRPCG6-ot tartalmazd vektort kollaboracios
partneriink, Kedei Noémi (National Institutes for Health, Bethesda, MD, Egyesiilt Allamok)
készitette, és bocsatotta rendelkezésiinkre. A sejtek transzfekcidjat liposzoma segitségével
végeztiik el Lipofectamine'™ 2000 reagens alkalmazasaval. A TRPC6-ot expresszalé sejteket
a tapoldathoz adott geneticin segitségével szelektaltuk, kihaszndlva a vektorban talalhato
neomicin rezisztencia gén kifejez6dését. Az overexpresszio tényét hagyomanyos RT-PCR-val
¢s Western blottal ellendriztiik. A 9. dbra mutatja, hogy a HEK293-TRPC6 sejtek markansan
expresszaljak mind a TRPC6-ot kodolo transzkriptet (9. A abra), mind a TRPC6 fehérjét (9. B
abra). Ezzel az eredményiinkkel igazoltuk, hogy az altalunk alkalmazott TRPC6 antitest
TRPC6-ra specifikus, igy meger0sitettiik azt az allitdsunkat, hogy a human podocytak
expresszaljak a TRPC6 fehérjét.

Ezt kovetden a podocytdkon vizsgaltuk a TRPC6 kifejezddését. A TRPC6 mRNS
szintli kimutatasdhoz hagyomanyos RT-PCR technikat alkalmaztunk, mely igazolta, hogy a
nem-differencialtatott és a differencidltatott human podocytdk egyarant expresszaljak a
TRPC6 gént (10. A abra). Western blottal és immuncitokémiaval végzett fehérje szintli
vizsgalataink egybehangzdéan megerdsitették a TRPC6 jelenlétét mindkét sejttenyészetben
(10. B ¢és C abra).
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9. abra: TRPC6 expresszio TRPC6-ot overexpresszalo HEK293 sejteken
Nem-transzfektalt, kontroll HEK293 tenyészetbol és transzfektalt HEK293-TRPCG6 sejtekb6l RNS és
fehérjemintdt készitettiink. A: Hagyomanyos RT-PCR-ral mRNS szinten, B: Western blot technikaval pedig
fehérje szinten kimutattuk, hogy a transzfektalt HEK293-TRPC6 sejtek magasabb szinten expresszaljak a
TRPC6-ot. Az RT-PCR méréseinkben a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazt (GAPDH), mig a Western
blottnal a [-aktint hasznaltuk belsé kontrollként. NTK: non-templat kontroll, ahol a minta nem tartalmazott
templat CDNS-t.
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10. d@bra: A TRPC6 kifejezidése differencialtatott humdn podocytikon

A: A TRPC6 mRNS szintli expressziojat hagyomanyos RT-PCR technikdaval mutattuk ki nem-differencidltatott
(nDiff) és differencidltatott (Diff) podocyta tenyészetekbdl szdarmazo mintakban. Haztartdasi génként a
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogendzt (GAPDH) detektaltuk. NTK: templdt cDNS nélkiili kontroll. B: A TRPC6
fehérje szintli vizsgdlatdahoz Western blot analizist végeztiink ugyancsak nem-differencialtatott és
differencidltatott tenyészeteken. Kontrollként a f-aktin fehérjét jeloltiik. C: Immuncitokémidaval is megerdsitettiik
a TRPC6 fehérje szintii megjelenését differencialtatott humdn podocytdkban, specifikus primer és FITC-
konjugadlt madsodlagos antitest (Alexa-FIluor®-488, zold) alkalmazdsdaval. A sejtmagot propidium-jodiddal
festettiik (piros). NK: negativ kontroll az elsédleges antitest elhagyasdval késziilt festés. Kalibracio: 50 pm;
nagyitas: 400x

@

TRPC6

38



Kovetkezd Iépésben a huméan podocytdkon kifejez6d6 TRPC6 csatorna
funkcionalitasat vizsgaltuk. Mivel a csatorna Ca’*-ra permeabilis, Fluo-4 festék
alkalmazasaval fluoreszcens Ca**-méréseket végeztiink (11. 4bra) az ,,Anyagok 6s
modszerek” részben bemutatott tobbsejtes elrendezésben differencidltatott podocytakon. A
sejteket Fluo-4 festékkel toltottiik egy oran at, majd a FlexStation I13g4 félautomata pipettazo
robot és egyben spektrofluoriméter hasznalataval valos idejii Ca®*-szint-mérést végeztiink.
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11. abra: A TRPC6 ioncsatorna funkcindlisan aktiv differencidaltatott humdn podocytikon
A: A TRPC6 csatorna aktivicidjanak vizsgalatara fluorimetrids intracellularis Ca**-mérést végeztiink tobbsejtes
elrendezésben. A nyillal jelzett idépontban névekvd koncentrdcioban OAG-t adagoltunk a sejtekhez, mely
dozisfiiggd intracelluldris Ca**-szint-emelkedést eredményezett. B: Megismételve a kisérletet csokkentett Ca®*-
tartalmii kozegben a Ca**-vdlasz elmaradt. C: A B panelen lathaté mérések statisztikai elemzése. N=3,
atlag+SEM, ***p<0,001

Kisérleteinkben OAG-ot alkalmaztunk, ami egy olyan DAG analdég, mely az
irodalomban altalanosan elfogadott TRPC6 aktivatorként (Hofmann és mtsai, 1999). A mérési
protokoll alapjan a 40. masodpercben kiilonb6zé koncentracioji OAG-ot pipettaztunk a
sejtekre, majd a 240. masodpercben a sejtek valaszkészségét ellenérizendé ATP-t adagoltunk.
Munkank soran csak azokat a méréseket tekintettiik relevansnak, ahol a sejtek a mérés végén
ATP hatasira Ca®*-valaszt produkaltak (ezt nem mutatjuk az 4brékon). Az OAG a

differencialtatott podocytakon intracellularis Ca®*-szint-emelkedést valtott ki, melyet a Fluo-4
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festék fluoreszcencia intenzitdsdnak nodvekedése jelzett. Kiilonbozd koncentracidban

alkalmazva az aktivatort, a kialakult Ca®*-valasz dozisfiggbnek bizonyult (11. A 4bra).
kdzegben, és azt tapasztaltuk, hogy az OAG altal kivaltott Ca®*-szint-emelkedés teljes
mértékben elmaradt (11. B és C éabra). Ez arra utal, hogy az aktivator alkalmazasakor
sejtfelszini csatorna nyilik, igy az altalunk mért intracellularis Ca®*-szint-emelkedést a kiilsd
térb61 bearamlé Ca?* hozza létre. Ez az eredmény azt sugallja, hogy a Ca**-jel kialakitasaban
feltehetden a sejtfelszini TRPC6 csatorna vesz részt. A 11. C é4bra mutatja a kapott
eredmények statisztikai elemzését, ahol az oszlopdiagramok az ismétlések sordn kapott

csucsértékekbdl szamolt atlagokat mutatjak.

6.3 Szamos PKC izoforma megtalalhaté differencialtatott human

podocytiakon
Szamos irodalmi adattal rendelkeziink arra vonatkozoéan, hogy a PKC rendszer
kiilonb6zd TRP csatornidkat szabalyoz, beleértve a TRPC6 ioncsatornat is (Shi és mtsai,
2004). Ismert, hogy a TRPC6-ot overexpresszaldo HEK293 sejteken a PKC rendszer negativan
regulalja a TRPC6 miikodését (Bousquet és mtsai, 2010), ezért felvetédott a kérdés, hogy

ugyanez a hatas érvényesiil-e human podocytakon expresszalodo nativ TRPC6 fehérjén.
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é 0 expresszios szintjére normdlva adtuk meg az értékeket. N=3,
nDiff Diff atlag+SEM
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Munkank kovetkezd 1épésében meghataroztuk a PKC izoformdk mintdzatat az
altalunk differencialtatott human podocytakbdl szarmazé mintdkon. Elséként Q-PCR
technikat alkalmaztunk az izoenzimek mRNS szintli kimutatasdhoz. Méréseink azt mutatjak,
hogy a klasszikus csaladba tartozo PKCa és -y; a novel PKCS, -g, -n és -0; valamint az
atipusos PKC( expresszalodik human podocytdkon (12. abra). Kisérleteinkben a PKCp
expresszidja nem érte el a detekcios kiiszobot, a PKCM vizsgalatara pedig nem volt
lehetdségiink.

Tovabbi vizsgalatokat végeztiink Western blottal, mely kisérletek megerdsitették a Q-
PCR-val kapott eredményeinket, s6t azon tulmenden sikeriilt kimutatnunk fehérjeszinten a
PKCp;1 és -B2 izoformak jelenlétét (13. abra). A PKCM1 kimutatdsara rendelkezésiinkre allt
megfeleld antitest, viszont nem tapasztaltunk jelolédést (az eredményt nem mutatjuk).
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a PKC rendszer minden izoforméja, a PKCA

kivételével, expresszalodik differencidltatott human podocytakon.

PKCo [w== | 80kDa PKCe 82kDa
PKCP; i ; 80 kDa PKCn E 82 kDa
PKCp, 77 kDa PKCO |==| 85kDa
PKCy |[s| S0kDa PKC, |smm| 74kDa
PKCGO |ww=( 78kDa B-aktin | == | 42kDa

13. abra: PKC rendszer legtobb eleme kifejezidik fehérje szinten differencidgltatott humdn podocytikon
Differencidltatott podocyta tenyészetekbol elddllitott fehérjemintakban Western blot technika segitségével
meghataroztuk a kiilonbozé PKC izoenzimek fehérjeszintii expressziojat. Kisérleteinkben a [-aktin fehérjét
alkalmaztuk kontrollkeént.

6.4 A PKC rendszer endogén aktivitasa tonusos gatlast fejt ki a TRPC6

csatornara

Kovetkezd 1épésben arra kerestiik a vélaszt, hogy a kimutatott PKC izoenzimek
endogén aktivitdsa hatast gyakorol-e a TRPC6 csatorna milkddésére. Ennek kideritésére
fluorimetrias [Ca*']ic-méréseket végeztiink egysejtes elrendezésben, melyekhez a sejteket
Fura-2 fluoreszcens festékkel toltottik, és koliinb6zé PKC inhibitorokat alkalmaztunk.
Kisérleteinkben hadrom gatloszert hasznaltunk: a GF109203X-szet, mely a klasszikus és a
novel csoportra egyarant hatassal van; a G66976-ot, a klasszikus csalad inhibitorat, illetve a

PKCS aktivitasat gatlo rottlerint.
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14. dbra: A PKC inhibitorok novelik a TRPC6-medidlt Ca** -emelkedést differencidltatott humdn podocytikon
Fluorimetrids [Ca?*]\c-mérés egysejtes elrendezésben. A: Kontroll esetben nem tortént elGkezelés. A mérés
soran a vonallal jelzett idépontban 200 M OAG-ot adtunk a sejtekhez. B-D: Az ditalinos PKC gatlo
GF109203X-szel (1 uM), a kiasszikus PKC izoformdkat blokkolé Go6976-tal (1 uM), illetve a PKC4 inhibitor
rottlerinnel (1 uM) 30 percig eldkezeltiik a sejteket, melyek igy OAG hatdsira nagyobb mértékii vdlaszt
produkdltak. E-F: Az A-D panelen bemutatott Ca’*-tranziensek statisztikai elemzése. E: a mérések
amplitidéjanak, mig F: a tranziensek maximdlis meredekségének elemzése. AtlagtSEM; az esetszam az
oszlopokon jelolve; *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 a kontroll esetben mért értékekhez képest

A mérések napjan a differencidltatott sejteket 30 percig elokezeltik az egyes
gatloszerekkel, majd a mérés megkezdését kovetden 200 pM OAG-ot adagoltunk a vizsgalt
sejt kozelébe, igy aktivalva a TRPC6-ot. Ahogy a 14. abra mutatja, mindharom inhibitor

jelentésen novelte az OAG altal kivéltott TRPC6-medialt Ca®*-vélaszt. Ez alapjan arra
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kovetkeztethetiink, hogy a klasszikus és novel PKC izoenzimek fiziologids koriilmények

kozott tonusos gatlast fejtenek ki a TRPC6 ioncsatornara.
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15. dbra: A forbol-12-mirisztdt-13-acetdt (PMA) gdtolja a TRPC6 csatorna aktivitasdat humdn podocytikban
Fluorimetrids [Ca**]ic-mérés egysejtes elrendezésben. A: Kontroll esetben nem tortént elbkezelés. A mérés
soran a vonallal jelzett idépontban 200 uM OAG-ot adtunk a sejtekhez. B: Az dltaldnos PKC aktivitor PMA-tal
(1 uM) torténd elbkezelés hatdasdara (30 perc) a TRPC6 aktivator OAG adagolasakor (az dbran vonallal jelzett)
csak kismértékii Ca®*-szint-emelkedést tapasztaltunk. C-D A bemutatott Ca®*-jelek statisztikai elemzését mutatja.
A mért Ca**-jelek amplitidéja (C) és a tranziensek maximdlis meredeksége (D) dtlag+SEM a kiilonbizé
fliggetlen mérésekben, ahol az esetszam az oszlopokon jelzett. *p<0,05 a kontrollhoz képest

Mivel a PKC rendszer gatlasa a TRPC6 csatorna fokozott aktivacidjat eredményezte,
igy megfogalmazodott benniink az a kérdés, hogy ennek az ellenkezdje, tehat a PKC rendszer
aktivaciojanak fokozasa befolyasolja-e a TRPC6 funkcionalitasat. Ezért megvizsgaltuk, hogy
a podocytak altal expresszalt PKC-k aktivacidjanak exogén fokozasa milyen hatdssal van a
TRPC6 csatorna mikodésére. Ehhez ismét Fura-2 festéket alkalmazva [Ca2+]|c-mérést
végeztiink egysejtes elrendezésben. Kisérleteinkben a PKC rendszer stimuldlasdhoz az
»altalanos” PKC aktivator PMA-ot hasznaltuk, mely a klasszikus és novel izoenzimeket
egyarant aktivalja. A koradbbi mérési protokollnak megfeleléen 30 percig eldkezeltiik a
sejteket 1 uM PMA-tal, majd a mérés soran 200 pM OAG-gal aktivaltuk a TRPC6 csatornat.
Eddigi eredményeinkkel 0sszhangban és a vartnak megfelelden a PKC rendszer aktivalasa

PMA-tal nagymértékben csokkentette az OAG altal kivaltott TRPC6-medialt [Ca®*]c-
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emelkedést (15. 4bra). Ez az eredmény azt sugallja, hogy a klasszikus és novel PKC
izoformak exogén stimulalasa jelentdsen gatolja a TRPC6 csatorna miikddését.

Altalanosan elfogadott, hogy a PKC izoformak aktivaciojat a fehérjék down-
regulacidja koveti, amely igy az aktivacios folyamat indirekt jelzOje (Papp €és mtsai, 2003;
Géczy ¢és mtsai, 2012). Annak feltérképezésére, hogy a PMA kezelés hatasara, mely PKC
izoformak aktivalodasa révén jon létre a TRPC6 csatorna gatldsa, a differencidltatott
podocytakat 100 nM PMA-tal elékezeltiik, majd vizsgaltuk a kiilonb6zé PKC izoformak
fehérjeszintli expressziojat Western blot technikdval. A PMA nagymértékben csokkentette a
klasszikus csaladba tartozo PKCa és a -1 szintjét, valamint a Ca**-inszenzitiv novel PKCn
expresszidjat id6fiiggd moédon (16. abra). Erdekes médon a PKC, expresszios szintje 30 perc
elteltével csokkent, viszont hosszabb idotartamu kezelés hatasara ez a csokkenés elmaradt. A
tobbi PMA-szenzitiv izoforma, illetve a PMA-inszenzitiv PKCC fehérjeszintli kifejezodése
nem valtozott a kezelés hatasara. Tehat a TRPC6 csatornara valdsziniileg a PKCa, -B1, -B2

Jilletve a -n aktivacidja lehet negativ hatassal.

100nM PMA 100nM PMA
30 60 24 30 60 24
kontroll perc perc ora kontroll perc perc ora
PKCO. [ g s s 80 kDa PKCe . —= —— | 82kDa
OD: 1 031 0.21 0.10 OD: 1 094 153 138
PKC, o 80 kDa PKCn [ W B 82 kDa
OD: OD: 1 0,92 0,75 0,52

% 5 . aadl
PKCP, B SSBR 77k PKC® 85kDa

OD: 1 011 134 161 OD: 1 070 090 094
PKCy |55 Shm sm s | SO kDa PKCC | ¥ o= e z_ 74kDa
OD: 1 087 144 208 OD: 1 092 1.09 1.03

PKCG | o 78 kDa

(-aktin | se— 42 kDa

OD: 1 1,18 095 1

16. abra: A PKC izoenzimek aktivicidjanak vizsgdlata differencidltatott humdn podocytikon
A differencialtatott human podocyta tenyészeteket 100 nM PMA-tal elokezeltiik, majd a jelzett idopontokban
fehérje mintat készitettiink, és Western blot technikdaval vizsgaltuk a kezelés hatisat a PKC izoenzimek
fehérjeszintii kifejezodésére. A kontroll (0 perc) esetében nem végeztiink eldkezelést. A megjelend savokat
denzitometraltuk, majd az igy kapott optikai denzitas (OD) értékeket a kezeletlen kontroll minta OD értékére
normalizaltuk. Belso kontrollként a [-aktin fehérjét mutattuk ki. A bemutatott képek tobb kiserletbdl szarmazo
reprezentativ abrak (n=3, kivéve a PKCa, -0 és -¢, ahol n=6, 4 és 4 az esetszam).
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6.5 A PKC rendszer aktivacioja csokkenti a TRPC6 ioncsatorna

expressziojat differencialtatott podocytakon

Eddigi munkénk soran azt tapasztaltuk, hogy az altalunk létrehozott tenyészetekben a
PKC rendszer akut aktivacidoja jelent6sen csokkenti TRPC6 ioncsatorna mikodését.
Glomerularis mesangialis sejteken végzett kutatasok ugyanakkor azt mutatjak, hogy a PMA
kezelés csokkenti a TRPC6 csatorna kifejezddését is (Graham és mtsai, 2011; Wang és mtsai,
2013). Ezért megvizsgaltuk, hogy a PKC stimulaci6 PMA-tal befolyasolja-e a
differencialtatott podocytakon kifejez6d6 TRPC6 szintjét iS. A korabban bemutatott modon
100 nM PMA-tal 30 és 60 perces, illetve hosszabb idGtartami 24 6ras kezelést végeztiink
differencialtatott podocytakon, majd az elkészitett mintakban Western blottal vizsgaltuk a
TRPC6 fehérje kifejezddését. Ahogy azt a 17. dbra mutatja a PKC rendszer aktivalasa jelentds
¢s 1dofliggd TRPC6 down-regulaciot eredményezett.

100nM PMA

30 60 24
kontroll perc perc ora

TRPCG6 [ S W & & [ 106 kDa

OD: 1 080 050 0.12

[-aktin — — w— v .| 42 kDa

17. abra: A PKC rendszer aktivdcidja csokkenti a TRPC6 fehérje expressziojat differencidltatott podocytakban
Kiilonbozd iddtartamu PMA (100 nM) kezeléseket végeztiink differencialtatott human podocyta tenyészeteken,
majd Western blot technikaval elemeztiik a TRPC6 ioncsatorna expressziojat. Az immunsdavok optikai denzitdsat
(OD) a kezeletlen 0 perces kontroll minta denzitdsdaval hasonlitottuk ossze. Belsd kontrollként a f-aktin fehérjét
mutattuk ki. n=3

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

Kevés irodalmi adat sz6l arrél, hogy a glomerulusban 1év6 podocytdkon milyen egyéb
TRP ioncsatornak expresszalodnak, azok a TRPC6-hoz hasonléan funkcionalisak-e, illetve
részt vesznek-e a podocytak fiziologias folyamatainak szabalyozasaban. Az ismert, hogy a
vese tubulusokban a TRPV csalad héérzékeny tagjai is kifejez6dnek (Kassmann és mtsai,
2013), azonban a Bowman-tok podocytain eddig még nem vizsgaltak jelenlétiiket. Ezért
kisérleteinket tovabb folytatva megvizsgaltuk a meleg hdmérsékletre aktivdlodo TRPV1-4
csatorndk jelenlétét az altalunk differencidltatott podocytakon. Elséként Q-PCR technikaval

kimutatattuk, hogy mRNS szinten mind a négy ioncsatorna expresszalodik nem-
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differencialtatott és differencialtatott podocytdkon is (18. abra). Megfigyeléseink szerint a
TRPV1 és a TRPV4 ioncsatornak magasabb, mig a TRPV2 és a TRPV3 alacsonyabb

szinteken expresszalodnak.

3 Nem-differencialtatott podocyta
Hmm Differencialtatott podocyta

il 18. dbra: A TRPV1-V4 csatorndk kifejezédnek
g 2 human podocytikon
%A 1.5x10° 1 Nem-differencialtatott és differencialtatott podocyta
T ﬁ 1x10° { L tenyészetekbél RNS mintat készitettiink, majd reverz
E @ . transzkripciot kévetéen (Q-PCR-t végeztiink. A mért
L B értékeket a belsS kontrollként haszndlt ciklofilin A
g 4x105 ] (PPIA) expressziora normaltuk. N=3; datlag +SEM

2x10°5 |

0 TRPV1 TRPV2 TRPV3 TRPV4

Az mRNS szintli méréseinket fehérje szintli vizsgalatok kovették, a korabbiakhoz
hasonléan immuncitokémiat és Western blot technikdt alkalmaztunk. Mindkét modszer
megerdsitette a csatorndk jelenlétét. A TRPV2-4 csatorndk intenziv jelolodést mutattak (19.
B-D abra), mig a TRPV1 csatorna esetében 1ényegesen halvanyabb festodést tapasztaltunk, de
egyértelmiien pozitiv jelolédés lathatd a primer antitest elhagyasaval késziilt negativ kontroll

festéshez képest (19.A. abra).

A TRPV1 DAPI Egyesitett NK Egyesitett
E{
F

501 S0um _
B TRPV2 DAPI Egyesitett NK Egyesitett
o
2
=

50 um 50 pm
C TRPV3 DAPI Egyesitett NK Egyesitett
o)
=
=

50 um
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TRPV4

DAPI Egyesitett NK Egyesitett

-.

19. d@bra: A TRPV1-V4 ioncsatorndk fehérje szinten expresszalodnak differencidltatott humdan podocytakon
A-D: A TRPV1-V4 fehérjéket immuncitokémiaval mutattuk ki, ehhez specifikus primer és fluoreszcensen jeldlt
(Alexa-Fluor®-488, zdld szin) masodlagos antitesteket haszndltunk. A sejtmagokat DAPI reagenssel jeloltiik
(kék szin). A negativ kontroll (NK) festesek a specifikus primer antitest elhagydsaval kesziiltek. Méretvonal: 50
um; nagyitdas: 600x

TRPV4

A Western blot soran hasznalt antitestek specificitdsat az egyes TRPV csatorndkat
tranziensen overexpresszalo HEK293T sejtekbdl késziilt fehérje mintak segitségével igazoltuk
(20. A abra). Az alkalmazott antitestek nem-differencialtatott és differencialtatott podocyta
tenyészetekben egyarant jelolték a keresett fehérjéket (20. B dbra), viszont nem minden

esetben azonos molekulastlynal.
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20. abra: A TRPVI-V4 csatorndk fehérje szintii expressziojanak megerositése humdn podocytikon
A: Western blot technikaval teszteltiik az alkalmazott specifikus primer antitestek szelektivitasat a kiilonbozo
TRPV csatorndkat overexpresszalé HEK293T sejtvonalakon. B: lgazoltuk, hogy a TRPV1-V4 fehérjék
kifejezédnek nem-differencialtatott (nDiff) és differencialtatott (Diff) humdn podocyta tenyészetekben is.
Kontrollként mindket esetben a p-aktin fehérjét jeloltiik a membranokon. HEK: nem transzfektalt kontroll
csoport, +hrV1/V2/V3/VA: az adott TRPV csatorndt overexpresszaléo HEK293T tenyészet
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A TRPV1 ¢és a TRPV2 a podocytakban nagyobb molekulastulynal festédott, illetve a
TRPV3 antitest a TRPV3-at overexpresszalo HEK293T sejtekben tobb savot is jelolt, de a
podocytakban ezek koziil csak egy jel volt detektalhato. A TRPV4 esetében a specifikus
antitest a TRPV4-et overexpresszalo HEK293T sejtekben az ioncsatornat a vartnak megfeleld
molekulasulynal festette, viszont a podocytakbol készitett mintakban ugyancsak egy markans
jel detektalhato, de alacsonyabb molekula tomegnél. Osszegezve a molekuldris szintii
kimutatasainkat elmondhat6, hogy a differencialtatott podocytak expresszaljak a TRPV1-4

csatorndkat mRNS és fehérje szinten egyarant.

6.7 A podocytak reagalnak a homérséklet emelkedésére

A TRPV1-4 fehérjék kozOs sajatossaga, hogy a meleg homérséklet kiillonbozo
tartomanyaiban aktivak, illetve Ca**-ra nézve nagy a permeabilitasuk. Ezeket a
tulajdonsagokat kihasznalva vizsgaltuk a csatorndk aktivitdsat. A podocytdkat 35 mm
atmérGjii  Petri-csészékbe szélesztettik, majd ,nem-permissziv’ kodzegben 7 napig
tenyésztettiik a differencialt llapot eléréséig.

A hoéstimulacio elott B hostimulacio utan

hostimulacio i
6 r
<
3 | 5 7 <
5 4
o i
i 2 3
= 2
1 A
l d
0 20 40 60 80 100 kontroll hostimulacio
1d6 () n=21 n=56

21. dbra: Héstimuldcié hatdsdra né a differencidltatott humdn podocytik intracelluldris Ca**-szintje
Fluo-4 fluoreszcens festékkel toltottiik a sejteket, majd elémelegitett oldatot juttattunk a kornyezetiikbe, melyre
azok fluoreszcencia intenzitas-novekedéssel reagaltak. A: héstimulacio elétt; B: héstimuldacié alatt; C: a B
képen azonos szinnel jelolt sejtek fluoreszcencia intenzitas-valtozasait mutatia héstimuldacio hatasara; D: A
kisérlet soran lemért osszes adat elemzése; Mann-Whitney U-teszt, *p<0,05, dtlag+SD
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A mérés napjan Ca**-érzékeny fluoreszcens Fluo-4 festékkel toltsttik a sejteket 30
percig, ezutan Olympus IX83 invert mikroszkop és Xcellence Pro live cell imaging program
segitségével rogzitettilk a fluoreszcencia intenzitds valtozasait. A mérés megkezdésekor a
kornyezeti homérséklettel megegyezd homérsékletii pufferben tartottuk a sejteket, igy
rogzitettilk az alapvonalat, majd kb. 45-50°C-ra melegitett puffer 1:1 ardnyban torténd
hozzdadasaval hostimulaciot végeztink. Az 21. abra képei reprezentaljak a hdstimulacio
hatasat, melyeken jol lathato, hogy a sejtek reagaltak a hdmérsékleti ingerre, mivel a kontroll
(21. A abra) esethez képest nétt a Fluo-4 festék fluoreszcencia intenzitasa (21. B abra). Ezek a
kisérleteink megmutattdk, hogy a differencialtatott podocytdk érzékenyek a meleg
homérsékletre, ami a h6érzékeny TRPV csatornak funkcionalitasara utalhat.

A méréseink soran alkalmazott hdstimuldcid6 nem elég specifikus ahhoz, hogy
pontosan azonositani tudjuk, melyek azok a csatorndk, amelyek ebben a valaszban szerepet
jatszanak. Ezért tovabbi kisérleteket végeztiink a TRPV1-4 csatorndkat egyesével vizsgalva,

specifikus agonistak €s antagonistak alkalmazéasaval.

6.8 A TRPV1 ioncsatorna funkcionalisan nem aktiv differencialtatott

podocytakon

A TRPV1 funkcionalitasinak elemzésére fluorimetridas Ca®*-mérést végeztlink
tobbsejtes elrendezésben. A podocytakat differencidltatas utan Fluo-4 festékkel toltottik,
majd a Ca?*-szint-mérés soran a 40. méasodpercben kapszaicint adagoltunk a sejtekhez, mely a
TRPV1 potens ¢és specifikus aktivatora. Jol lathato, hogy a kapszaicin kezelés egészen 1 mM
koncentracioig, semmilyen valtozast nem okozott a sejtek intracellularis Ca®*-szintjében, és
ezt az allapotot egyik specifikus TRPV1 antagonista sem befolydsolta: sem a kapszazepin,
sem az AMG 9810 el6kezelés nem hozott valtozast (22. A és 22. B abra). Megvizsgaltuk a
TRPV1 ultrapotens aktivatorat, a reziniferatoxint (RTX) is. Kisérleteinkben nagyon széles
tartomanyban alkalmaztuk a RTX-t, de sem alacsonyabb, sem magasabb koncentracidja nem
bizonyult hatdsosnak (22. C abra). Megallapithatjuk, hogy a TRPV1 csatorna viszonylag
magas mMRNS szintli expresszidja ellenére, nem alkot funkciondlis csatornadt a

differencialtatott human podocytékon.
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6.9 A TRPV2 és a TRPV4 fehérjék aktiv formaban expresszalodnak
differencialtatott podocytakon

A TRPV2 csatornanak nincs specifikus agonistdja, ezért kisérleteinkben a
fitokannabinoid CBD-t alkalmaztuk agonistaként, mely egyben a TRPV4 ioncsatornat is
aktivalja (Qin és mtsai, 2008). A csatorna aktivitidsanak mérését a kordbban is alkalmazott
modszerekkel vizsgaltuk. A differencidltatott sejteket Fluo-4 festékkel toltottiik, majd
Flexstation 3 fluoreszcens microplate reader segitségével, valds idejii Ca**-mérést végeztiink.
A CBD 10 uM koncentracidban mérsékelt Ca**-valaszt eredményezett, mely elmaradt
alacsony Ca”*-ot tartalmazo kozegben. Ez az eredmény azt mutatja, hogy a CBD hataséra
sejtfelszini Ca®*-csatorna nyilik, és ez felelds a Ca”*-influx kialakitasaért (23. A és 23. B
abra). TRPV2 antagonistaként tranilasztot alkalmaztuk 75 pM koncentracidban. Tranilaszttal
30 percig elékezelve a sejteket, a CBD alacsonyabb Ca”**-emelkedést eredményezett, mely

arra utal, hogy a TRPV2 valoban funkcional a differencialtatott podocytakon.
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23. dbra: A kannabidiol aktivilja a TRPV2 és TRPV4 csatornakat differencidltatott humdn podocytikon
A Kannabidiol (CBD) néveli a differencidltatott podocytdk intracellularis Ca**-szintjét. A TRPV2 antagonista
tranilaszttal (TRAN) és a TRPV4 gatlo HC067047-tel (HC) végzett 30 perces elékezelés egyarant csékkenti a
CBD hatdsat. Fluorimetridas Ca®*-mérés. A: CBD hatdsdt reprezentilé gorbék kiilonbozé koriilmények kozott,
B: CBD dozis-hatas gorbe az A panelen bemutatott koriilmények kézott, atlag+SEM, n=6, *p<0,05 a kontrollhoz
képest, *p<0,05 a tranilaszttal elbkezelt csoporthoz képest; *p<0,05 a HCO067047 eldkezelt sejtekkel
osszehasonlitva

Mivel tobb kutatocsoport, koztiilk a mi munkacsoportunk is leirta, hogy a CBD gyenge
TRPV4 agonista (De Petrocellis és mtsai, 2012; Olah és mtsai, 2014), ezért megismételtiik a
kisérletet a potens és specifikus TRPV4 antagonista HC067047 jelenlétében (23. abra). 1 uM
HC064047 a tranilaszthoz hasonlé mértékben csokkentette a CBD 4altal létrehozott Ca®*-szint-
emelkedést, ami arra utal, hogy a valasz kialakitasaban nemcsak a TRPV2, hanem a TRPV4
csatorna is részt vesz. Ezzel az eredményiinkkel mi is megerdsitettiik, hogy a CBD valoban
TRPV4 agonista, illetve, hogy a TRPV4 is funkciondlisan aktiv lehet differencialtatott
podocytakon.

Hogy igazoljuk az utobbi allitasunkat, tovabb vizsgaltuk a TRPV4 csatorna
aktivaciojat. Az eddigi protokollhoz hasonléan tobbsejtes elrendezésben fluorimetrias Ca®*-
szint-méréseket végeztiink, ahol az ultrapotens, TRPV4-re szelektiv GSK1016790A-t
alkalmaztuk TRPV4 agonistaként. Méréseinkben a GSK1016790A dozisfliggd médon novelte
a Ca”-tranziensek csucsértékeit, és mar nM-os koncentracio tartomanyban jelentés Ca®*-
valaszt eredményezett (24. A-D é&bra). Elemezve a kapott gorbéket megéllapithatd, hogy
nemcsak a tranziensek maximuma, hanem a meredeksége is ndétt a GSK1016790A
koncentracié fliggvényében (24. B-D abra). A tranziensek amplitidoja az altalunk alkalmazott
koncentraciokban koriilbeliil 30 nM-nal szaturalodik (24. B abra), mig a meredeksége tovabb
fokozddik. Megismételve kisérleteinket 1 M HC067047-tel torténd eldkezelést kovetden, a
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GSK1016790A hatasa nagymértékben csokkent (24. A-B és 24. D abra). Ez alatamasztja
eddigi feltevésiinket, miszerint a GSK1016790A valoban a TRPV4 csatorna nyitdsa révén
fejti ki hatasat. Alacsony Ca”-tartalmi kozegben megismételve kisérleteinket, kisebb
mértékii, de hasonléan dozisfiiggd Ca®'-valaszt tapasztaltunk GSK10167902A kezelés
hatasara (24.A-B é4bra). Mindez arra utal, hogy a GSK1016790A nemcsak a sejtfelszini
membréanban elhelyezkedd TRPV4 csatorndkat aktivalja, hanem az intracelluldris Ca®'-
raktarak felszinén 1évket is. Az a tény azonban, hogy csokkentett Ca**-tartalmu kozegben a
GSK10167902A dozis-hatds gorbéje jobbra tolodott, azt jelzi, hogy a TRPV4 csatornak
tobbsége a plazma membranban helyezkedik el. Ezt tovabb bizonyitja a GSK1016790A-val
teljes sejtes konfiguracioban végzett patch-clamp mérésiink, ahol az agonista a TRPV4
ioncsatornara jellemzd 4&ram-fesziiltség karakterisztikaval bird transzmembran aramot

indukalt, amit a specifikus antagonista HC067047 ugyancsak gatolt (24. E-F abra).
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24. abra: A TRPV4 ioncsatorna aktivdacidja humdn podocytikon

Fluorimetrids Ca**-mérés. A: A TRPV4 agonista GSK10167904 (GSK) hatisa normdl és alacsony Ca’*-
tartalmu kozegben, valamint a TRPV4 specifikus antagonista HC067047-tel (HC) torténd eldkezelést koveten.
B: GSK dozis-hatds gorbéje. A Ca**-tranziensek amplitiddjat az A panelen bemutatott kériilmények kozott
regisztraltuk. Atlag=SEM, n=6. C: A kiilonbézé GSK koncentrdaciék hatdsdra kialakulé Ca**-tranziensek. D: A
GSK dltal létrehozott Ca**-tranziensek meredekségének statisztikai elemzése. N=6. E: A GSK és a HC iddfiiggd
hatdsa a podocytdk transzmembran aramdra -80 és +80 mV-on. A kisérlet alatt 0 mV tartopotencial mellett
mértiik a transzmembrdn dramokat, 2 masodpercenként 400 ms alatt alkalmazott -120-t6] +100 mV-ig terjedd
fesziiltséegrampa segitségével valtoztatva a membranpotencialt. F. Az E panelen jelzett idopontban meért
transzmembrdan dramok I-V Gsszefiiggése. G: A TRPV4 aktivitor 4a-PDD doézisfiiggd hatisa a Ca**-jelek
amplitidéjara. AtlagSEM, n=5. H: A Ca**-tranziensek meredekségének viltozdsa a 4-aPDD koncentrdcio
fiiggvényében. N=5. *p<0,05 a kezeletlen kontrollhoz (0 nM GSK) képest, *p<0,05 a HC eldkezelt csoporthoz
viszonyitva

A 40-PDD régebb ota ismert, potens TRPV4 agonista, ezért a 4a-PDD hatasat is
megvizsgaltuk. Varakozasainknak megfeleléen a GSK1016790A-hoz hasonlo, de kisebb
mértékii [Ca®]ic-emelkedést valtott ki a 4a-PDD differencialtatott podocytakon (24. G-H
abra). Alacsonyabb Ca”*-tartalmi kozegben ugyancsak csokkent a tranziensek amplitadoja,
illetve normal oldatban a HC067047 elokezelés mérsékelte a 4a-PDD hatasara 1étrejott Ca®'-
szint-emelkedést (24. G-H abra). Ezen eredményeink még inkabb megerdsitik allitasunkat,
miszerint a TRPV4 funkcionalisan aktiv differencialtatott podocytakon.
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6.10 A TRPV3 agonistak részben TRPV3-tol fiiggetleniill emelik a

podocytak intracellularis Ca2+-szintjét

A TRPV3 ioncsatorna mikddésének elemzése joval nehezebb feladat volt szamunkra,
mivel kereskedelmi forgalomban nincs elérhetd specifikus TRPV3 agonista, sem antagonista.
Ezért olyan anyagokat alkalmaztunk, melyek eddigi vizsgalatok alapjan a TRPV3 csatornat is
aktivaljak. Az irodalomban nem szelektiv, de potens TRPV3 agonistaként szdmos ndvényi
eredetli anyagot irtak le, ilyen példaul az eugenol, a timol és a karvakrol. Ezek hatasait
vizsgalva megaéllapitottuk, hogy mindharom anyaggal vald kezelés markans intracellularis
Ca’*-szint-emelkedést valtott ki, igy feltételezhetd, hogy a TRPV3 csatorna funkcional
differencialtatott sejteken (25. A 4bra). A kialakult Ca®*-valasz dézisfiiggének bizonyult,
viszont a dozis-hatas gorbe a vizsgalt koncentracid tartomanyban nem szigmoid alak, még
1,5 mM koncentracié tartomany felett sem szaturalodik (25. B 4abra). Ez felveti annak
lehetdségét, hogy a TRPV3 aktivacid mellett, kiilondsen nagyobb koncentraciok esetén, mas

mechanizmusok is hozzajarulhatnak az [Ca®*]ic névekedéséhez.
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25. dbra: Novényi eredetii TRPV 3aktivdtorok hatdsa az ioncsatorna aktivdcidjara differencidltatott
podocytikon
Fluorimetrids Ca**-mérés. A: A novényi eredetii eugenol (EUG), karvakrol (CARV) és timol (THY) kezelések
dltal létrehozott Ca**-tranziensek. B: A TRPV3 agonistdk dozis-hatds gorbéi normdl és alacsony Ca**-tartalmii
kozegben. AtlagtSEM, n=6, *p<0,05 az adott szinnel jelolt kezelés dsszehasonlitva az oldészerrel kezelt kontroll

csoporttal, normdl Ca**-tartalmii kizegben

A novényi eredetl TRPV3 agonistdkkal parhuzamosan kisérleteket végeztiink a
szintetikus 2-aminoetoxidifenil borattal (2-APB), mely ugyancsak hatékony, bar tovabbra sem
specifikus aktivatora a TRPV3 csatornanak (Xu és mtsai, 2006). A 26. A és B abra mutatja,

hogy a 2-APB kezelés hatasara nétt a sejtek intracellularis Ca2+-szintje, mely hatés
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dozisfiiggdnek bizonyult, illetve ebben az esetben a ddzis-hatds gorbe szigmoid alakot vett
fel.

Mivel TRPV3 specifikus inhibitor sem all rendelkezésiinkre, ezért kisérleteink
kovetkezd részében az altalanos TRP gatld ruténium vordssel, illetve az endogén TRPV3
antagonista izopentenil-pirofoszfattal (IPP; Bang és mtsai, 2011) végeztiink elokezeléseket. A
ruténium voros az eugenol kivételével csdkkentette a tobbi aktivator altal kivaltott Ca**-valasz

nagysagat, mig az IPP csak a 2-APB kezelésre volt hatassal (26. C abra).
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26. dbra: A TRPV3 ioncsatorna aktivdcidjanak vizsgdlata szintetikus agonista és antagonistik

alkalamazasaval differencidltatott podocytikon
Fluorimetrids Ca**-mérés. A: A szintetikus agonista 2-aminoetoxidifenil bordt (2-APB) dltal kivdltott Ca**-
tranziensek. B: A 2-APB dozis-hatds gorbéje normdl és nomindlisan Ca**-mentes (alacsony Ca’*-tartalmii)
kozegben. A'tlagiSEM, n=6, *p<0,05 a 2-APB kezelés a kezeletlen kontrollhoz képest normal Ca®*-tartalmii
kozegben. C: A TRPV3 antagonista IPP és RR elbkezelések hatasa a karvakrollal (CARYV), timollal (THY) és 2-
APB-vel kivdltott Ca**-vélaszokra az antagonista nélkiil alkalmazott aktivdtorok dltal kivaltott Ca®* vilaszok
szdzalékaban. Atlag=SEM, n=6, *p<0,05 az anyag hatisa Gsszehasonlitva a gatlészerrel valé elkezelést
kovetden.

Ezt kovetden RNS interferencia segitségével tovabb vizsgaltuk a TRPV3 szerepét a
nem-specifikus aktivatorok altal kivaltott Ca®*-valaszokban. A podocytikat a TRPV3 mRNS-
re specifikus siRNS-sel transzfektaltuk, majd Q-PCR-val ellendriztiik a TRPV3 expressziot.

A 27. A dbra mutatja, hogy sikeres volt a géncsendesités, mivel jelentdsen csokkent a TRPV3
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mRNS expresszios szintje a scrambled kontrollhoz képest. A TRPV3 géncsendesitett sejteken
megismételtiik a kordbbi Ca**-méréseket. A hatasosnak bizonyuld karvakrol, timol és 2-APB
a TRPV3 csendesitett differencialtatott podocytakon is ugyanakkora Ca®*-valaszt valtott ki,
mint a kontroll, scrambled RNS-sel transzfektalt sejteken (27. B abra). Ez az eredmény azt
bizonyitja, hogy a nem-specifikus TRPV3 aktivatorok novelik a differencialtatott podocytak
intracellularis Ca®*-szintjét, de ebben a TRPV3-nak csekély szerepe van, tehat valosziniileg az

aktivatorok egyéb mechanizmusok révén fejtik ki hatasaikat.

=
X
- = @ TRPV3 siRNS
ol =
o) o 21 o =
g2 g 120 4
2 T ]
qu é . 2 100
a I=} = = ; 80
o= -
05 27 T - -~~~ S 60
uEAPER] N S T 0]
é :'3'5 § 20
B ]
2 A1 S o
& kontroll scr-RNS siRNS ﬁ CARV (0,5) THY (1) 2-APB (1)

Agonista (mh)

21. dabra: A TRPV3 géncsendesités nem befolydsolja a TRPV3 agonistik miikidését differencialtatott
podocytikon
A: A TRPV3 géncsendesités ellendrzése Q-PCR technikaval. A kontroll esetben transzfekcio nem tortént, mig
scr-RNS a Stealth RNAi Negative Control (Invitrogen) duplaszdlui siRNS-sel, sSiRNS pedig a TRPV3 specifikus,
duplaszalii kis interferdlé RNS-sel transzfektdlt csoportot jeloli. Atlag+SEM, n=3. B: A TRPV3 géncsendesitett
podocytik Ca** vilaszainak amplitidéja a scrRNS-sel transzfektdlt sejteken mért vdlaszok szdzalékdban
kifejezve. Atlag=SEM, n=6.
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7 MEGBESZELES

A fokalis szegmentalis glomerulosclerosis (FSGS) egy patologias jelenség, mely egyik
gyakori oka a nephrosis szindrémanak, mind gyermek, mind feln6tt korban. A FSGS esetek
nagy szazalékban vezetnek végstadiumi vesebetegséghez (D’Agati és mtsai, 2011).
Legjellemzobb tulajdonsaga a glomerularis hegesedés. A betegség kialakuldsanak korai
szakaszaban fokalis, azaz gdcos, csak néhany glomerulusra terjed ki, illetve szegmentalis, a
glomerulus egy részét érintd sclerosisrol van sz6. Azonban a folyamat elérehaladtaval, egyre
tobb glomerulus lesz érintett, €s teljesen sclerotizal (D'Agati és mtsai, 2004; Sethi és mtsai,
2014). Elektronmikroszkopos vizsgalatok vilagitottak ra, hogy a FSGS alapvetéen a
podocytak betegsége, podocytopathidval jellemezheté (D'Agati, 2008). A podocytak
labnytlvanyai sériilnek, mely folyamatot ,,foot process effacement”-nek nevezziik. A
labnyulvanyok atalakuldsa az aktin halozat atrendezddésének eredménye, megvaltozik a
podocytak alakja, visszahtizédnak a ldbnyulvanyok, igy megsziinik a kapcsolat a szomszédos
podocytak kozott. A koros aktin atrendezddés visszafordithatd, viszont a mar kialakult FSGS
allapotban irreverzibilis és progressziv (Shankland, 2006; Wiggins, 2007).

Az, hogy mi okozza a primer FSGS megbetegedéseket, még mindig nem tisztazott
minden részletében. Az utobbi évtizedek genetikai vizsgalatai ravilagitottak arra, hogy a
¢s mtsai, 1998; Kaplan és mtsai, 2000; Boute ¢s mtsai, 2000; Winn ¢és mtsai, 2005; Santin és
mtsai, 2009). A tranziens receptor potencial csalad klasszikus alcsaladjaba (TRPC) tartozo
TRPC6 fehérje mutacioja, a FSGS egy kiilondsen agressziv formajanak kialakuldsaért felelds
(Winn és mtsai, 2005; Reiser és mtsai, 2005; Heeringa és mtsai, 2009; Hofstra és mtsai,
2013). Mivel akar a genetikus, akdr a szerzett FSGS megbetegedések hatterében allhat a
TRPC6 ioncsatorna megvaltozott miikdodése, ezért jelen munkénk elsd részében azt
vizsgaltuk, hogy a PKC izoenzimekhez kapcsolodo jelatviteli utvonalak, amelyek fontos
szerepet jatszanak példaul egyes gyulladdsos folyamatok kialakulasaban, hogyan
befolyasolhatjak a TRPC6 miikodését. Ezt kdvetden a podocytakon eddig még nem vizsgalt
melegérzékeny TRPV1-4 csatorndk kifejezddését és funkcionalitdsat elemeztiik human

podocytakon.

7.1 A PKC rendszer tonusos gatlast fejt ki a TRPC6 ioncsatorna
miikodésére

Ismereteink szerint az irodalomban els6ként, kimutattuk, hogy a differencialtatott

crer
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jatszanak. Eredményeink szerint a PKC izoenzimek folyamatos tonusos gatlast fejtenek ki a
TRPC6 ioncsatornara. A human podocytdkban jelenlévé endogén PKC aktivitds gatlasa
csoportgatloszerek alkalmazasaval, a TRPC6 ioncsatorna fokozott mitkkddését eredményezte.
Kisérleteinkben a ¢cPKC csoportot gatld GO6976-ot, a nPKC és cPKC csaladot is gatlo a
GF109203X-et alkalmaztuk, illetve megvizsgaltuk a PKCd izoenzimet gatlo rottlerint is.
Meéréseink eredményei alapjan elmondhato, hogy az OAG 4ltal kivaltott Ca®*-szint-emelkedés
mindharom gatloszer alkalmazasat kovetden sokkal nagyobb mértéki volt, mint kontroll
esetben, ahol nem tortént elokezelés (14. abra). A PKC rendszer aktivalasa PMA-tal viszont
jelentésen csokkentette a TRPC6 OAG altal kivaltott aktivalhatdsagat (15. abra). Hossza tava
PMA kezelés emellett a TRPC6 expressziojat is nagymértékben csokkentette (17. abra).
Munkank soran arra is kisérletet tettiink, hogy megallapitsuk melyik PKC izoforma vehet
részt ebben a folyamatban. Eredményeink azt mutatjak, hogy a PKCa, -B1, -B2 €s -n fehérje
szintje csokken a PMA kezelés hatdsara, tehat feltehetéen ezek az izoformak szabalyozhatjak
a TRPC6-ot (16. abra).

Ahogy az ,,Irodalmi attekintés™ fejezetben is bemutattuk, a TRPC6 és a PKC rendszer
szamos fiziologias €s patologias folyamatban vesz részt a vese miitkodésében €s azon beliil a
podocytakban. Azt, hogy a PKC rendszer negativan szabalyozza a TRPC6 ioncsatorna
mitk6dését, mar korabban leirtak mesangialis sejteken. Wang és munkatarsai kimutattak,
hogy a PMA csokkenti a TRPC6 csatorna expresszidjat (Wang €és mtsai, 2013) tenyésztett
mesangialis sejteken. A mi kutatdsaink most bebizonyitottdk ennek a szabdlyzo
mechanizmusnak a jelenlétét human podocytakon.

Fontos megjegyezni, hogy az altalunk leirt mechanizmus nem példa nélkiili az
irodalomban. Min és munkatarsai (2009) kimutattak, hogy a hatsé gerincvel6ben talalhatd
noradrenerg neuronok magas szinten expresszaljak a TRPC6-ot, melyek ugyancsak a PKC
rendszer negativ szabdlyozdsa alatt allnak. Ezt a jelenséget simaizomsejtekben is
megfigyelték, mivel a TRPC6-ot expresszald sejtek GF109203X hatasara emelkedett, mig
PMA kezelés hatésara csokkent Ca®*-valaszt produkaltak TRPC6 agonista alkalmazasat
kovetden. Megallapitottdk, hogy a PKCd felelds ezért a negativ visszacsatolasért, mégpedig
azaltal, hogy foszforilalja a TRPC6 448-as pozicidban taldlhatd szerinjét (Bousquet és mtsai,
2010). A mi rendszeriinkben is megvizsgaltuk a PKCS esetleges szerepét a rottlerin, mint
PKCS antagonista alkalmazasa révén. Kisérleteink azt mutattak, hogy a rottlerin eldkezelés
jelentdsen novelte az OAG 4ltal kivaltott Ca®"-emelkedést (14. abra), viszont a PMA kezelés
nem volt hatassal a PKCo fehérje kifejez6désére (16. abra). Ugyanakkor egyes kutatasi
eredmények azt bizonyitjak, hogy a rottlerin mas kinazokat is gatolhat (MAP kinaz-aktivalt
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protein kindz-1f3, vagy mas néven Rsk-2, illetve p70 S6 kinaz), tehat nem tekinthetd teljes
mértékben PKCS specifikusnak (Alessi, 1997), ezért nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét
sem, hogy a rottlerin TRPC6 aktivaciot fokozo hatasat, mas utvonalon keresztiil fejti ki.

Kisérletes munkanknak jelentés klinikai vonatkozésai is vannak. Az ,Irodalmi
attekintés” fejezetben korabban részletesen targyaltuk, hogy a TRPC6 csatorna molekularis
¢s/vagy funkciondlis zavara szamos genetikai €s szerzett vesebetegségben proteinuridval
tarsul (Moller és mtsai, 2007; Mottl és mtsai, 2013). A TRPC6 csatorna barmilyen
patologidsan modosult kifejezddése, vagy milkodése koros intracellularis Ca?*-szint-
valtozasokhoz vezet, ami kulcs szerepet tolt be a podocytopathiak kialakuldsaban. Erdekes
moédon szamos esetben ez a jelenség valamely PKC izoforma megvaltozott miikodésével is
egylttjar. Glomerulonephritisesknél a PKCp; emelkedett kifejez0dését mutattdk ki a
proliferaldo forma esetében (Ganz ¢és mtsai, 1997), valamint a PKCa és - up-regulacioja
figyelhetd meg membran6zus glomerulonephritisben (Rastaldi, és mtsai, 2006). Azonban
ezekben a vizsgalatokban nem volt egyértelmii bizonyiték arra, hogy az emelkedett PKC-szint
fokozott PKC aktivitassal is jar.

A mi eredményeink alatamasztjak, hogy a PKCa, -B1, -B2 €s -1 izoformak aktivacioja
fontos szerepet jatszhat a TRPC6 csatorna expresszidjanak ¢s miikodésének szabalyozasaban.
Valoszintisithetd, hogy patologias koriilmények kozott megvaltozik a podocytakon kifejezddo
PKC enzimek expresszios és/vagy aktivacidos mintdzata, ami befolyasolja a TRPC6 aktivitasat
¢s ezaltal a podocyta funkcidkat. Tovabbi preklinikai €s klinikai vizsgélatok feltarhatjak
annak lehetdségét, hogy a célzott terapia, mely a PKC izoformak aktivitdsat mddositja,
fokozza, esetleg sikeresen alkalmazhato lehet megvaltozott TRPC6 miikddéssel jellemezhetd
proteinuriaval jar6 vesebetegségekben.

A vad tipust TRPC6 emelkedett expresszidja kozos jellemzdje a proteinuriaval jaro
vesebetegségeknek (Moller és mtsai, 2007; Saleem, 2013). A TRPC6 csatorna funkcionalis
kapcsolatban 4ll a podocyta aktin héalozattal, mely atrendezédik fokozott TRPC6 jelenlét
hatasara (Faul és mtsai, 2007, Moller és mtsai, 2007). Patologias koriilmények kozott a
TRPC6 csatorna tulmiikodése kovetkeztében emelkedett [Ca**]c jon létre, melynek hatasara
koros kapcsolatok alakulnak ki a podocytdk szerkezeti fehérjéi kozott, sériil a SD, és
megvaltozik a podocytdk labnyulvanyanak szerkezete (Mdller és mtsai, 2007; Durvasula és
Shankland, 2008, Jauregui ¢s mtsai, 2009; Nijenhuis és mtsai, 2011).

Erdekes médon a TRPC5 és TRPC6 csatornaknak ellentétes hatasa van a podocytak
aktin halozatanak és a sejt motilitdsanak RhoA és Racl altali szabalyozasara (Tian és mtsai,

2010; Schaldecker és mtsai, 2013; Tian és Ishibe, 2016). Emellett azt is leirtak, hogy a vad-
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tipust TRPC6 csatorndnak mechanoszenzitiv szerepe van hypotonids koriilmények kozott
FSGS betegségben (Wilson és Dryer, 2014), ami szintén arra utal, hogy az ozmotikus
ingereknek és a TRP csatornak altal medial Ca**-jelnek nagy szerepe van a podocytak
funkcidinak szabalyozasaban.

Koros koriilmények kozott szamos mediator szintje emelkedhet, melyek aktivaljak a
TRPC6 ioncsatornat, mint példaul az angiotenzin II (Ang II) szintje. Az Ang II kulcsszerepet
jatszik a proteinuria kialakuldsdban ¢€s a vesekarosodas progresszidjadban szamos
vesebetegségben, mint példaul a FSGS-ban is (Szabo és mtsai, 2015; Hoffmann és mtsai,
2004). Progressziv kronikus nephropathidkban, gyulladdsos folyamatok és fibrozis esetén a
renalis interstitiumban megemelkedik az Ang II szintje (Ilatovskaya és Staruschenko, 2015),
mely kapcsolodik a podocytak membranjaban talalhato angiotenzin-1 receptorhoz (AT1R).
Az ATIR G-protein kapcsolt receptor 1évén aktivalja a PLCP enzimet, mely a PIP,-ot
hidrolizdlja. A keletkezd 1Pz részt vesz a Ca’" intracellularis raktarakbél valo
felszabaditasaban, és a Ca* belépés fokozasaban, a DAG pedig a PKC rendszert aktivalja.
fgy az ATIR aktivicioja a PKC rendszeren keresztiil gatolhatja a TRPC6 mikodését.
Emellett a felszabadulo DAG kozvetleniil stimulalja a TRPC6-ot. Ilyen moédon a TRPC6
szerepet jatszhat az AT1R-hoz kapcsolodo szignalizacids utvonalak finomhangoldsaban is.

Jol ismert az Ang II és a TRPC6 kapcsolata: bizonyitott, hogy az Ang Il TRPC6
csatorna aktivacion keresztiil albuminuriat okoz (Eckel és mtsai, 2011), illetve az Ang Il
indukalta apoptozis soran valtozik a TRPC6 csatorna expresszidja és milkodése (Zhang és
mtsai, 2009), ez is mutatja a szoros kapcsolatot a mediator és a csatorna kozott. Az ATIR
aktivalodasakor a TRPC6 altal megemelkedett [Ca®*]ic-t érzékeli a Ca®*-fiiggd foszfatdz a
vezet (Faul és mtsai, 2008). Mindemellett a kalcineurin defoszforildlja a cNFAT fehérjét,
mely a sejtmagba jutva NFAT transzkripcidés komplexet alkot mas nukleéris elemekkel. Ez a
komplex kiilonb6z6 gének transzkripcidjat szabalyozza, tobbek kozott a TRPC6 gén
transzkripcidjat is serkenti, igy ndvelve a csatorna denzitdsat a sejtfelszini membranban, mely
megndvekedett Ca®*-influxot jelent, és podocyta karosodashoz vezet (Schlondorff és mtsai,
2009). Eppen ezért a proteinuria terapiajaban elséként alkalmazott az ATIR blokkolé (ARB),
illetve az Ang II konvertaz enzim (ACE) inhibitora, mely csokkenti az Ang II szintézisét.

Annak felfedezése, hogy az Ang II hatasdban szerepet jatszhat a TRPC6, egy uj
lehetGséget jelent a proteinurias megbetegedések kezelésében az ACE gatlok és az ARB-k
mellett. A TRPC6 csatorna, mint tdmadéaspont, igéretes, hiszen kimutattdk, hogy mind a

genetikusan 0rokl6dé FSGS-ban, mind a szerzett proteinurids betegségekben, ugymint,
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membranousus glomerulopathia, diabéteszes nephropathia vagy hypertenzié altal kialakult
proteinurias megbetegedésekben a TRPC6 csatorna tulmikodik és/vagy emelkedett az
expresszioja, ami alapjan feltételezhetd részvétele ezen betegségek kialakulasaban is. Mar
folynak kutatdsok a TRPC6 expresszidjanak valtoztatasara (géncsendesités), illetve specifikus
TRPC6 antagonista kifejlesztésére. A klinikai alkalmazasban az jelent nehézséget, hogy az
anyagokat hogyan juttathatjak el specifikusan a podocytakhoz. Hauser és munkatarsai 2010-
ben mar beszamoltak arrdl, hogy kis interferalo RNS-t eljuttattak specifikusan a
podocytakhoz, és sikeresen csendesitették a TRPC6-ot (Hauser és mtsai, 2010). Tang és
munkatarsai pedig azonositottak 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 affinitasa TRPC6
antagonistat (Tang és mtsai, 2018).

Az elmondhato, hogy a proteinuria kialakuldsaért egy nagyon komplex, tobbszintii
szingnalizacios kaszkad kdarosodasa a felelds, éppen ezért tobb tdmadasponton megvalosulo
terdpia kifejlesztése a cél. Olyan szerek kombinalt alkalmazasa lenne a leghatasosabb kezelés
a proteinurids megbetegedések esetében, melyek esetleg szinergista mdédon hatnak egymas
miikodésére. Mivel ennek eléréséhez a szignalizacios kaszkad minél pontosabb feltérképezése
vezet, reményeink szerint ehhez a mi kutatdsunk is hozzajarult a TRPC6 csatorna
szabalyozasanak feltarasa révén. Vizsgalataink szerint a PKC rendszer folyamatosan jelenlévo
gatld hatast fejt ki a podocytdkon kifejez6d6 TRPC6 miikddésére. Kutatasaink legfObb
iizenete, hogy ez a gatld hatds nemcsak molekuldris/expresszids szinten jelenik meg, hanem
funkcionalisan is (14.-15. abra). Emellett azt is megallapitottuk, hogy ez a negativ

szabalyozas mely PKC izoformak altal valésulhat meg.

7.2 A termoszenzitivna TRPV1-4 csatornak Kkifejezodnek human

podocytakon

Munkank mdasodik részében kimutattuk, hogy a differencidltatott human podocytak
funkcionalis formaban expresszaljak a TRPV csalad h6érzékeny tagjait, a TRPV1-V4-et (18-
20. abra). mRNS szintli vizsgéalataink eredménye alapjan a TRPV1 és TRPV4 csatorna
dominansan, mig a TRPV2 és TRPV3 mRNS transzkriptek alacsonyabb szinteken
expresszalddnak (18. abra). Ezen eredményeink Osszhangban vannak mas kutatdocsoportok
kimutatasaival. 2013-ban Sacco és munkacsoportja altal megjelentetett microarray adatok is
alatdmasztjak kimutatdsainkat (Da Sacco ¢és mtsai, 2013), illetve izolalt primer egér
podocytakban is leirtdk a TRPV1-V4 csatorndk jelenlétét (Boerries és mtsai, 2013). Vizsgélva

a TRPV csatorndk funkcionalitdsat, elséként a TRPV1 csatorna aktivacidjat elemeztiik.
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Erdekes médon sem a specifikus agonista kapszaicin, sem az ultrapotens RTX nem valtott ki
Ca’*-valaszt a podocytékban (22. dbra). A TRPV1 csatornat korabban kapszaicin-receptornak
tartottak, mivel a kapszaicin markans aktivaciot eredményezett humdn mintdkban és
ragcsalokban, viszont szamos mas fajban kapszaicin-inszenzitiv TRPV1 csatornat is leirtak
(Jordt és Julius, 2002; Gavva és mtsai, 2004). A legtijabb kutatasok kimutattdk a kapszaicin
TRPV1-hez valdo kotodésének molekularis mechanizmusat, és azonositottdk azokat a
kulcsfontossagli aminosavmaradékokat, amelyek mutaciéi csokkentették a kapszaicin-
érzékenységet (Yang és mtsai, 2015). Tovabba Cantero-Recasens és munkatarsai leirtak, hogy
a human TRPV1 génben torténd egyedi nuklearis polimorfizmusok csdkkent kapszaicin-
érzékenységet eredményeznek (Cantero-Recasens ¢s mtsai, 2010). Mindemellett a
trigemindlis és dorzalis ganglionban (Lu és mtsai, 2005; Charrua ¢s mtsai, 2008; Mistry €s
mtsai, 2014), valamint a keratinocytakban (Pecze és mtsai, 2008) azonositottak egy
kapszaicin inszenzitiv splice varidnst a TRPV1b-t. A TRPV1b koexpresszalodhat TRPV1-
gyel, ebben az esetben a TRPV1b domindns negativ hatast fejt ki, igy zavart szenved a
TRPV1 kapszaicin/vanilloid érzékenysége (Vos és mtsai, 2006). A mi esetiinkben mind az
érzéketlenséget okozo mutaciok, mind a negativ hatast kifejtd TRPV1b jelenléte magyarazat
lehet a TRPV1 csatorna aktivacid ellenére elmaradd funkcionalitasara. Tovabba egyéb
jelatviteli utvonalak jelenléte, melyek deszenzitizaciét eredményezhetnek, vagy olyan
kolcsonhatd molekuldk, pl.: foszfoinozitolok, melyek gatoljak a csatorna mikodését,
hasonloképpen csokkenthetik a TRPV 1 kapszaicin/vanilloid érzékenységét (Planells-Cases és
mtsai, 2011; Rohacs, 2015). A lehetséges mechanizmusok azonositasahoz mindenképpen
tovabbi kutatasokra van sziikség.

Ellentétben a TRPV1-gyel a TRPV2 és a TRPV4 csatornaknak nem csak molekularis
jelenlétét, hanem funciondlis aktivitasat is igazoltuk. A TRPV2 aktivator CBD mérsékelt
Ca’*-valaszt generalt a podocytdkon, ami a TRPV2 antagonista tranilaszttal gatolhatonak
bizonyult. Ezzel parhuzamosan a CBD altal kivaltott Ca®*-influxot a TRPV4 antagonista
HC067047 is csokkentette, igy feltételezhetben a CBD szignalizacioban a TRPV4 csatorna
szerepet jatszhat (23. abra). Ez Osszhangban all korabbi, részben munkacsoportunk altal
publikalt adatokkal, mely szerint a CBD a TRPV4-et is aktivalhatja (De Petrochellis és mtsai,
2012; Olah és mtsai, 2014).

A TRPV4-et vizsgalva, a klasszikus agoinista 4a-PDD és a hyperpotens TRPV4
agonista GSK1016790A gyors és robosztus Ca®*-valaszt valtott ki, mely jelentésen csokkent
HC067047 jelenlétében. A GSK1016790A emellett markdns transzmembran aramokat is

indukalt, amelyek aram-fesziiltség karakterisztikdja megfelelt a TRPV4 csatorna altal medialt
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aramoknak. Ezen aramok a HC067047-tel gatolhatéak voltak (24. abra). Ezek az
eredményeink azt mutatjdk, hogy a molekularis szintii kimutatasainkkal egybehangzoan
funkciondlisan is a TRPV4 lehet a dominans termoszenzitiv TRPV csatorna human
podocytakon.

Tovabbi eredményeink alapjan a TRPV3 csatorna funkcionalis kifejezédése human
podocytakon kérdéses. Annak ellenére, hogy molekuldris szintli vizsgalataink igazoltak a
TRPV3 fehérje jelenlétét, a kvantitativ PCR vizsgalatok alacsony TRPV3 mRNS kifejezddést
mutattak a TRPV4-hez képest. A TRPV3 csatornanak a mai napig nincs kereskedelmi
forgalomban kaphat6 effektiv és specifikus agonistdja, sem antagonistaja. Munkéank soran a
szintetikus 2-APB-t és novényi eredetli anyagokat alkalmaztunk TRPV3 aktivatorként,
névszerint karvakrolt, timolt és eugenolt, melyek potensek, de nem tekinthetdk TRPV3
specifikusnak, viszont az irodalomban altalanosan alkalmazzak ezeket az anyagokat a TRPV3
csatornaaktivitas vizsgalataiban (Xu és mtsai, 2006; Vriens és mtsai, 2008). Ugyanez
elmondhatd a szintetikus 2-APB-r6l is (Chung és mtsai, 2004; Vriens és mtsai, 2009).
Kisérleteinkben az emlitett agonistdk mindegyike jelentds [Ca2+]|c-eme1kedést valtott ki,
melynek forrasa féleg az extracellularis tér volt, abban az esetben, ha az anyagokat ImM
koncentracié alatt alkalmaztuk (25. abra), de csak a 2-APB hatasa szaturalodott, és mutatott
szigmoid dozis-hatas Osszefliggést (26. abra). Kisérleteinkben a 2-APB ECsg értéke (~500
uM) magasabb volt, mint a korabbi elektrofiziologiai vizsgéalatokban meghatarozott érték
(~42 uM; Chung és mtsai, 2004). Emellett az altalinos TRP gatlo ruténium voros (Alexander
¢s mtsai, 2015) csak részben gatolta az agonistak hatasat, illetve az endogén TRPV3 inhibitor
IPP (Bang és mtsai, 2011) csak a 2-APB hatasat gatolta, és azt is csak részlegesen (26. abra).
Ezzel ellentétben a TRPV3 géncsendesitése nem befolyasolta az agonistak hatdsat (27. abra).
Eredményeink arra utalnak, hogy a TRPV3 agonistaként altalunk alkalmazott anyagoknak
feltehet6en jelent6s off-target hatasa van, melyek részben mas TRP csatornakat is magukba
foglalhatnak, és egyéb folyamatok is részt vehetnek a sejtek Ca®*-szintjének emelésében, mint
példaul IPs-receptorok, ryanodin receptorok, a szarkoplazmatikus reticulum Ca®*-ATPaza,
vagy a raktarak altal vezérelt Ca**-belépésben részt vevé mechanizmusok (Chung és mtsai,
2004; Xu és mtsai, 2006; Sarkozi és mtsai, 2007; Vriens és mtsai, 2008, 2009; Hsu és mtsali,
2011; Liang ¢és Lu, 2012). Farmakologiai eredményeink alapjan a TRPV3 csatorna
funkcionalitdsa human podocytdkon kérdéses, tisztazasdhoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Ehhez specifikusabb ligandokra lenne sziikség, igy lehet6ség nyilna a TRPV3 pontos

szerepének meghatarozasara a ndvényi anyagok altal kifejtett hatasokban.
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A meleg hdmérsékletre érzékeny és mechanoszenzitiv TRPV csatorndkat korabban mar
vizsgaltak a vesében és az urindris traktus also részében (Hayes €s mtsai, 2000; Strotmann és
mtsai, 2000; Kassmann és mtsai, 2013). Jollehet a TRPV1 szerepe bizonyitott az urinaris
traktus funkcidinak szabalyozasadban, az urothelialis sejtekben vald expresszioja tovabbra is
vitatott (Franken és mtsai, 2014). A TRPV4 az urinaris traktus nem-neuronalis sejtjeiben nagy
szamban expresszalodik. A vesében a TRPV4-et a vizre impermedbilis nephron
szegmensekben irtak le, a vékony és vastag leszalloszarban, a disztalis kanyarulatos
csatornaban és a gytjtécsatornaban (Tian és mtsai, 2004). Emellett mind a TRPV1, mind a
TRPV4 kifejezédése és aktivitasa bizonyitott a vese érrendszerének endothel sejtjeiben (Chen
és mtsai, 2015).

Annak ellenére, hogy a melegszenzitiv TRPV-K jelenléte igazolt a vesében a tubularis
epithel kiilonb6zé szegmenseiben talalhatdo sejteken, funkciojukrol keveset tudunk, a
podocytakra vonatkozdan pedig egyaltalan nem rendelkeziink adatokkal. A TRPV1, TRPV2
¢s a TRPV4 csatornak nemcsak homérsékletérzékenyek, hanem mechanikai ingerek és az
ozmotikus valtozasok is aktivaljak dket (Liedtke és mtsai, 2000; Strotmann és mtsai, 2000;
Muraki és mtsai, 2003; Liu és mtsai, 2007). Az ozmoszenzoros funkciojukat nemcsak
neuronalis, hanem nem-neuronalis sejteken €s az urogenitalis traktusban is leirtak. Birder €s
munkatdrsai (2002) kimutattak, hogy hypotonia hatdsara a holyagfal fesziilésének
érzékeléséhez elengedhetetlen a TRPVI1, melynek aktivacidja ATP felszabadulast
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 tubularis aramlas és az ozmolaritas érzékelésében nagy jelentdsége van
a TRPV4 csatornanak (Mamenko és mtsai, 2015). Ezek az irodalmi adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a TRPV csatorndk mediadljak az ozmotikus ingereket a podocytak felé, és
szerepet jatszhatnak a filtracids barrier ozmotikus inger hatdsara kialakuld valtozasaiban.

Az ozmotikus érzékelésen til a TRPV4 a légutak epitheliumaban az L-tipusi Ca®'-
csatornak aktivacioja révén fokozza az epithelialis barrierfunkciokat (Sidhaye és mtsai, 2008).
A bOr epidermalis keratinocytaiban, a funkcionalisan aktiv TRPV4 interakcioban all adhézids
fehérjékkel és az aktin halozattal, erdsitve a sejt-sejt kapcsolatokat és a barrier funkciokat.
Emellett a TRPV4 aktivacioja eldsegiti a tight junction kapcsolatok kialakulasat és a barrier
feléptilését (Sokabe ¢és mtsai, 2010; Kida és mtsai, 2012; Akazawa ¢és mtsai, 2013). A holyag
urotheliuméaban ¢és a vese gytijtdcsatorndiban is leirtdk, hogy a TRPV4 adherens fehérjékkel

asszocialodik, mégpedig a-kateninnel, mely az aktin citoszkeletonnal kapcsolodik (Janssen és
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mtsai, 2016). Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a TRPV4 részt vehet a podocytak Ca?*
homeosztazisanak finomhangolasaban, igy a filracids barrier szabalyozasaban.

Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a TRPV csatorndk lehetséges szerepének feltarasdhoz
a podocytdk fiziologias és patologias miikodésében, azonban valoszinlsithetd, hogy
farmakologiai célpontokként hozzajarulhatnak a primer és szekunder glomerulopathidk és a

kapcsolodo betegségek kezeléséhez.
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8 OSSZEFOGLALAS

Jelen munkank soran egyes TRP csatornak kifejezodését, funkcionalitasat és
szabalyozésat vizsgaltuk human podocytékon.

Kimutattuk, hogy human podocytakon a TRPC6 csatornat a PKC rendszer endogén
aktivitdsa gatolja. Kisérleteinkben a PKC rendszer altalanos aktivatora, a PMA jelentdsen
csokkentette a TRPC6 csatorna aktivator OAG 4ltal kivalthato Ca®*-jelet. Hossza tavii PMA
kezelés a TRPC6 fehérje down-regulaciojat eredményezte id6fiiggd modon. Emellett a PKC
rendszer exogén gatlasa csoportgatloszerek (GO6976, GF109203X, illetve a PKCCS
izoenzimet gatld rottlerin) alkalmazasaval novelte a TRPC6 csatorna aktivitasat.
Kisérleteinkben arra a kérdésre is kerestiik a vélaszt, hogy ebben a negativ szabalyozasban
melyik PKC izoenzim vehet részt. Kimutattuk, hogy a PKCa, -B1, -B2 és -n fehérjék szintje
csokken a PMA kezelés hatdsara, tehat feltehetéen ezek az izoformdk szabalyozhatjdk a
TRPC6-ot.

Munkank mésodik felében igazoltuk, hogy differencidltatott human podocytakon mind
mRNS, mind fehérje szinten kifejezddnek a melegérzékeny TRPV1-V4 csatorndk.
Molekularis szintli kimutatasaink eredményei szerint a TRPV1 és TRPV4 dominansan, mig a
TRPV2 ¢és TRPV3 alacsonyabb szinteken expresszalodnak podocytakon. Vizsgalva a TRPV
csatornak funkcionalitasat, megallapitottuk, hogy a TRPV1 csatorna a magas szinti mRNS
jelenlét ellenére a specifikus agonista kapszaicin és reziniferatoxin (RTX) kezelés hatasara
sem funkcional. Ezzel szemben a CBD kezelés hatisara a podocytdk mérsékelt Ca®'-
valaszokat mutattak, mely a TRPV2 antagonista tranilaszttal és a TRPV4 inhibitor
HC067047-tel is gatolhatonak bizonyult. A TRPV4 agonistak, mind a GSK1016790A, mind a
4a-PDD, gyors és robosztus Ca**-valaszt generaltak. A molekularis szintii kimutatasok és a
funkcionalis mérések arra utalnak, hogy a TRPV4 lehet a dominans termoszenzitiv TRPV
csatorna human podocytdkon. A TRPV3 esetében, Specifikus aktivatorok és gatloszerek
hianyaban, novényi eredetli agonistdk ¢és a szintetikus 2-APB alkalmazasdval kimutattuk,
hogy a TRPV3 csatorna aktivitorai jelentOs [Ca®*]ic-emelkedést valtottak ki. Ez a hatas
azonban TRPV3 antagonistaval (IPP), illetve altalanos TRP gatld ruténium vordssel csak
részben volt gatolhatd, a TRPV3 gén csendesitése pedig nem befolyasolta az agonistak altal
kivaltott Ca**-valaszokat, vagyis az altalunk TRPV3 agonistaként alkalmazott anyagoknak

szamos off-target hatasa lehet.
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Eredményeink a TRP csatorndk, és az azokat regulalo jelatviteli folyamatok szerepére

hivjak fel a figyelmet a podocytdk mikodésének szabadlyozdsaban, melyek egyuttal 1j

potencialis farmakologiai célpontok lehetnek egyes podocytopathidk kezelésében.

A dolgozatban bemutatott j tudomanyos eredmények:

a human podocytdkon expresszalod6 TRPC6 ioncsatornat negativan
szabalyozza a PKC rendszer

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

a melegérzékeny TRPV1-4 csatornak kifejez6dnek human podocytakon

a TRPV1 human podocytdkon nem alkot funkcionalis ioncsatornat

a TRPV2 és TRPV4 csatornak funkcionalis csatornaként vannak jelen

a TRPV3 ioncsatorna aktivatorok hatasukat jorészt a TRPV3-tdl fiiggetleniil
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 TRPCG6. In our experiments, the PKC agonist PMA markedly suppressed the
Ca?*-elevation which was induced by the TRPCB6 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 PKCa, -B1, -B2 and -n proteins were down-regulated by PMA treatment, so
presumably, these isoforms can regulate TRPCS.

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 4a-PDD and the hyperpotent activator
GSK1016790A generated rapid and robust Ca®*-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**-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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