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ZAROJELENTES

TRPC6 a human podocytikban: Biologiai funkciok, szabalyozas, lehetséges

szerep a proteinuridval jaro kronikus vesebetegségekben

Kisérleteink soran a tranziens receptor potencial canonical-6 (TRPC6) ioncsatorna szerepét
vizsgaltuk vese eredetli tenyésztett podocytakban, az alabbi célkitlizések megvaldsitasa
mentén:
1. A TRPCE6 kifejezédésének és funkcionalis jellemzdinek leirasa tenyésztett human (és
egér) podocytakon;
2. A TRPC6 szabalyozasa a podocytakon leirt receptor-kapcsolt intracellularis jelatviteli
mechanizmusok altal;
3. A TRPC6 szerepe a podocytak bioldgiai folyamatainak (pl. cellularis integritas,
proliferacid, apoptdzis) szabalyozasaban,;
4. A TRPC6 kifejezddésében bekovetkezd esetleges modosulasok —kiilonféle

proteinuriaval és podocytopathiaval jar6 vesebetegségekben.

1. A TRPC6 funkcionalis Kifejezodése tenyésztett podocytakon

Kisérleteink soran eldszor kollaboréacios partnereinktdl kapott immortalizalt human podocytak
tenyésztését allitottuk be. Emellett (habar az eredeti palyazati tervben nem szerepelt),
lehetdségiink nyilt egér vese-eredetli podocytdk vizsgélatara is, igy aldbbi kisérleteinket

ezeken a sejteken is elvégeztiik.

A tenyésztési koriilmények (homérséklet, oldatdsszetétel) optimalizalasaval Kimutattuk
(Western blot és immuncitokémia technikak), hogy a podocyték kifejezik a sejtekre jellemzo
specifikus markereket, azaz a podocint, az a-aktinint és a szinaptopodint. A podocytakat
tovabb vizsgalva megallapitottuk azt is, hogy a TRPC6 mind mRNS (RT-PCR és kvantitativ
nreal-time” Q-PCR technikdk), mind fehérje szinten (Western blot és immuncitokémia
technikdk) kifejezédik a human és egér podocytdkban. Immuncitokémiai jeldlést kovetden
konfokalis mikroszkdpia alkalmazasaval bebizonyosodott tovabba, hogy a TRPC6 fehérje
leginkabb a sejtek felszini membranjaban, mig kismértékben a citoplazmaban expresszalodik.

A csatorna szubcellularis lokalizaciojat tovabb vizsgalva (kettés immunjeldlést alkalmazva)
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megallapitottuk emellett, hogy TRPC6 igen jelentdés ko-lokalizdciot mutat a sejtekben

megtalalhat6 podocin (felszini membran) és actin (citoszkeleton) fehérjékkel.

Ezt kovetden a Ca-permeabilis TRPC6 csatorna funkciondlis jelenlétét tanulmanyoztuk a
sejteken. Fluorescence Imaging Plate Reader (FLIPR) alapt Ca-imaging moédszer (fluo-4
fluoreszcens Ca-szenzitiv festék) alkalmazasa soran megallapitottuk, hogy a TRPC6 endogén
aktivatorai (kilonféle diacil-glicerol analdégok: 1-oleoyl-2-acetyl-glycerol [OAG], 1,2-
dioctanoyl-glycerol [DOG]), valamint exogén agonistaja (Hyperforin) dézis-fliggd modon
megnovelték a tenyésztett human és egér podocytak intracellularis Ca-szintjét. Mivel ezen
hatds szinte teljes mértékben kivédhetdnek bizonyult az extracellularis Ca-koncentracio
lecsokkentésével, valamint az 4altalanos TRP csatorna gatldészer, ruténium voros
alkalmazasaval, ezért minden valdsziniiség szerint a TRPC6 ioncsatorndn keresztiil bearamlo

Ca-ionoknak volt kdszonhetd.

crer

ioncsatorna elektrofiziologiai vizsgalatat is. A fenti eredményekkel jO Osszhangban
kimutattuk, hogy az endogén (OAG, DOG) és exogén (Hyperforin) agonistak jelentds
ionaramokat indukaltak a sejteken, mely hatasok kivédhetdk voltak az extracellularis Ca-
koncentracio lecsokkentésével és ruténium vords adagolasaval. Mindezen eredményeink a

TRPC6 funkcionalis és molekularis jelenlétére utalnak a human és egér podocytakban.

Vizsgalatainkban kulcsfontossaghi elem volt, hogy a TRPC6-ot rekombinans modon
overexpresszalo sejtekben is megerdsitsik a fenti, a podocytdk ,,endogén” TRPC6
ioncsatorndinak elemzésekor kapott eredményeinket. Kordbbi kisérleteinkben (kollaboracios
partnereinkkel egyiittmiikddve) rekombinans huméan TRPC6-ot stabilan expresszalo HEK
sejteket (HEK-TRPC6 sejtek) allitottunk el6. Ezen sejteken elkezdtik a vizsgalatokat és
kimutattuk, hogy a TRPC6 (hasonloan a podocytdkon kapott eredményeinkhez) a sejtfelszini

membran Ca-permeabilis ioncsatornajaként funkcional.

Sajnalatos modon ezek a sejtek, egyeldre fel nem tart okokbol kifolyolag, a projekt 1. évének
végére ,.elvesztették” TRPC6 expresszidjukat. Igy az elmalt idészakban 3 db j, a TRPC6-ot
stabilan overexpresszalo sejtvonalat készitettiik, 3 kiilonféle gazdasejtet (HEK, CHO, COS-7)
alkalmazva. Tobb sikertelen probalkozas és, sajnalatos modon, igen jelentds idéveszteség

aran sikeriilt azonositanunk a TRPC6-ot funkciondlis formaban kifejez6 klonokat. Ezen
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sejteken megkezdtiik a vizsgalatokat, melyek, reményeink szerint, a 2012. év elsé felében

befejezddnek.

2. A jelatviteli folyamatok differencialt médon szabalyozzak a TRPC6-ot — A PKC

izoenzimek Kitiintetett szerepe

Vizsgalatainkban kiilonféle jelatviteli rendszerek szerepét is elemeztiik. E16szor a tenyésztett
egér ¢és human podocytakat kiilonféle sejtfelszini metabotrop receptorok agonistéival,
valamint intracelluldris kinazok ¢és foszfatdzok modulatoraival stimulaltuk, majd a TRPC6-
medialt Ca-influxban, valamint a TRPC6 kifejezddésében bekdvetkez6 modosuldsokat

elemeztik.

Fluorimetrias FLIPR Ca-imaging technikaval kimutattuk, hogy a sejteken kifejez6d6 7-TM
metabotrop receptorok agonistai (30 percig adagolva) koziil a Bradykinin és az ATP mindkét
sejttipuson jelentésen lecsokkentette a diacil-glicerol szarmazékokkal (OAG, DOG) kivaltott
TRPC6 aktivaciot. Ezzel jo 6sszhangban valds-idejii Q-PCR kisérleteinkben azt tapasztaltuk,
hogy a Bradykinin és az ATP (6-24 oraig adagolva) lecsokkentette a TRPC6 mRNS és fehérje
szintli kifejezOdését. Ezzel szemben az 1-TM receptor aktivator inzulin el6kezelés egér
podocytakon kismértékben szenzitizdlta a TRPC6-medialt Ca-bedramlas mértékét, mig a
human sejteken kismértékben csokkentette azt. Végezetiil kimutattuk, hogy a hisztamin

adagolasa nem befolyasolta a TRPC6-medialt Ca-valaszok jellegzetességeit.

A TRPC6 expresszigjat és funkcidjat vizsgaltuk tovabba olyan “akut” és “kronikus”
kisérletekben is, amikor az in vivo proteintriat okoz6 agensek hatasat in vitro kezelési
protokollokkal modellezziik. A fent bemutatott Bradykinin és ATP (mint potencialis
gyulladésos mediatorok) mellett tovabbi pro-inflammatorikus vegyiiletek hatasat (“nephritis
model”) elemezve kimutattuk, hogy az arachidonsav, valamint a prosztaglandin E2 jelentds
mértékben fokozta a TRPC6 OAG és DOG agonistak altal kivaltott aktivacigjat, valamint a
csatorna expresszidjat egér podocytakban. Erdekes megfigyelésiink volt ugyanakkor, hogy
ezen vegyiiletek hatdstalannak bizonyultak human podocytakon. Végezetiil kimutattuk, hogy
a komplementrendszer egyik f6 aktivatora (C5b-9, mint membranosus glomerulonephritis
modell), valamint a puromycin aminonucleoside (mint nephritis model) nem volt hatassal
TRPC6-medialt Ca-véalaszokra. FErdekes modon emellett azt tapasztaltuk, hogy a
vesetranszplantaciot kdvetden Ujabban alkalmazott mTOR inhibitor Rapamycin ugyancsak

fokozta a TRPC6 aktivitasat. Mindezen eredmények azt sugalljdk, hogy szdmos, a
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jelatvitelben szerepet jatszo molekula képes direkt vagy indirekt modon valtoztatni a TRPC6

srer

expresszidjat és/vagy funkcionalitasat.

A fenti receptor-medialt jelatviteli Gtvonalak igen komplex kinaz és foszfatdz rendszerek
aktivitasat modosithatjak, igy vizsgaltuk ezen enzimek szerepét is. Megallapitottuk, hogy
protein foszfataz 2B calcineurin inhibitorok (tacrolimus, pimecrolimus) nem modositottak a
csatorna mitkodését. Ezzel ellentétben kimutattuk, hogy a phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), mely a protein kinaz C (PKC) rendszer altalanos aktivatora, dramai modon
lecsokkentette a TRPC6 aktivitasat. Mivel (i) irodalmi adatok és sajat korabbi kutatasaink
alapjan ismert, hogy a Bradykinin és az ATP képes a PKC rendszer aktivitdsanak
modositasara; (i) a PMA TRPC6 aktivitast gatldo hatasa teljes mértékben megegyezett a
Bradykinin és az ATP hatasaival; (ii1) a PKC rendszer jelenlétét a podocytakban tobb korabbi
publikacié is felvetette; ezért (habar nem szerepelt az eredeti projekt munkatervben)

kisérleteinkben a PKC rendszer részletes vizsgalatat is végrehajtottuk human podocytakon.

Eldszor kimutattuk (kvantitativ ,,real-time” Q-PCR és Western blot technikdk), hogy human
podocytdk szamos PKC izoformat expresszalnak, melyek koziil a Ca-fliggd ,.klasszikus”
cPKCo-t, a Ca-figgetlen novel” nPKCd-t, valamint az ,,atipusos” aPKC{-t fejezik ki
legnagyobb mennyiségben. Ca-imaging segitségével megallapitottuk tovabba, hogy a PMA
fenti hatdsat teljes mértékben képes volt kivédeni a cPKC és nPKC izoformékat gatld
GF109203X, a cPKC izoformdk inhibitora a G66976, valamint az nPKCd-t gatlo Rottlerin.
Bebizonyosodott az is, hogy a PMA kezelés szelektiv modon aktivalta, majd down-regulalta a
cPKCa és nPKCd izoenzimeket (mig nem befolyasolt a tobbi izoforma szintjét). Végezetiil
megallapitottuk, hogy a fenti gatloszerekkel eldkezelt sejtekben, valamint olyan
podocytdkban, ahol az endogén cPKCa és nPKCS kifejezddését siRNS technikaval
lecsokkentettiik, a TRPC6-medialt Ca-valaszok amplitidoja jelentds mértékben megnott.
Mindezen adatok arra utalnak, hogy cPKCa és nPKCd izoenzimek gatlo hatassal birnak a

TRPC6 ioncsatorna miitkddésének szabalyozasaban.

3. A TRPC6 aktivitasanak modositasa eltér6 modon befolyasolja egér és human

podocytak bioldgiai folyamatait

Vizsgaltuk tovabba a TRPC6 aktivatorok kiilonféle sejtfolyamatokra gyakorolt hatésait is.
Megallapitottuk, hogy 48 6ras kezelést kovetden az OAG és DOG (2-300 uM koncentracioig)

nem befolyasolta a tenyésztett podocytdk életképességét (MTT alapi kolorimetrids és

4



Szab6d Tamas OTKA PD 76065

CyQuant fluorimetrias assay-k). Kimutattuk ugyanakkor, hogy a fenti anyagok legnagyobb
dozisai (300-500 puM, melyek a funkciondlis FLIPR assay-k sordn mar igen jelentOs
mértékben megndvelték az intracelluldris Ca-koncentraciot) 72 6ras kezelés utan az egér
podocytak apoptozisat indukaltak (DilC45 jel6lés, phosphatidyl-serine transzlokacio elemzése
Annexin-V immunfestéssel), mig nem befolyasoltak human podocytak életképességét.
Megallapitottuk azt is (konfokalis mikroszkopia), hogy egyetlen beavatkozas sem modositotta
a sejtek integritasat. Végezetil bebizonyosodott, hogy a TRPC6 siRNS-medialt
»lecsendesitése” human podocytdkban nem valtoztatta meg a sejtek novekedési litemét (az
egér podocytakban az TRPC6-siRNs kisérletek jelenleg zajlanak). Mindezen adatok egyrészt
a TRPC6 funkcionalis szerepére utalnak az egér podocytak talélésének szabalyozasaban;
masrészt tovabb erdsitik azt a korabbi megfigyelésiinket, hogy az egér és human podocytak

,,  TRPC6-kapcsolt rendszerei” szamos ponton kiilonboz(het)nek egymastol

4. A TRPC6 Kkifejezodése nephrologiai korképekben

A TRPCG in situ expresszidjanak vizsgalatahoz egyrészt a DE OEC Pathologiai Intézetében
fellelhetd szovetbankbol metszeteket kaptunk, masrészt szovetmintakat gyiijtottiink, majd
elemeztiik a TRPC6 kifejezddésében bekovetkezd valtozasokat. Sajndlatos modon a TRPC6-
specifikus fluoreszcencia in situ hibridizacié (FISH) technika optimalizalasa nem jart sikerrel,

igy az aldbbiakban az immunhisztokémiai kisérleteink eredményét foglaljuk ossze.

Egészséges veseszoveten immunhisztokémia technikaval kimutattuk, hogy a TRPC6
leginkdbb a glomerulusok bazdlmembranjdban (feltehetben a podocytakban) fejezddik ki,
emellett kisfokiit TRPC6 expressziot lattunk a tubulusok epitelialis sejtjeiben is. Gyulladasos
vesébdl szarmazd mintakat megallapitottuk, hogy a TRPC6 expresszidja jelentdsen
fokozddott a podocytdkban. Emellett érdekes modon azt tapasztaltuk, hogy a tubularis
epithelsejtekben is jelentésen megnétt a TRPC6 protein szintje. Bebizonyosodott az is, hogy a
TRPC6 kifejezddése egyéb, proteintriaval jard vesebetegségben szenveddktdl szarmazo
mintakon (polycystas vese, stlyos foku proteintiria, valamint szteroid-dependens proteinuria
szindroma) nem valtozott meg jelentdsen. Jelenleg folyd kutatdsainkban tovabbi

vesebeteségek (pl. diabeteses nephropathia) analizise zajlik.

5, Osszefoglalas, Perspektivak

Mindezen eredményeink ramutatnak arra, hogy szdmos, a proteinuriaval jard vesebetegségek

kialakuldsdban meghatarozo szerepet jatszo mediator, valamint az altaluk beinditott jelatviteli
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folyamatok jelentds mértékben képesek a TRPC6 aktivitasanak ¢és kifejezddésének
modositasara. Mivel ezen rendszerek egyes elemei terapids célpontként is alkalmazhatok,
eredményeink tovabbi kisérleteket inspirdlhatnak annak kideritésére, hogy a TRPC6 (mint 1j
célmolekula) szerepet kaphat-e egyes vesebetegségek kezelésében. Végezetiil adataink

felhivjak a figyelmet a modellként alkalmazott egér és human podocyta sejttipusok kozotti

crer

6. Az eredménvek disszeminacidoja

A palyazat Munkatervében leirtaknak megfelelden tudomanyos eredményeinkrdél szamos
formaban kozoltik. A szamos hazai és nemzetkozi konferencia részvételen tul a jelentésben
bemutatott eredményekrdl 3 in extenso publikacid késziil(t). Ezek koziil az elsot, sajnalatos
modon, 2 folydirat elutasitotta; jelenleg egy 3. folyodiratban a peer-review procedura zajlik. A
masik két publikaciot (a jelenleg zajlo kisérletek fiiggvényében) az elkdvetkezd 3-6 honapban
tervezziik kozlésre benyujtani. Végezetiil megemlitendd, hogy a palyazat témavezetdje 3 mas

publikacidban is tarsszerzd, melyek koziil egyben 6 a levelezd szerzo.
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