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Abstract (Deutsch) 
 
Die chronische Niereninsuffizienz hat in unserer heutigen Bevölkerung eine hohe klinische Rele-

vanz. Sie zeichnet sich durch eine irreversible Funktionseinschränkung der Niere aus und ist häufig 

mit einer Funktionsstörung des glomerulären Filterapparates assoziiert. Einen wichtigen Bestand-

teil dieses Filters stellen die Podozyten dar, zwischen deren Fußfortsätzen sich eine Schlitzmemb-

ran befindet, durch welche die selektive Filterung der Moleküle im Blut ermöglicht wird. Neuere 

Studien deuten darauf hin, dass das transmembrane Protein (TMEM) 63C möglicherweise eine 

pathophysiologisch relevante Rolle in der Funktion der glomerulären Filtrationsbarriere und somit 

in der Entstehung der Albuminurie spielen könnte. TMEM63C ist ein Protein, dessen Regulation 

und funktionelle Bedeutung bislang noch nahezu unbekannt sind. Daher wurde in unseren Studien 

die Regulation der TMEM63C-Expression auf transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebene 

in humanen Nierenzellen untersucht und erste Versuche bezüglich möglicher Funktionen von 

TMEM63C in vitro durchgeführt. In unseren Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Expression 

von TMEM63C post-transkriptionell von der micro-RNA 564 reguliert wird. Zudem konnten wir 

nachweisen, dass die Expression von TMEM63C durch einflussreiche Mediatoren beeinflusst 

wird, welche eine tragende Rolle in inflammatorischen und fibrotischen Prozessen einnehmen. So 

kam es zu einem signifikanten Anstieg von TMEM63C unter der Stimulation humaner Nierenzel-

len mit dem proinflammatorischen Mediator Angiotensin II sowie dem profibrotischen Zytokin 

transforming growth factor beta. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die Expression von 

TMEM63C durch den Transkriptionsfaktor nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of acti-

vated B cells reguliert wird. Des Weiteren führten wir Untersuchungen zu möglichen Funktionen 

von TMEM63C in humanen Nierenzellen durch. Erste Versuche in human embryonic kidney 293-

Zellen lassen vermuten, dass TMEM63C in dem Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition 

über die Veränderung des Verhältnisses von alpha-smooth muscle actin zu E-Cadherin involviert 

sein könnte. Zudem konnten wir einen Einfluss von TMEM63C auf die Expression essenzieller 

Proteine der Funktion und des Überlebens von Podozyten wie Nephrin oder Proteinkinase B nach-

weisen. Abschließend führten wir Untersuchungen zum Einfluss von TMEM63C auf die Zellvia-

bilität und Apoptose durch. In unseren Versuchen ging eine Reduktion von TMEM63C mit einer 

erhöhten Apoptoserate und einem verminderten Zellüberleben bei humanen Podozyten einher. 

Dieser Effekt ließ sich auch unter Angiotensin II-Stimulation reproduzieren. Somit unterstützen 

unsere Ergebnisse die Befunde vorheriger Studien, welche darauf hindeuten, dass TMEM63C eine 

wichtige Bedeutung für den Erhalt der glomerulären Filtrationsbarriere und der Nierenfunktion 

besitzen könnte. 
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Abstract (Englisch) 
 
Chronic kidney disease has a high clinical relevance for our population today. It is characterized 

by an irreversible functional impairment of the kidney in which impairment of glomerular filtration 

is a significant and early clinical sign. Podocytes are an important component of the glome-rular 

filter. A slit membrane locates between the foot processes of podocytes and enables the selective 

filtering of molecules in the blood. Podocyte damage results in dysfunction of the glomerular fil-

tration barrier and albuminuria. Recent studies suggest that the transmembrane Protein (TMEM) 

63C may play a relevant role in the function of the glomerular filtration barrier and thus in the 

development of albuminuria. TMEM63C is a protein whose regulation and functional importance 

is only poorly characterized so far. Consequently, our studies investigated the regulation of 

TMEM63C expression on transcriptional and post-transcriptional level in human kidney cells and 

provided first experiments on the possible functions of TMEM63C in vitro. In our studies we 

demonstrated that the expression of TMEM63C is regulated post-transcriptionally by micro-RNA 

564. Furthermore, we showed that the expression of TMEM63C is influenced by mediators that 

play a major role in inflammatory and fibrotic processes. Thus, a significant increase of 

TMEM63C was observed by stimulation of human kidney cells with the proinflammatory media-

tor angiotensin II or the profibrotic cytokine transforming growth factor beta. Furthermore, 

TMEM63C expression was shown to be regulated by the transcription factor nuclear factor 'kappa-

light-chain-enhancer' of activated B cells. In addition, we performed investigations on possible 

functions of TMEM63C in human kidney cells. First experiments in human embryonic kidney 293 

cells suggest that TMEM63C might be involved in the process of epithelial-mesenchymal transi-

tion via the change of the ratio of alpha-smooth muscle actin to E-cadherin. Furthermore, we 

showed an influence of TMEM63C on the expression of essential proteins of podocyte function 

and survival, such as nephrin or protein kinase B in podocytes. Finally, we analyzed the influence 

of TMEM63C on cell viability and apoptosis. In our experiments a reduction of TMEM63C was 

associated with an increased rate of apoptosis and decreased cell survival in human podocytes in 

resting as well as in Ang II -stimulated cells.  

Taken together, our results support the findings of previous studies suggesting that TMEM63C 

may play an important role in maintaining glomerular barrier and renal function. 
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2. Methodik  
 
2.1 Zellkultur 
 
HPC 

HPC sind differenzierte Nierenzellen, welche unter physiologischen Bedingungen nicht prolife-

rieren. Für die folgenden Experimente wurde eine humane Zelllinie (bereitgestellt von Dr. M. Sa-

leem, MA, Academic and Children´s Renal Unit, University of Bristol, Bristol, UK) verwendet, 

welche mit einem temperatursensitiven SV40T-Gen transfiziert worden ist (22). Dieses Gen er-

möglicht, dass hPC bei 33 °C proliferieren und anschließend bei 37 °C zu physiologisch-nahen 

Podozyten differenzieren (22). Die Zellen wurden in Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

1640 kultiviert, welches mit 10 % fetal bovine serum (FBS), 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 x 

Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) versetzt worden ist (alles hergestellt von Biochrom GmbH, 

Berlin, Deutschland). Der Wechsel des Mediums erfolgte alle zwei bis drei Tage. Für die Unter-

suchungen wurden die Zellen zunächst in Zellkulturflaschen (Sarstedt AG & CO., Nürnbrecht, 

Deutschland) ausgesät und in einem Inkubator (Function Line, Heraeus GmbH, Hanau, Deutsch-

land) bei 33 °C und 95 % Luftfeuchte mit 5 % CO2-Gehalt kultiviert. Nachdem die Zellen sich 

ausreichend vermehrt hatten, wurde die Zellkultur zu 37 °C überführt, was zur Differenzierung 

der Zellen führte. Dieser Prozess war nach 14 Tagen abgeschlossen. Anschließend wurden die im 

Folgenden dargestellten Experimente durchgeführt.  

 

HEK 293 

Aufgrund ihrer guten Transfizierbarkeit und als geeignete Zellreihe zur Untersuchung von epithe-

lialen und mesenchymalen Eigenschaften in Nierenzellen (23) wurden auch einige Experimente 

in HEK 293 durchgeführt. Diese Zelllinie wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Fechner 

(Technische Universität Berlin, Deutschland) zur Verfügung gestellt. Die Kultivierung der HEK 

293 erfolgte in Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM), welches mit 10 % FBS und 1 % 

Penicillin/Streptomycin angereichert worden ist. Für die nachfolgenden Experimente wurden die 

Zellen zunächst in Zellkulturflaschen ausgesät und bei 37 °C und 95 % Luftfeuchte mit 5 % CO2-

Gehalt inkubiert. Das Medium wurde im Abstand von zwei bis drei Tagen gewechselt. 

 

Transfektion 

Für die miRNA-vermittelte Inhibition wurden HEK 293 bzw. hPC entweder mit Mimics für miR-

30b, miR-564 oder einer negativen Kontroll-miRNA (miR-control), jeweils mit einer Konzentra-

tion von 200 nM, für 48 h transfiziert. Für die small interfering (si)RNA-vermittelte Inhibition 
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TMEM63C auf die Phosphorylierung von Akt in hPC. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte die 

Transfektion von hPC mit siTMEM63C eine signifikante Verringerung von pAkt zu Akt auf Pro-

teinebene ([P2), Fig. 4C). 

 

TMEM63C beeinflusst die Zellviabilität und Apoptose  

Um den Einfluss von TMEM63C auf die Zellviabilität beurteilen zu können, wurden HEK 293 

mit siTMEM63C transfiziert. Nach 48 h kam es zu einer signifikanten Reduktion der TMEM63C 

Expression ([P1], Fig. 3a). Gleichzeitig zeigte sich eine signifikante Reduktion der Viabilität in 

siTMEM63C-transfizierten Zellen ([P1], Fig. 3b). Auch in hPC ließen sich diese Ergebnisse re-

produzieren ([P2], Fig. 4A, B, D). Zudem zeigte ein weiteres Experiment einen signifikanten An-

stieg der proapoptotischen Translokation von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zyto-

plasma in siTMEM63C-transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle ([P2], Fig. 4F). In einem 

weiteren Versuch wurde die Apoptoserate der Podozyten unter Ang II -Stimulation mit und ohne 

Suppression von TMEM63C untersucht. In den Ang II -stimulierten hPC war unter der verminder-

ten Expression von TMEM63C eine signifikante Reduktion des Zellüberlebens nachweisbar im 

Vergleich zur Kontrolle, in welcher die Zellen mit siControl transfiziert worden sind ([P2], Fig. 

4E). Passend hierzu kam es in den Ang II -aktivierten Zellen unter TMEM63C-Suppression zu 

einer signifikanten Erhöhung der Cytochrom C-Translokation von den Mitochondrien in das Zy-

tosol im Vergleich zur Kontrolle ([P2], Fig. 4G).  
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TMEM63C zu einem reduzierten Zellüberleben von HEK 293 und hPC, und zusätzlich zu einer 

Erhöhung proapoptotischer Prozesse in hPC kommt. Darüber hinaus sahen wir diesen Effekt auch 

unter Ang II-Stimulation, sodass die Vermutung nahe liegt, dass TMEM63C einen wichtigen pro-

tektiven Einfluss auf die Zellviabilität im Rahmen physiologischer sowie pathophysiologischer 

Prozesse besitzen könnte. 

Die vorliegenden Daten geben erste Hinweise auf Regulationsmechanismen und mögliche Funk-

tionen von TMEM63C im Rahmen pathophysiologisch relevanter Prozesse in humanen Nieren-

zellen. Allerdings sollten weitere Studien folgen, welche gezielt den Einfluss von TMEM63C auf 

zelluläre Effekte, wie auf Signalkaskaden oder Expressionskontrolle, untersuchen. Zudem sollten 

weitere Experimente in vivo geplant werden, um die Funktion von TMEM63C in pathophysiolo-

gischen Prozessen besser verstehen zu können.  

Im Einklang mit den Ergebnissen von Schulz et al. stützen unsere Ergebnisse die Vermutung, dass 

TMEM63C einen protektiven Faktor im Rahmen pathologischer Prozesse in der Niere wie Inflam-

mation oder Fibrose darstellt und so eine besondere Stellung im Erhalt der Nierenfunktion einneh-

men könnte (14).  
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