
350 © 2011 Società Italiana di Nefrologia - ISSN 0393-5590

G ITAL NEFROL 2011; 28 (4): 350-352 
 
• IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS • IN PRESS 

La scoperta dei geni coinvolti nello sviluppo e nella funzione 
del podocita è stata cruciale per comprendere i meccanismi 
alla base delle malattie renali glomerulari, caratterizzate da 
vari gradi di proteinuria e, in alcuni casi, da una rapida pro-
gressione verso l’insufficienza renale terminale (1). L'elenco 
dei geni coinvolti nella sindrome nefrosica è in rapida cresci-
ta (NPHS1, NPHS2, WT1, PLCE1, CD2AP, ACTN4, TRPC6 e 
INF2), diverse sono le proteine podocitarie implicate e diversi 
i meccanismi ereditari associati (2-10).

Mutazioni in eterozigosi del gene TRPC6 sono state recente-
mente identificate come causa di glomerulosclerosi segmentale 
focale (FSGS) a esordio tardivo e con ereditarietà autosomico-
dominante (8, 9, 11-13). Il gene TRPC6 è localizzato sul braccio 
lungo del cromosoma 11 (11q22.1) e codifica per un canale non 
selettivo del calcio (Transient Receptor Potential Cation Channel 
6), associato al diaframma fenestrato della barriera di filtra-
zione glomerulare. La sottofamiglia TRPC (TRPC1-TRPC7) è un 
gruppo di canali calcio-permeabili che svolge un importante 
ruolo nella regolazione della concentrazione del Ca2+ intracel-
lulare in risposta all’attivazione della fosfolipasi C (PLC) e che 
è coinvolto in diversi meccanismi di intracellular signalling (14, 
15). TRPC6, TRPC3 e TRPC7 sono attivati direttamente dal diacil-
glicerolo (DAG) in risposta ai segnali PLC-dipendenti (16). Nel 
rene, il gene TRPC6 è espresso sia a livello tubulare che a livello 
glomerulare, con predominanza nei podociti. A oggi, a livello 
del gene TRPC6, sono state identificate 11 diverse mutazioni in 
8 famiglie di diversa origine etnica e in 3 casi sporadici (8, 9, 
11-13). Di queste mutazioni, 5 (R895C, E897K, P112Q, Q889K, 
M132T) determinano un acquisto di funzione, causando un au-
mento dell’influsso di calcio intracellulare; altre 3 non sembrano 
causare un aumento dell’influsso di calcio, anche se i dati gene-
tici supportano un loro ruolo patogenetico; le restanti, invece, 
non sono state valutate con un saggio funzionale, ma solo con 
un approccio in silico. Considerando la lunghezza del gene e 
il costo elevato delle analisi genetiche, lo screening del gene 
TRPC6 è effettuato solitamente nelle forme familiari con esordio 
tardivo di glomerulosclerosi segmentale focale a ereditarietà 
autosomico-dominante.

Nel nostro studio, recentemente pubblicato su CJASN (17), 
abbiamo dimostrato che mutazioni nel gene TRPC6 possono 
essere associate anche a casi pediatrici di sindrome nefrosica 
steroido-resistente (SRNS) e abbiamo identificato, per la prima 

volta, una mutazione TRPC6 de novo in una grave forma pe-
diatrica di glomerulosclerosi variante collapsing.

Lo studio è stato condotto su 33 pazienti italiani con esordio 
precoce di SRNS e su 3 famiglie di origine italiana con glome-
rulosclerosi segmentale focale (FSGS) con esordio tardivo ed 
ereditarietà autosomico-dominante. Lo screening di mutazione 
è stato effettuato mediante tecniche di PCR e sequenziamento 
diretto del gene, mentre l’effetto delle mutazioni identificate è 
stato studiato mediante approcci in silico, saggi funzionali in 
vitro ed esperimenti di microscopia confocale in vivo. In tota-
le, abbiamo identificato 3 mutazioni missense (c.374A>G_p.
N125S, c.653A>T_p.H218L, c.2684G>T_p.R895L; Fig. 1A) in 
2 casi sporadici e in 2 fratelli che hanno manifestato una sin-
drome nefrosica nella prima e nella seconda infanzia (Tab. 
I). A oggi, l’unica descrizione di una mutazione TRPC6 in un 
bambino affetto da sindrome nefrosica è stata pubblicata da 
Heeringa et al. (13), che hanno descritto un caso familiare 
in cui più componenti presentavano lo stesso difetto geneti-
co. Nel complesso, l’identificazione di 4 mutazioni TRPC6 su 
una piccola coorte di 33 bambini suggerisce che questo gene 
potrebbe essere coinvolto, più frequentemente del previsto, in 
forme gravi di SRNS con esordio precoce.

Il canale del calcio TRPC6 è costituito da 3 o 4 ripetizioni 
ammino-terminali di anchirina, 6 domini putativi transmembra-
na, una breve sequenza chiamata TRP box, con funzione sco-
nosciuta, e un dominio coiled-coil sia nella porzione ammino- 
che carbossi-terminale. Tutte le mutazioni identificate in questo 
lavoro sono localizzate in domini proteici altamente conser-
vati e sono state classificate da due diversi approcci in silico 
come variazioni non tollerate, che potrebbero compromettere 
la funzione della proteina. Due delle mutazioni descritte sono 
localizzate nelle ripetizioni di anchirina (p.N125S, p.H218L) e 
una è stata localizzata nel dominio citoplasmatico (p.R895L). 
Negli stessi domini sono localizzate 10 su 11 delle mutazioni 
TRPC6 ad oggi descritte, enfatizzando il ruolo chiave di tali 
domini per il corretto funzionamento della proteina.

La mutazione p.N125S è stata individuata in 2 fratelli con sin-
drome nefrosica, esordita a età diverse (4 e 14 anni, rispettiva-
mente), che presentavano differenti lesioni glomerulari: Minimal 
Change Disease (MCD) in un caso e una glomerulonefrite da 
IgA atipica, con proliferazione e ispessimento della membrana 
basale glomerulare (Tab. I). Una spiegazione plausibile della 
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presenza di un differente fenotipo glomerulare nei due fratelli 
potrebbe essere legata al differente contributo di altri geni di 
suscettibilità non ancora noti. Infatti, anche se, nei nostri pa-
zienti, mutazioni negli altri geni coinvolti nelle sindromi nefrosi-
che ereditarie (NPHS1, NPHS2, CD2AP, ACTN4 e WT1) sono 
state escluse, l'implicazione di altre proteine non ancora note 
che possano spiegare i diversi fenotipi renali non può essere 
esclusa “a priori”. In ogni caso, entrambi i fratelli presentavano 
lo stesso fenotipo clinico caratterizzato da una sindrome nefro-
sica steroido-resistente, sensibile al trattamento con gli inibito-
ri della calcineurina. In un recente lavoro, Schlöndorff J et al. 
hanno dimostrato che mutazioni nel gene TRPC6, associate a 
FSGS, sono in grado di attivare costitutivamente la pathway 

calcineurina-NFAT (18) e che tale attivazione è bloccata da ini-
bitori della calcineurina, della chinasi II calmodulina-dipendente 
e della fosfatidilinositolo 3-chinasi (18). Questi dati e i nostri 
risultati suggeriscono che gli inibitori della calcineurina potreb-
bero essere ulteriormente studiati nel trattamento delle glome-
rulosclerosi TRPC6-associate e, quindi, aprire nuove strade per 
comprendere meglio il ruolo della pathway calcineurina-NFAT 
nella modulazione della funzione glomerulare, fornendo nuove 
prospettive per il trattamento di questi pazienti. Inoltre, la muta-
zione p.N125S è in eterozigosi composta con una mutazione 
(c.2491C>T_p.R831C) nel gene NPHS1, associato alla sindrome 
nefrosica congenita di tipo finlandese (19).

La seconda mutazione, p.H218L, localizzata a livello della 
quarta ripetizione di anchirina (ANK4), è stata individuata in un 
paziente che ha sviluppato, all'età di 8 anni, una grave forma di 
sindrome nefrosica, resistente sia ai cortico-steroidi che agli ini-
bitori della calcineurina. La biopsia renale ha evidenziato FSGS 
e un appiattimento dei processi pedicellari dei podociti.

Il quadro patologico, caratterizzato da una glomerulosclerosi 
variante collapsing con vari focolai di proliferazione extracapil-
lare, associato alla terza mutazione, p.R895L, è sicuramente il 
dato più interessante emerso dal nostro lavoro di screening del 
gene TRPC6. Il piccolo paziente portatore di questa mutazione 
de novo, non riscontrata in entrambi i genitori, ha presentato 
una sindrome nefrosica con esordio molto precoce (6 mesi) e 
con una rapida progressione verso l'insufficienza renale termi-
nale. La glomerulosclerosi con variante collapsing è molto rara 
nei bambini; ad oggi sono stati segnalati solo due casi, entram-
bi associati a difetti mitocondriali dei geni codificanti per la 
cascata del coenzima Q10 (CoQ10) (20), ossia COQ2 (21) e 
PDSS2 (22). Mutazioni in questi geni sono generalmente asso-
ciate a sintomi neurologici gravi e ad anomalie celebrali, mentre 
il nostro paziente presentava solo un fenotipo renale.

La mutazione p.R895L è localizzata nella porzione carbos-
si-terminale, nello stesso dominio coiled-coil in cui sono state 
precedentemente riportate altre mutazioni (p.R895C, p.E897K 
e p.Q889K) che causano un "guadagno di funzione", caratte-
rizzato sia da un aumento dell’espressione proteica di TRPC6 
che dall’influsso di calcio intracellulare (9, 11). La maggior parte 
delle mutazioni TRPC6 finora individuate determina un guada-
gno di funzione con il conseguente aumento delle ampiezze 
delle correnti di Ca2+ e un’attivazione costitutiva dei canali.

L'effetto funzionale delle mutazioni TRPC6 è stato studiato 
in un primo momento in vivo, mediante immunofluorescenza, 
sulle biopsie renali dei pazienti, al fine di valutare sia l’espres-
sione che la distribuzione glomerulare di TRPC6 e della ne-
frina, che rappresenta il componente chiave del diaframma 
fenestrato della barriera di filtrazione glomerulare. L’espressio-

TABELLA I -  CARATTERISTICHE CLINICHE E MUTAZIONI TRPC6

ID pz Età (anni) Biopsia Fenotipo Età diagnosi (anni) Risposta alla terapia St/CNI IRT/anni Mutazioni Proteina Dominio

18-PG 10 MCD SRNS 4 Neg/Pos No c.374A>G p.N125S ANK1
19-PR 15 IgAN con pattern  SRNS 14 Neg/Pos No c.374A>G p.N125S ANK1
  MPGN-like
5-RB 18 FSGS SRNS 8 Neg/Neg No c.653A>T p.H218L ANK4
13-MS 2 CG SRNS 1 Neg/Neg Sì/2 c.2684G>T p.R895L CYTOP

Abbreviazioni: MCD: Minimal Change Disease; IgAN con pattern MPGN-like: Nefropatia da IgA con pattern glomerulonefrite membrano-proli-
ferativa (MPGN)-like; FSGS: Glomerulosclerosi Segmentale Focale; CG: Glomerulopatia di tipo Collapsing; SRNS: Sindrome Nefrosica Steroido-
Resistente; St: Steroidi; CNI: Inibitori della Calcineurina; IRT: Insufficienza Renale Terminale.

Fig. 1 - A) Elettroferogrammi di sequenze TRPC6 wild type (WT) e delle 3 
mutazioni missense individuate (c.374A>G_p.N125S; c.653A>T_p.H218L; 
c.2684G>T_p.R895L). B) Immunofluorescenza per la valutazione dei livelli di 
espressione di TRPC6 e nefrina sulla biopsia renale di un soggetto controllo 
(WT); di un paziente con glomerulosclerosi focale senza mutazioni TRPC6 
(FSGS) e di 2 pazienti con mutazioni TRPC6 (p.H218L e p.R895L). I livelli di 
espressione glomerulare e tubulare della proteina TRPC6 sono risultati signifi-
cativamente up-regolati nei portatori di mutazioni TRPC6 rispetto ai pazienti 
con FSGS senza mutazioni e soggetti wild type; contrariamente, la nefrina ha 
evidenziato una distribuzione irregolare lungo le anse capillari in tutti i pazienti 
FSGS con e senza mutazioni TRPC6 rispetto al soggetto controllo. 
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ne glomerulare e tubulare di TRPC6 nei pazienti con la muta-
zione è risultata nettamente superiore sia rispetto ai pazienti 
con FSGS senza difetti TRPC6 che ai soggetti wild-type (Fig. 
1B). Contrariamente, in tutti i pazienti con FSGS, l’analisi della 
nefrina ha evidenziato sia una significativa down-regolazione 
che una distribuzione irregolare lungo le anse capillari rispetto 
ai soggetti wild-type (Fig. 1B).

Infine, l'effetto delle mutazioni sulla funzione di TRPC6 è stato 
ulteriormente studiato mediante esperimenti in vitro di transfezio-
ne e mutagenesi, in cui la concentrazione intracellulare di Ca2+ 
è stata misurata in cellule HEK293, che non esprimono TRPC6, 
transfettate sia con il cDNA TRPC6 wild-type che con cDNA 
TRPC6 mutato, ossia contenente le mutazioni di nostro interesse 
p.N125S, p.H218L e p.R895L. L’efficienza della transfezione e la 
corretta localizzazione di membrana del canale TRPC6 mutato 
e wild-type sono state valutate mediante microscopia confocale 
e successivamente, le concentrazioni intracellulari di calcio sono 
state misurate utilizzando una molecola fluorescente, il Fluo-4. 
L’influsso di Ca2+ intracellulare è risultato significativamente più 
alto nelle cellule che esprimevano i canali mutati rispetto a quel-
le che esprimevano il TRPC6 wild type (P < 0.05).

L’esatta fisiopatologia attraverso cui un aumento dell’influsso 
di Ca2+ intracellulare in pazienti con mutazioni TRPC6 porti 
alla FSGS rimane ancora poco chiara. Una delle ipotesi più 
accreditate prevede che livelli troppo alti di ioni Ca2+ possano 
modificare l'assemblaggio del citoscheletro podocitario. Infat-
ti, un aumento di espressione del gene TRPC6 determina la 
perdita delle fibre di stress di actina in colture podocitarie e la 
comparsa di proteinuria nei topi, suggerendo che TRPC6 è fun-

zionalmente collegato al citoscheletro di actina (23). Tuttavia, 
ulteriori studi sono necessari per definire meglio l’interazione 
tra TRPC6, l’influsso di Ca2+ e il citoscheletro dei podociti.

In sintesi, il presente lavoro documenta, per la prima volta, 
un importante ruolo del gene TRPC6 nelle sindromi nefrosiche 
steroido-resistenti sporadiche con esordio precoce, estenden-
do anche alla glomerulosclerosi di tipo collapsing il possibile 
quadro patologico associato. L’aumento dell’influsso di Ca2+ 

nei podociti, l'attivazione costitutiva della pathway calcineu-
rina-NFAT e le alterazioni nell’assemblaggio dei filamenti di 
actina sembrano essere alla base del possibile meccanismo 
che causa la proteinuria associata a mutazioni TRPC6.
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