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Abstract (Deutsch)

Die chronische Niereninsuffizienz hat in unserer heutigen Bevolkerung eine hohe klinische Rele-
vanz. Sie zeichnet sich durch eine irreversible Funktionseinschrankung der Niere aus und ist haufig
mit einer Funktionsstorung des glomeruldren Filterapparates assoziiert. Einen wichtigen Bestand-
teil dieses Filters stellen die Podozyten dar, zwischen deren FulRfortsatzen sich eine Schlitzmemb-
ran befindet, durch welche die selektive Filterung der Molekile im Blut erméglicht wird. Neuere
Studien deuten darauf hin, dass das transmembrane Protein (TMEM) 63C mdglicherweise eine
pathophysiologisch relevante Rolle in der Funktion der glomeruléren Filtrationsbarriere und somit
in der Entstehung der Albuminurie spielen kénnte. TMEM®63C ist ein Protein, dessen Regulation
und funktionelle Bedeutung bislang noch nahezu unbekannt sind. Daher wurde in unseren Studien
die Regulation der TMEMG63C-Expression auf transkriptioneller und post-transkriptioneller Ebene
in humanen Nierenzellen untersucht und erste Versuche beziiglich méglicher Funktionen von
TMEMBG3C in vitro durchgefiihrt. In unseren Untersuchungen wurde gezeigt, dass die Expression
von TMEM®G63C post-transkriptionell von der micro-RNA 564 reguliert wird. Zudem konnten wir
nachweisen, dass die Expression von TMEMG63C durch einflussreiche Mediatoren beeinflusst
wird, welche eine tragende Rolle in inflammatorischen und fibrotischen Prozessen einnehmen. So
kam es zu einem signifikanten Anstieg von TMEMG63C unter der Stimulation humaner Nierenzel-
len mit dem proinflammatorischen Mediator Angiotensin Il sowie dem profibrotischen Zytokin
transforming growth factor beta. Darliber hinaus wurde gezeigt, dass die Expression von
TMEMG63C durch den Transkriptionsfaktor nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of acti-
vated B cells reguliert wird. Des Weiteren fuhrten wir Untersuchungen zu moglichen Funktionen
von TMEMG63C in humanen Nierenzellen durch. Erste Versuche in human embryonic kidney 293-
Zellen lassen vermuten, dass TMEMG63C in dem Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition
uber die Verénderung des Verhaltnisses von alpha-smooth muscle actin zu E-Cadherin involviert
sein konnte. Zudem konnten wir einen Einfluss von TMEMG63C auf die Expression essenzieller
Proteine der Funktion und des Uberlebens von Podozyten wie Nephrin oder Proteinkinase B nach-
weisen. Abschliel3end fuhrten wir Untersuchungen zum Einfluss von TMEMG63C auf die Zellvia-
bilitat und Apoptose durch. In unseren Versuchen ging eine Reduktion von TMEMG63C mit einer
erhdhten Apoptoserate und einem verminderten Zellliberleben bei humanen Podozyten einher.
Dieser Effekt lield sich auch unter Angiotensin Il1-Stimulation reproduzieren. Somit unterstiitzen
unsere Ergebnisse die Befunde vorheriger Studien, welche darauf hindeuten, dass TMEM®63C eine
wichtige Bedeutung fur den Erhalt der glomeruléren Filtrationsbarriere und der Nierenfunktion

besitzen konnte.



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. TMEMG63C is a protein whose regulation and functional importance
is only poorly characterized so far. Consequently, our studies investigated the regulation of
TMEMG63C expression on transcriptional and post-transcriptional level in human kidney cells and
provided first experiments on the possible functions of TMEMG63C in vitro. In our studies we
demonstrated that the expression of TMEMG63C is regulated post-transcriptionally by micro-RNA
564. Furthermore, we showed that the expression of TMEM®G63C is influenced by mediators that
play a major role in inflammatory and fibrotic processes. Thus, a significant increase of
TMEMG63C was observed by stimulation of human kidney cells with the proinflammatory media-
tor angiotensin Il or the profibrotic cytokine transforming growth factor beta. Furthermore,
TMEMG63C 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 TMEMG63C in human kidney cells. First experiments in human embryonic kidney 293
cells suggest that TMEM®63C 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 TMEMG63C 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 TMEMG63C 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 Il-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.



1. Einleitung

1.1 Chronische Niereninsuffizienz

Weltweit sind 8-16 % der Bevolkerung von einer chronischen Niereninsuffizienz betroffen (1).
Diese ist definiert als ein Funktionsverlust der Niere einhergehend mit einer verminderten glome-
rularen Filtrationsrate (GFR < 60 mL/min/1,73m?) oder weiteren Anzeichen der Nierenschadi-
gung, wie zum Beispiel der Albuminurie (Albumin-Kreatinin-Quotient > 30 mg/g) oder einem
pathologischen Urinsediment, Gber einen Zeitraum von mindestens drei Monaten (1, 2). Die hdu-
figsten Ursachen hierfir stellen die diabetische und die hypertensive Nephropathie dar (1, 2). Bei
diesen Nephropathien kommt es zu einem strukturellen Umbau des Nierenparenchyms einherge-
hend mit einem Funktionsverlust der Niere (2). In diesem Zusammenhang wurde Angiotensin |1
(Ang I1) als bedeutender Mediator fir inflammatorische und fibrotische Prozesse im Rahmen der
chronischen Niereninsuffizienz identifiziert (3). Es konnte nachgewiesen werden, dass Ang Il die
Expression proinflammatorischer und profibrotischer Gene u. a. Uber den Transkriptionsfaktor nu-
clear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NFkB) und tber das Zytokin trans-
forming growth factor beta (TGF-p) beeinflussen kann (3, 4). Infolgedessen kénnen erhéhte Ang
I1-Konzentrationen inflammatorische Schadigungen und fibrotische Umbauprozesse in der Niere

hervorrufen und eine chronische Niereninsuffizienz beglnstigen (3, 5).

1.2 Podozyten

Podozyten sind hochdifferenzierte Zellen, welche mit ihren FulRfortsatzen das viszerale Blatt der
Bowmankapsel bilden und so der Basalmembran und dem gefensterten Endothel der Kapillaren
aufliegen (6). Zwischen den Fortsatzen der Podozyten befindet sich eine Schlitzmembran, welche
einen wichtigen Bestandteil der glomeruléren Filtrationsbarriere (GFB) darstellt (6). Die Schadi-
gung von Podozyten fihrt zur Albuminurie und ist daher von besonderer Relevanz in der Entste-
hung von renalen Erkrankungen (7, 8). Hierbei nimmt Nephrin als essenzielles Protein fir die
Funktionsweise der Schlitzmembran (9) sowie Proteinkinase B (Akt) eine bedeutsame Rolle fur
das Zelluberleben von Podozyten und somit im Erhalt der glomeruldren Filterfunktion ein (9-11).
Zudem wird dem Gewebshormon Ang Il ein entscheidender Einfluss auf die Funktion und Viabi-
litdt von Podozyten, und folglich in der Entstehung und dem Progress der Nierenschadigung, zu-

gesprochen (12, 13).



1.3 TMEMG3C

Neuere Studien deuten darauf hin, dass das transmembrane Protein (TMEM) 63C mdglicherweise
einen pathophysiologisch relevanten Einfluss auf die Funktion der GFB und in der Entstehung der
Albuminurie haben koénnte (14). TMEMG63C ist ein Protein, welches laut in silico-Analysen
(www.genecards.org) in unterschiedlichen Geweben des menschlichen Organismus wie Herz, Ge-
hirn und Niere exprimiert wird. Das humane TMEM®63C-kodierende Gen gehért der TMEMG63-
Familie an und ist auf Chromosom 14 lokalisiert (www.genecards.org). Uber die Funktion und
Regulation des transmembranen Proteins ist bisher nur wenig bekannt. Zhao et al. vermuteten,
dass TMEM63C zusammen mit TMEM63A und TMEMG63B einen Komplex an der Zellmembran
bilden konnte, welcher als osmosensitiver Kationenkanal fiir Ca®* fungiert, wodurch TMEM®63C
einen wichtigen Einfluss auf die Osmorezeption und somit auf verschiedene zellbiologische Pro-
zesse haben konnte (15). Zudem beschrieben Schulz et al. eine mogliche Bedeutung von
TMEMG3C fur die Aufrechterhaltung der Nierenfunktion (14). So zeigten Schulz et al. eine ver-
minderte TMEMG63C-Expression in Podozyten von Patienten mit fokalsegmentaler Glomeru-
losklerose (FSGS) und beschrieben die besondere Bedeutung von TMEM®63C im Erhalt der GFB
in Zebrafischmodellen (14). Ferner wiesen Schulz et al. eine verminderte Viabilitdt von humanen
Podozyten (hPC) unter TMEMG63C-Suppression nach (14).

1.4 miRNA-abhéngige post-transkriptionelle Regulation

Micro-Ribonukleinsauren (miRNAS) sind kurze, aus 20-22 Nukleotiden bestehende, nicht-pro-
teinkodierende RNAs (16). Es wird angenommen, dass miRNAs an definierte messenger-RNASs
(mRNAS) binden und so deren Translation hemmen bzw. die Ziel-mRNA destabilisieren oder zu
ihrer Degradation fiihren (17). Auch wenn noch einiges (ber die Regulation, das Bindungsverhal-
ten und die Funktion von miRNAs ungeklart ist, vermutet man, dass miRNAs auf der post-tran-
skriptionellen Ebene entscheidend auf die Regulation der Proteinexpression einwirken und so ei-
nen Einfluss auf den Erhalt der Nierenfunktion haben (16, 17). So wurden bereits verschiedene
miRNAs, wie z.B. miRNA-21 (miR-21), miR-29 und miR-200, identifiziert, welche durch TGF-
B reguliert werden und den Prozess der Nierenfibrose beeinflussen (18). Zudem wurde den miR-
NAs eine besondere Bedeutung in der Entwicklung von malignen Erkrankungen zugesprochen,

wie z.B. miR-21, miR-22 und miR-566 in der Pathogenese von Nierenzellkarzinomen (19-21).



1.5 Zielsetzung der Arbeit

Erste Studien deuten darauf hin, dass TMEMG63C eine wichtige Bedeutung flr den Erhalt der Nie-
renfunktion haben kénnte. Dennoch ist die Regulation und Funktion von TMEM®63C bislang weit-
gehend unbekannt. Daher wurden im Folgenden Regulationsmechanismen von TMEMG63C auf
post-transkriptioneller sowie auf transkriptioneller Ebene in humanen Nierenzellen betrachtet.
Hierbei wurde die post-transkriptionelle Regulation von TMEMG63C durch die miRNAs miR-30b
und miR-564 in human embryonic kidney 293-Zellen (HEK 293) und hPC untersucht. Auf tran-
skriptioneller Ebene wurde zudem der Einfluss des inflammatorischen Mediators Ang Il und des
Transkriptionsfaktors NFkB sowie die Wirkung des profibrotischen Zytokins TGF-f auf die Ex-
pression von TMEMG63C betrachtet. In ersten Funktionsanalysen untersuchten wir einen mogli-
chen Effekt von TMEMG63C auf die Expression verschiedener Proteine, welche einen groRen Ein-
fluss auf das Zelliiberleben und die Nierenfunktion besitzen, wie Nephrin und Akt in hPC, und
epithelialer und mesenchymaler Proteine in HEK 293. Des Weiteren fuhrten wir verschiedene Ex-
perimente durch, um die Bedeutung von TMEMG63C fir die Viabilitdt humaner Nierenzellen zu

analysieren.



2. Methodik

2.1 Zellkultur

HPC

HPC sind differenzierte Nierenzellen, welche unter physiologischen Bedingungen nicht prolife-
rieren. Fir 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-
mdoglicht, dass hPC bei 33 °C proliferieren und anschlieend 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. Fur die Unter-
suchungen wurden die Zellen zunéchst in Zellkulturflaschen (Sarstedt AG & CO., Niirnbrecht,
Deutschland) ausgesat und in einem Inkubator (Function Line, Heraeus GmbH, Hanau, Deutsch-
land) bei 33 °C und 95 % Luftfeuchte mit 5 % CO,-Gehalt kultiviert. Nachdem die Zellen sich
ausreichend vermehrt hatten, wurde die Zellkultur zu 37 °C Uberfuhrt, was zur Differenzierung
der Zellen fiihrte. Dieser Prozess war nach 14 Tagen abgeschlossen. Anschliefend wurden die im

Folgenden dargestellten Experimente durchgefiihrt.

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 durchgefiihrt. Diese Zelllinie wurde uns freundlicherweise von Prof. Dr. Fechner
(Technische Universitat Berlin, Deutschland) zur Verfligung 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. Flr die nachfolgenden Experimente wurden die
Zellen zuné&chst in Zellkulturflaschen ausgesét und bei 37 °C und 95 % Luftfeuchte mit 5 % CO»-
Gehalt inkubiert. Das Medium wurde im Abstand von zwei bis drei Tagen gewechselt.

Transfektion
Fur die miRNA-vermittelte Inhibition wurden HEK 293 bzw. hPC entweder mit Mimics fur miR-
30b, miR-564 oder einer negativen Kontroll-miRNA (miR-control), jeweils mit einer Konzentra-

tion von 200 nM, fir 48 h transfiziert. Fur die small interfering (si)RNA-vermittelte Inhibition
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wurden die Zellen mit 200 nM TMEM®63C-siRNA (siTMEMG63C) bzw. einer negativen Kontroll-
siRNA (siControl) transfiziert. Flr die Transfektion wurden 200.000 Zellen je Well in 12-Well-
Platten (Sarstedt AG & CO., Nirnbrecht, Deutschland) ausgesat. Am Abend vor der Transfektion
wurden die Zellen mit einem FBS- und antibiotikafreiem Medium versetzt. Die Transfektion der
hPC bzw. HEK 293 erfolgte mittels Lipofectamine®2000 (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land), den Herstellerangaben folgend. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet. Zellen, die fur die
Proteinanalysen vorgesehen waren, wurden in Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA-Puf-
fer) lysiert. Die Proben, die flr die Analyse der mRNA-Expression bestimmt waren, wurden in
MRNA-Lyse-Puffer gelést (Universal RNA Purification Kit, Roboklon GmbH, Berlin, Deutsch-
land). Vor der weiteren Analyse wurden diese Proben bei -80 °C eingefroren. Die Bestimmung
der Transfektionseffizienz erfolgte mittels einer Dy547-markierten Transfektionskontrolle (Fisher
Scientific-Germany GmbH, Schwerte, Deutschland) und betrug 25 % fiir hPC und 62 % fiir HEK
293. Der inhibitorische Effekt der siRNA wurde auf mRNA- und Proteinebene validiert ([P2], Fig.
4A, B).

Stimulation

Fur unsere Versuche wurden sowohl HEK 293 als auch hPC mit 5 ng/ml bzw. 10 ng/ml TGF-$
(Thermo Fisher Scientific GmbH, Waltham, MA, USA) fir 48 h stimuliert. Zudem erfolgte eine
Stimulation von hPC mit verschiedenen Konzentrationen von Ang Il (10/100/1000 nM; Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) fir 0,5 h, 8 h bzw. 24 h. Fir die Inhibitionsexpe-
rimente mit dem NF«B-Inhibitor BAY 11-7082 wurden hPC fiir 24 h mit verschiedenen Konzent-
rationen BAY 11-7082 (0,1/1/10 uM; Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Fir die
Untersuchungen mit dem NF«xB-Inhibitor und Ang Il wurden die hPC zunéchst fur 1 h mit 1 uM
bzw. 10 uM BAY 11-7082 vorbehandelt und anschlieBend mit 1 uM Ang Il fir 24 h stimuliert.

2.2 Real-Time PCR

Um die Expression verschiedener Proteine auf mRNA-Ebene beurteilen zu kénnen, wurde eine
Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefuhrt. Hierfir erfolgte die Isolation der Ge-
samt-mRNA aus den Proben mit Hilfe des Universal RNA Purification Kits (Roboklon GmbH,
Berlin, Deutschland). Nach Messung der mMRNA-Konzentration der einzelnen Proben mittels Na-
noDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific GmbH, Hennigsdorf, Deutschland),
wurde die mRNA mit Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Life Technolo-
gies GmbH, Darmstadt, Deutschland) in die entsprechende complementary DNA (cDNA)



umgeschrieben. Fiir die Real-Time PCR kamen verschiedene spezifische Tagman™ Gene Expres-
sion Assays (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) zur Bestimmung der mRNA-
Expression von TMEMG63C, Nephrin, alpha-smooth muscle actin (a-SMA), E-Cadherin bzw. Gly-
cerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) zum Einsatz. Zudem wurde das 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) unter folgenden Bedingungen
verwendet: 50 °C, 2 Minuten; 95 °C, 20 Sekunden; 45 Zyklen: 95 °C, 3 Sekunden; 60 °C, 30
Sekunden. Die Primer, welche fiir die PCR genutzt wurden, sind in Tab. 1 hinterlegt ([P1], Tab.
1).

2.3 Western Blot

Um die Expression auf Proteinebene beurteilen zu kénnen, wurden Western Blot-Analysen durch-
gefiihrt. Hierflr wurden die in RIPA-Puffer gelsten Proteinlysate aus den transfizierten bzw. sti-
mulierten Zellen verwendet. 20 pg der isolierten Proteine wurden mit Lammli-Ladepuffer in einem
Verhdltnis von 3:1 versetzt. Anschlielend wurden die Proben fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert
und abzentrifugiert (Thermomixer Comfort und Centrifuge 5417, Eppendorf, Hamburg, Deutsch-
land). Daraufhin wurden die Proteine mit Hilfe einer Natriumdodecylsulfat-Poly-acrylamidgel-
elektrophorese (SDS-Page) der GroRe nach aufgetrennt. Nach dem Geldurchlauf erfolgte mittels
semi-dry Blot die Ubertragung der Proteine von dem Gel auf eine, zuvor mit Methanol aktivierte,
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland). Im
Anschluss wurde die Membran fur 1 h in einer 5 % Milch-Tris-buffered-saline-with-Tween20
(TBST)-L6sung inkubiert. AnschlieBend wurde die PVDF-Membran mit einem spezifischen An-
tikdrper, welcher gegen das Zielprotein TMEM63C (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland), Akt bzw. phosphoryliertes Akt (pAKT, Sersz3; beide hergestellt von Merck Chemi-
cals GmbH, Schwalbach, Deutschland), inhibitor of NFxB-alpha (IxBa) bzw. phosphoryliertes
IxBa (pIkBa; beide hergestellt von Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) oder GAPDH
(Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) gerichtet war, tber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am néchsten
Tag wurde die Membran dreimal fur je 10 Minuten in TBST-L6sung gewaschen und anschliel3end
fir 1 h bei Raumtemperatur und abgedunkelt mit einem Meerrettichperoxidase (HRP)-konjugier-
ten Sekundé&rantikdrper inkubiert, welcher gegen den ersten Antikorper gerichtet war (Goat anti-
rabbit 19G-Antikérper, HRP-konjugiert; Rabbit anti-mouse 1gG-Antikérper, HRP-konjugiert;
beide hergestellt durch DAKO, Glostrup, Ddnemark). Mittels einer chemielumineszenzbasierten
Detektionsmethode (SuperSignal™ West Dura Extended Duration Substrate, Thermo Fisher Sci-
entific GmbH, Hennigsdorf, Deutschland) konnte das Bandenmuster der Proteine auf der PVDF-



Membran mit Hilfe des Fusion FX7 Systems (Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutsch-
land) charakterisiert und visualisiert werden. Die Analyse und Quantifizierung der Western Blot-
Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Gel-Pro Analyzer™ Software (Version 4.0.00.001; Media cyber-
netics, Bethesda, MD, USA).

2.4 Dual-Luciferase Activity Assay

Um den direkten Einfluss der miRNAs auf TMEMG63C zu untersuchen, wurde das Dual-Luci-
ferase® Reporter Assay System von Promega GmbH (Mannheim, Deutschland), den Herstelleran-
gaben folgend, verwendet. Fir die Bestimmung der Dual-Luciferase® Aktivitat wurden zunachst
2 x 10* HEK 293 in 96-Well-Platten ausgesit und mit miR-30b, miR-564 oder miR-control und
200 ng Dual-Luciferase® Reportervektor transfiziert. Hierbei enthielt der experimentelle Reporter-
vektor den 3¢ untranslatierten Bereich (3‘UTR) von TMEM63C (3°‘UTR-TMEMG63C vec; herge-
stellt von GeneCopeia, Inc., Rockville, MD, USA). Zur Kontrolle erfolgte die Transfektion von
HEK 293 mit miR-564 bzw. miR-control und einem Dual-Luciferase® Reportervektor, in wel-
chem der experimentelle Reporter eine mutierte Form der 3‘UTR von TMEMG63C aufwies
(3°UTR-TMEMG63C-mut vec), bzw. einem negativen Kontrollvektor (control vec; alle hergestellt
von GeneCopeia, Inc., Rockville, MD, USA). Nach 24 h wurde die Aktivitat der experimentellen
Reportervektoren durch die Lumineszenz der firefly-Luciferase und die Aktivitat des Kontroll-

Reporters durch die Lumineszenz der renilla-Luciferase gemessen.

2.5 Bestimmung der Zellviabilitat und Apoptose

Trypan Blue Staining Assay

Zur Bestimmung des Zelliberlebens von HEK 293 wurde der Trypan Blue Staining Assay von
Biochrom GmbH (Berlin, Germany) verwendet. Hierfiir wurden zunachst 2 x 10° HEK 293 in 12-
Well-Platten ausgesat und mit 200 nM siTMEM®63C oder 200 nM siControl transfiziert. Nach 48
h wurden die Zellen mittels Trypsin-EDTA aus den Wells geldst und in DMEM resuspendiert.
AnschlieBend wurden 10 pl der Zellsuspension mit 90 ul der Trypanblau-Ldsung gemischt. Da
Trypanblau-L6sung von den apoptotischen, jedoch nicht von den lebenden Zellen aufgenommen
wird, konnten diese mit Hilfe einer C-Chip Neubauerkammer (Carl Roth GmbH & Co. KG., Karls-

ruhe, Deutschland) mikroskopisch unterschieden und quantifiziert werden.



Calcein AM Cell Viability Assay

Mit Hilfe des Calceinacetoxymetyl (AM) Cell Viability Kits (Trevigen Inc. Gaithersbrug, MD,
USA) erfolgte die Bestimmung des Zelliiberlebens von hPC. Hierfiir wurden 1 x 10* hPC in 96-
Well-Platten ausgeséat und mit sSiTMEMG63C bzw. siControl fur 24 h transfiziert. Des Weiteren
wurden hPC zusétzlich fiir 24 h mit 1 ul Ang Il stimuliert. Danach wurde die Suspension entfernt,
die Zellen gewaschen und mit der Calcein AM Lésung fur 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anhand
der Fluoreszenzintensitat der durch das Calcein gebundenen Calcium-lonen konnte die Anzahl der
lebenden Zellen mit Hilfe einer Standardkurve ermittelt werden. Die Fluoreszenz wurde mit einem

Anregungsfilter bei 490 nm und einem Emissionsfilter bei 520 nm gemessen.

Apoptose Assay

Zur Bestimmung der Apoptose von Ang ll-stimulierten hPC wurde das Cytochrom C Releasing
Apotosis Assay Kit von BioVision Inc. (Milpitas, California, USA) verwendet. Hierfir wurden die
Zellen zunichst mit sSiTMEMG63C und der siControl transfiziert und anschlieBend mit 1 uM Ang
Il fir 24 h inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen geerntet und lysiert. Durch die an-
schlieRende Trennung der mitochondrialen Fraktion vom Zytosol konnte das aus den Mitochond-
rien freigesetzte Cytochrom C mittels eines spezifischen Antikdrpers im Western Blot quantifiziert

und so die Apoptose nachgewiesen werden.

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der erhaltenen Daten wurde mit Hilfe der Software GraphPad Prism (Ver-
sion 6.00, GraphPad Software Inc., San Francisco, USA) durchgefuhrt. Die statistischen Untersu-
chungen erfolgten mit dem Student’s t-Test oder one-way ANOVA. Hierbei wurde ein p-Wert <
0,05 als signifikant angesehen. Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardfehler angege-

ben.



3. Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zur Regulation von TMEMG63C in humanen Nierenzellen

Der Einfluss verschiedener miRNAs auf die Regulation von TMEM63C

In in silico-Analysen wurden miR-30b und miR-564 als potenzielle Kandidaten flr die post-tran-
skriptionelle Regulation von TMEMG63C identifiziert. Fur die Analysen wurden die Datenbanken
TargetScanHuman 7.1 (www.targetscan.org), miRDB (www.mirdb.org) und Diana Tools
(www.diana.imis.athena-innovation.gr) verwendet. In einem ndchsten Schritt wurde der Einfluss
dieser miRNAs auf die Proteinexpression von TMEMG63C in HEK 293 bestimmt. Hierbei kam es
nach der Transfektion von HEK 293 mit miR-30b bzw. miR-564 zu einer signifikanten Reduktion
der TMEMG63C-Proteinexpression nach 48 h ([P1], Fig. 1). Um zu bestétigen, dass diese reduzierte
Expression von TMEMG63C durch eine direkte Bindung der miRNA an die mMRNA von TMEM63C
erfolgte und nicht durch einen sekundaren Effekt zu erkléren ist, wurden HEK 293 in einem wei-
teren Experiment mit den oben genannten miRNAs und Dual-Luciferase® Reportervektoren trans-
fiziert. Wahrend die Co-Transfektion von HEK 293 mit miR-564 und dem Reportervektor 3’UTR-
TMEMG63C vec zu einer signifikanten Reduktion der Luciferase-Aktivitét flihrte, zeigte die Co-
Transfektion dieser Zellen mit miR-30b und 3’'UTR-TMEM®63C vec keine signifikante Verande-
rung der Luciferase-Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle ([P1], Fig. 2a). Im Gegensatz dazu fiihrte
die Co-Transfektion von HEK 293 mit miR-564 und den Kontrollvektoren zu keiner signifikanten
Veranderung der Luciferase-Aktivitat ([P1], Fig. 2b, 2c). Abschlielend wurde der Einfluss von
miR-564 auf die TMEM®63C-Expression auch in hPC untersucht. Im Vergleich zur Kontrolle
zeigte sich 48 h nach Transfektion eine signifikante Reduktion von TMEM63C auf mMRNA-Ebene

([P1], Fig. 6).

TMEM®G63C wird durch Ang Il induziert

In den nachfolgenden Versuchen wurden hPC mit verschiedenen Konzentrationen von Ang 11 sti-
muliert und die TMEMG63C-Expression nach 8 h bzw. 24 h betrachtet. In den Versuchen lie sich
sowohl ein zeit- als auch ein konzentrationsabhangiger Anstieg der TMEMG63C-Expression auf
mRNA-Ebene nachweisen ([P2], Fig. 1B, C).

NFxB reguliert die TMEM63C-Expression
Es ist bereits bekannt, dass der NFkB-Signalweg durch Ang Il aktiviert wird (10, 24). Damit tber-
einstimmend fihrte auch in unseren Versuchen eine Stimulation der hPC mit Ang Il konzentrati-

onsabhangig zu einer vermehrten Phosphorylierung von IkBa ([P2], Fig. 2A). Im Folgenden sollte
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der Einfluss von NF«kB auf die Expression von TMEM63C untersucht werden. Zunédchst wurden
in silico-Analysen (www.genecards.org) durchgefuhrt. Diese zeigten, dass die Expression von
TMEMG63C potenziell durch NFkB reguliert wird. In einem weiteren Schritt wurde das Expressi-
onsverhalten von TMEMG63C unter der Inhibition von NFkB untersucht. Hierbei war eine signifi-
kante Reduktion der mMRNA-Expression von TMEM63C unter 10 uM Bay 11-7082 nach 24 h zu
beobachten ([P2], Fig. 2B). Da wir in unseren Untersuchungen nachweisen konnten, dass Ang Il
sowohl die Aktivitdt von NFkB als auch die Expression von TMEMG63C beeinflusst, interessierte
uns im Folgenden das Expressionsverhalten von TMEMG63C unter der Inhibition von NF«B in
Ang Il-stimulierten Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die vermehrte TMEM63C-Expression
in Ang ll-stimulierten Zellen durch Bay 11-7082 sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene
supprimiert wird ([P2], Fig. 2 C, D). Ferner flhrte die NFxB-Inhibition mit Bay 11-7082 auch in
den nicht-stimulierten Zellen zu einer signifikanten Reduktion von TMEM®63C auf Proteinebene
([P2], Fig. 2D).

TGF-g induziert TMEM63C

Des Weiteren analysierten wir den Einfluss von TGF-p auf die Expression von TMEM63C. Hier-
flr stimulierten wir sowohl HEK 293 als auch hPC mit 5 ng/ml bzw. 10 ng/ml TGF-B. Nach 48 h
war in beiden Zelllinien ein konzentrationsabh&ngiger Anstieg von TMEMG63C auf Proteinebene
nachweisbar ([P1], Fig. 4, 7).

3.2 Untersuchungen zur Funktion von TMEMG63C in humanen Nierenzellen

TMEMG63C beeinflusst das Verhdltnis von a-SMA zu E-Cadherin

Im Folgenden wurde der Einfluss von TMEMG63C auf die Expression der epithelial-mesenchyma-
len Transitions (EMT)-Marker a-SMA und E-Cadherin betrachtet. Hierfur wurden HEK 293 mit
SiTMEM®G3C fiir 48 h transfiziert und im Anschluss das Verhéltnis der mRNA-Expression dieser
beiden Marker analysiert. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte sich ein signifikanter Anstieg von a-

SMA zu E-Cadherin in sSiTMEM®63C-transfizierten Zellen ([P1], Fig. 5).

Die Expression von Nephrin und Akt wird von TMEM63C beeinflusst

In weiteren Versuchen wurden hPC mit spezifischen siRNAs gegen TMEMG63C transfiziert und
anschlieRend die Expression von Nephrin auf mRNA-Ebene ausgewertet. Nach 48 h war eine sig-
nifikante Reduktion von TMEMG63C in den siTMEMG63C-transfizierten Zellen zu erkennen ([P1],
Fig. 8a). Zudem zeigte sich nach der Transfektion eine signifikante Reduktion von Nephrin im

Vergleich zur Kontrolle ([P1], Fig. 8b). Des Weiteren untersuchten wir den Einfluss von
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TMEMG63C auf die Phosphorylierung von Akt in hPC. Im Vergleich zur Kontrolle zeigte die
Transfektion von hPC mit siTMEMG3C eine signifikante Verringerung von pAkt zu Akt auf Pro-
teinebene ([P2), Fig. 4C).

TMEMG63C beeinflusst die Zellviabilitat und Apoptose

Um den Einfluss von TMEMG63C auf die Zellviabilitat beurteilen zu kénnen, wurden HEK 293
mit sSiTMEM®G63C transfiziert. Nach 48 h kam es zu einer signifikanten Reduktion der TMEM®63C
Expression ([P1], Fig. 3a). Gleichzeitig zeigte sich eine signifikante Reduktion der Viabilitat in
siTMEMG63C-transfizierten Zellen ([P1], Fig. 3b). Auch in hPC lieRen 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 sSiTMEMG63C-transfizierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle ([P2], Fig. 4F). In einem
weiteren Versuch wurde die Apoptoserate der Podozyten unter Ang Il-Stimulation mit und ohne
Suppression von TMEMG63C untersucht. In den Ang ll-stimulierten hPC war unter der verminder-
ten Expression von TMEMG63C eine signifikante Reduktion des Zellliberlebens nachweisbar im
Vergleich zur Kontrolle, in welcher die Zellen mit siControl transfiziert worden sind ([P2], Fig.
4E). Passend hierzu kam es in den Ang ll-aktivierten Zellen unter TMEM63C-Suppression zu
einer signifikanten Erhdhung der Cytochrom C-Translokation von den Mitochondrien in das Zy-
tosol im Vergleich zur Kontrolle ([P2], Fig. 4G).
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4. Diskussion

Uber die funktionelle Bedeutung von TMEMG3C ist bislang nur wenig bekannt. Neuere Untersu-
chungen legen aber nahe, dass TMEM63C mdglicherweise eine bedeutende Rolle fur den Erhalt
der glomeruléren Filterfunktion und das Zelliberleben von Podozyten einnehmen koénnte (14). In
unseren Studien haben wir erstmals Regulationsmechanismen und mdgliche Funktionen von
TMEMBG3C in humanen Nierenzellen untersucht. In unseren Versuchen wurde gezeigt, dass die
Expression von TMEM63C durch miR-564 auf post-transkriptioneller Ebene und durch Ang I,
NF«kB sowie TGF-B auf transkriptioneller Ebene beeinflusst wird. Zudem konnten wir in ersten
Funktionsanalysen einen Einfluss von TMEM®63C auf die Expression verschiedener Proteine, wel-
che fir die Nierenfunktion und das Zelliberleben eine hohe Relevanz haben, wie Nephrin und Akt
in hPC sowie die EMT-Marker a-SMA und E-Cadherin in HEK 293, nachweisen. Darlber hinaus
konnte unter TMEMG63C-Suppression eine verminderte Viabilitdt von HEK 293 und hPC beo-
bachtet werden.

4.1 Regulationsmechanismen von TMEMG63C in humanen Nierenzellen

Die post-transkriptionelle Regulation von TMEMG63C durch miR-564

MiRNAs sind Gegenstand aktueller Forschung (16, 18, 25). Viele Studien weisen darauf hin, dass
diese nicht-kodierenden RNAs eine wichtige Rolle in der Pathogenese von Erkrankungen wie auch
in der Entstehung von Malignomen einnehmen kdnnten (25, 26). So wurde gezeigt, dass die Ent-
stehung von Nierenerkrankungen wie der diabetischen oder hypertensiven Nephropathie aber auch
von Nierenzellkarzinomen durch miRNAs, wie z.B. miR-21 und miR-192, beeinflusst wird (26-
28). Daher erhofft man sich miRNAs in der Diagnostik aber auch als Verlaufsparameter innerhalb
von Nierenerkrankungen zukinftig einsetzen zu kdénnen (25, 29). Da tiber TMEM®63C bislang nur
wenig bekannt ist, jedoch diesem Protein eine mogliche bedeutsame Rolle in der Entstehung von
Nierenerkrankungen zugesprochen wird, wurde in unseren Experimenten die Regulation von
TMEMG63C durch miRNAs naher untersucht. Um miRNAs zu identifizieren, welche potenziell an
die regulatorische 3*°UTR der TMEM63C-mRNA binden, wurden zunachst in silico-Analysen
durchgefthrt. In silico-Analysen basieren auf Algorithmen, welche die Bindungswahrscheinlich-
keit einer miRNA an die Zielsequenz innerhalb der 3°UTR einer entsprechenden Ziel-mRNA vor-
hersagen (30). Diese VVorhersagen sind schwierig zu stellen und beruhen auf verschiedenen Para-
metern, sodass sich die Ergebnisse beziiglich der Bindungswahrscheinlichkeiten zwischen den
verschiedenen Datenbanken unterscheiden kdnnen (31). Daher gelten in der Literatur miRNAs als

geeignet, welche in mindestens zwei bis drei unterschiedlichen Datenbanken das gleiche
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Bindungsziel aufzeigen (30). In den in silico-Analysen wurden miR-30b und miR-564 als wahr-
scheinliche Regulatoren der mMRNA von TMEMG63C nach den oben genannten Kriterien identifi-
ziert. In unseren in vitro-Versuchen konnte TMEMG63C als direktes Ziel von miR-564 bestatigt
werden. Dahingegen konnte eine direkte Regulation von TMEM®63C durch miR-30b in unseren
Versuchen nicht bewiesen werden.

Aktuelle Studien berichteten lber die Relevanz von miR-564 in der Pathogenese verschiedener
Karzinome (32-34). So beschrieben Ru et al. eine Apoptoseinduktion und eine verminderte
Proliferation von Osteosarkomzellen Uber die miR-564-abhéngige Regulation von Akt (32). Au-
Rerdem wird miR-564 im Zusammenhang mit dem Mammakarzinom eine wichtige Funktion als
Suppressor der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und der Mitogen-aktivierten Proteinkinase
(MAPK) zugesprochen (33). Darlber hinaus beschrieben Mutlu et al. einen inhibitorischen Effekt
von miR-564 auf die EMT und Invasion bzw. Migration der Zellen des Mammakarzinoms (33).
In weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass TGF-B durch miR-564 reguliert wird (34, 35). So
zeigten Jiang et al. eine Reduktion der TGF-f3 Expression in Glioblastomzellen (34), wéhrend im
Gegensatz dazu Xiao et al. eine Induktion von TGF-B bei erhéhter miR-564-Konzentration im
hypertrophen Narbengewebe diskutierten (35). Es ist bekannt, dass miR-564 im Nierengewebe
exprimiert wird (36), jedoch wird miR-564 im Zusammenhang mit renalen Erkrankungen bisher
nicht genannt. Dennoch kdnnte miR-564 durch die Regulation von TGF-f nicht nur in Maligno-
men, sondern auch in der Entstehung von Nierenerkrankungen eine besondere Bedeutung zu kom-

men.

Der Einfluss von Ang Il auf die Expression von TMEM63C

Ang Il ist ein kreislaufregulierender Mediator, welcher tiber Ang I1-Rezeptoren zur Vasokonstrik-
tion, Sympatikusaktivierung und Freisetzung von Aldosteron aus der Nebennierenrinde fiihrt (37).
Zudem zeigten verschiedene Studien, dass Ang Il im Rahmen der hypertensiven Nephropathie an
relevanten pathophysiologischen Prozessen beteiligt ist und durch die Aktivierung verschiedener
Signalkaskaden inflammatorische und fibrotische Prozesse in der Niere begiinstigt, wodurch es zu
einem Funktionsverlust der Niere, einhergehend mit Albuminurie, kommen kann (4, 37-39). So
beschrieben Ding et al., dass Ang Il u. a. iiber den Transkriptionsfaktor NFkB oder auch {iber die
TGF-B/SMAD?3-Signalkaskade seine Wirkung in den Zellen entfaltet und es so zur Expression
von Zytokinen wie TNF-a oder IL-1p und zur Induktion einer Nierenfibrose kommt (4). Ferner
konnte nachgewiesen werden, dass es unter der Ang Il-Stimulation zu einer Hemmung des Neph-
rin-Akt-Signalweges kommt, woraus ein Funktionsverlust und eine vermehrte Zellapoptose der

Podozyten resultieren kann (39). Wéhrenddessen beschrieben Hu et al. eine vermehrte Aktivierung
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des PI3K/Akt-Signalweges unter Ang Il-Stimulation einhergehend mit fibrotischen Prozessen in
chronischen Nierenerkrankungen (40). In unseren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
die Stimulation von hPC mit Ang I, TMEMG63C konzentrations- und zeitabhangig induziert.

Die transkriptionelle Regulation von TMEM63C iiber NFxB

NFkB ist ein Transkriptionsfaktor, welchem eine bedeutende Rolle im Rahmen der Zytokinpro-
duktion, Zellproliferation und im Zelliberleben zukommt (10). In verschiedenen Studien wurde
nachgewiesen, dass Ang Il zu einer verstarkten Phosphorylierung von IkBa und p65 fuhrt,
wodurch es zu einer vermehrten Translokation des aktivierten NFkB-Komplexes in den Zellkern
mit einer gesteigerten DNA-Bindungsaktivitat kommt (4, 24). Dieser Prozess wird als wichtiger
Vorgang in der chronischen Inflammation, durch die Regulation proinflammatorischer Zytokine,
beschrieben (24). In unseren Versuchen war unter der Inhibition von NFxB eine signifikante Re-
duktion der TMEMG63C-Expression in hPC erkennbar. Ferner liel3 sich dieser Effekt nicht durch
eine Ang II-Stimulation beeinflussen, sodass die Vermutung naheliegt, dass die Expression von
TMEMG63C unter physiologischen sowie unter pathophysiologischen Bedingungen durch NFkB

reguliert wird.

Die Bedeutung von TGF-£ auf die Expression von TMEM63C

TGF-B ist ein profibrotisches Zytokin und stellt ein zentrales Signalprotein bei der Entstehung von
glomeruléren und tubulointerstitialen Pathologien im Rahmen der chronischen Nierenerkrankun-
gen dar (41, 42). So fihrt TGF-B zu einer tubulointerstitialen Fibrose und zur Dysfunktion von
Podozyten (43). In diesem Zusammenhang diskutierten Lee et al. eine Induktion der Apoptose,
eine Loslésung der Podozyten von der Basalmembran und den Prozess der EMT in Podozyten
unter erhdhten TGF-p-Konzentrationen (44). Ying et al. bestarkten einen mal3geblichen Einfluss
von TGF-B auf die EMT in Podozyten mit daraus resultierender Fibrose und Proteinurie als mog-
liche Folgen (45). Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Expression von TGF-p durch
miR-564 (34, 35) und Ang Il beeinflusst wird (4, 46). Da miR-564 und Ang Il ebenfalls einen
Einfluss auf die Expression von TMEMG63C haben, untersuchten wir im Folgenden die Wirkung
von TGF-p auf die TMEMG63C-Expression in Nierenzellen. In unseren Versuchen lie sich sowohl
in HEK 293 als auch in hPC ein konzentrationsabhéngiger Anstieg der Bildung von TMEMG63C
unter TGF-B-Stimulation zeigen.

In unseren Untersuchungen zu den Regulationsmechanismen von TMEMG63C konnte nachgewie-

sen werden, dass TMEMG63C durch pathophysiologisch relevante Mediatoren kontrolliert wird,
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welche u. a. im direkten Zusammenhang mit Inflammation und Fibrose stehen. Gleichzeitig be-
schrieben Schulz et al. einen protektiven Effekt von TMEM®63C auf die glomerulare Filterfunktion
und das Zelliberleben von Podozyten (14). Daher interessierte uns, welche konkrete Funktion
TMEMG63C im Erhalt der Nierenfunktion und der Zellviabilitat einnehmen kdnnte. Um diese Frage
beantworten zu konnen, wurden im Folgenden Experimente zu den moglichen Einfliissen von
TMEMG63C auf Proteine durchgefihrt, die relevant fiir die Steuerung von der Nierenfunktion und

das Zelliberleben sind.

4.2 Funktionsanalysen zu TMEMG63C in humanen Nierenzellen

Der Einfluss von TMEMG63C auf das Verhéltnis von a-SMA zu E-Cadherin

In der Literatur wird die durch TGF-f initiierte EMT als Ursache fiir den Funktionsverlust der
Niere bei den chronischen Nierenerkrankungen kritisch diskutiert (47, 48). Wéhrend einige Stu-
dien den Einfluss der EMT in Nierenzellen anzweifeln (48, 49), scheint die aktuelle Datenlage
sich fiir einen - zumindest partiellen — Einfluss der EMT im Rahmen der chronischen Destruktion
des Gewebes auszusprechen (47, 50). Auch wenn die EMT in Nierenzellen Gegenstand aktueller
Debatten ist, haben wir einen moglichen Einfluss von TMEMG63C auf die EMT untersucht, da
TMEMG63C sowohl durch miR-564, welche die EMT in malignen Prozessen unterdriickt (33), als
auch durch TGF-p, welcher als Initiator der EMT gilt (42), beeinflusst wird. In der EMT verlieren
Zellen ihre epithelialen Eigenschaften und entwickeln einen mesenchymalen Phanotyp (51). In der
Literatur werden verschiedene Proteine beschrieben, die typischerweise vorrangig in epithelialen
Zellen exprimiert werden, wie E-Cadherin oder Fibronektin und Proteine, welche in mesenchyma-
len Zellen vermehrt auftreten, wie N-Cadherin, a-SMA oder Vimentin (52). Da HEK 293 sowohl
epitheliale als auch mesenchymale Marker exprimieren (23), wurde diese Zelllinie genutzt, um in
ersten Versuchen eine mogliche Wirkung von TMEMG63C auf die EMT zu untersuchen. Hierbei
wurde, Du et al. folgend, die signifikante Veranderung des Verhéltnisses von a-SMA zu E-Cad-
herin als moglicher Indikator fur eine tubulare EMT angesehen (53). In unseren Versuchen zeigte
sich unter der verminderten TMEMG63C-Expression ein Anstieg von a-SMA im Verhéltnis zu E-
Cadherin. Wahrend diese Ergebnisse auf eine Beglinstigung der tubuléren Fibrose unter
TMEMG63C-Suppression hinweisen, zeigte sich unter TGF-B-Stimulation eine erhdhte Expression
von TMEM®G3C. Dieser Anstieg konnte als ein protektiver Mechanismus von TMEM63C unter
pathophysiologischen Bedingungen, wie sie beispielsweise bei der renalen Fibrose vorkommen,
interpretiert werden. Es sollten jedoch weitere Experimente durchgefiihrt werden, um die Bedeu-
tung von TMEM®G63C in EMT-Prozessen und der Expressionskontrolle von Proteinen, welche in

der tubuléren Fibrose involviert sind, besser beurteilen zu kdnnen.
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Der Effekt von TMEMG63C auf die Nephrinexpression

Nephrin stellt ein essenzielles Strukturprotein der Schlitzmembran und somit des glomeruléren
Filters dar (9). Ein Mangel an Nephrin ist mit Albuminurie und einer verminderten Viabilitat der
Podozyten assoziiert (9). Schulz et al. beschrieben unter der Suppression von TMEMG63C eine
Albuminurie in Zebrafischmodellen und konnten ein vermindertes Zelluberleben in Podozyten
nachweisen (14). In unseren Untersuchungen konnten wir zeigen, dass eine verminderte Expres-
sion von TMEM®G63C zu einer verminderten Nephrin-Expression fiihrt. Dies wiederum stiitzt die
Beobachtung von Schulz et al., dass TMEMG63C eine wichtige Rolle im Erhalt der Nierenfunktion
einnehmen konnte (14).

Zudem wird der Prozess der EMT nicht nur in HEK 293, sondern auch in hPC beschrieben. Da
hPC als atypische epitheliale Zellen diskutiert werden, zeigt sich hier ein verandertes Expressions-
muster in der EMT (54). Bei der EMT in Podozyten, welche auch als ,,podocyte disease transfor-
mation“ bezeichnet wird (54), wird eine reduzierte Expression von Podocin, Nephrin und P-Cad-
herin beschrieben, wihrend es zu einem Anstieg von a-SMA und N-Cadherin kommt (45). Die
verminderte Expression von Nephrin unter TMEMG63C-Suppression konnte somit wiederum auf

eine protektive Funktion von TMEMG63C innerhalb pathophysiologischer Prozesse hindeuten.

Die Wirkung von TMEMG63C auf die Phosphorylierung von Akt

Akt ist eine Serin/Threonin-spezifische Proteinkinase, welche eine entscheidende Rolle in der Re-
gulation von verschiedenen Zellprozessen wie Apoptose, Proliferation oder Zellmigration spielt
(10). In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass es Uber eine Aktivierung des
PI3K/Akt Signalweges zu einer verminderten Apoptose von Nierenzellen kommt (11, 55, 56). Der
Einfluss des PI3K/Akt-Signalweges auf die Entstehung der interstitiellen Fibrose wird hingegen
kontrovers diskutiert (40, 55). Wahrend Lin et al. eine Inhibierung der interstitiellen Fibrose tiber
den PI3K/Akt-Signalweg vermuteten (55), konnten durch Hu et al. eine Forderung der interstitiel-
len Fibrose Gber den PI3K/Akt-Signalweg beobachtet werden (40). In unseren Versuchen kam es
unter einer reduzierten Expression von TMEM®G63C zu einer signifikant verminderten Phosphory-
lierung von Akt in hPC. Somit kdnnte TMEMG63C Uber die Beeinflussung der Aktivitat von Akt
die Viabilitat dieser Zellen beeinflussen. Welche Bedeutung die verminderte Aktivierung von Akt
unter TMEMG63C-Suppression in fibrotischen Prozessen hat, sollte jedoch Gegenstand weiterer

Untersuchungen sein.
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Die Bedeutung von TMEMG63C fir die Zellviabilitat und Apoptose

Schulz et al. beschrieben ein vermindertes Uberleben von hPC sowie eine vermehrte Translokation
von Cytochrom C aus den Mitochondrien in das Zytosol unter TMEMG63C-Suppression (14).
Diese Beobachtungen lielen sich in unseren Versuchen reproduzieren. Auch in HEK 293 fiihrte
die siRNA-vermittelte Hemmung der TMEMG63C-Expression zu einer signifikant verringerten Vi-
abilitat dieser Zellen. Um die Relevanz von TMEMG63C fiir das Zelluberleben in pathophysiologi-
schen Prozessen besser einordnen zu kénnen, untersuchten wir die Viabilitat von hPC unter Ang
I1-Stimulation. Hierbei konnte gezeigt werden, dass es unter erhéhten Ang I1-Konzentrationen und
einer gleichzeitigen Suppression von TMEMG63C zu einem signifikanten Abfall der Zellviabilitat
kommt. Zusatzlich konnten wir einen signifikanten Anstieg proapoptotischer Prozesse in diesen
Zellen nachweisen. Diese Beobachtungen legen nahe, dass TMEM®63C einen wichtigen protekti-

ven Einfluss auf die Zellviabilitdt im Rahmen pathophysiologischer Prozesse besitzen kénnte.

Insgesamt deuten diese ersten Funktionsanalysen von TMEMG63C darauf hin, dass TMEM63C
eine hohe Relevanz fiir das renale Zellliberleben sowie fiir den Erhalt der Nierenfunktion im Rah-
men pathophysiologischer Prozesse haben kdnnte und bestdtigen somit die Beobachtung von
Schulz et al. aus dem Jahr 2019 (14).

4.3 Zusammenfassung

In unseren Versuchen wurde erstmalig die Steuerung der TMEM63C-Expression untersucht und
erste Analysen zu moglichen Funktionen und der Bedeutung von TMEMG63C fir die Nierenfunk-
tion durchgefihrt. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass miR-564 die Bildung
von TMEMG63C post-transkriptionell reguliert. Zudem wurde in unseren Versuchen nachgewiesen,
dass die Expression von TMEMG63C durch einflussreiche Mediatoren, welche eine tragende Rolle
in pathophysiologischen Prozessen einnehmen, beeinflusst wird. So wurde ein signifikanter An-
stieg von TMEMG63C unter Ang Il- bzw. TGF-B-Stimulation beobachtet. Dartber hinaus wurde
gezeigt, dass die Expression von TMEMG63C durch den Transkriptionsfaktor NFxB reguliert wird.
Schulz et al. vermuteten eine entscheidende Bedeutung von TMEMG63C fiir die glomerulare Fil-
terfunktion und das Zellliberleben von Nierenzellen (14). In unseren Studien wurde nachgewiesen,
dass TMEMG63C die Expression wichtiger Proteine der Nierenfunktion wie Nephrin oder Akt be-
einflusst. Zudem legen erste Versuche nahe, dass TMEMG63C in den Prozess der interstitiellen
Fibrose involviert sein kénnte, indem es die Expression entscheidender Proteine der EMT beein-

flusst. Aullerdem zeigten unsere Experimente, dass es unter der verminderten Expression von

17



TMEMG63C zu einem reduzierten Zelluberleben von HEK 293 und hPC, und zusétzlich zu einer
Erh6hung proapoptotischer Prozesse in hPC kommt. Dartiber hinaus sahen wir diesen Effekt auch
unter Ang Il-Stimulation, sodass die Vermutung nahe liegt, dass TMEMG63C einen wichtigen pro-
tektiven Einfluss auf die Zellviabilitdt im Rahmen physiologischer sowie pathophysiologischer
Prozesse besitzen konnte.

Die vorliegenden Daten geben erste Hinweise auf Regulationsmechanismen und moégliche Funk-
tionen von TMEMG63C im Rahmen pathophysiologisch relevanter Prozesse in humanen Nieren-
zellen. Allerdings sollten weitere Studien folgen, welche gezielt den Einfluss von TMEMG63C auf
zellulére Effekte, wie auf Signalkaskaden oder Expressionskontrolle, untersuchen. Zudem sollten
weitere Experimente in vivo geplant werden, um die Funktion von TMEMG63C in pathophysiolo-
gischen Prozessen besser verstehen zu kénnen.

Im Einklang mit den Ergebnissen von Schulz et al. stiitzen unsere Ergebnisse die Vermutung, dass
TMEMG63C 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 koénnte (14).
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Abstract

Introduction: Transmembrane protein (TMEM) 63C is a member of the TMEM gene family
and was recently linked to glomerular filtration barrier function and albuminuria. Its molecu-
lar function and expression regulation are largely unknown. Objective: In this study, we
set out to characterize the regulating impact of microRNAs (miRNAs) such as miRNA-564
(miR-564) on TMEM63C expression in renal cells. Also, we examined the influence of trans-
forming growth factor beta (TGF-B) on TMEM63C expression and the potential impact of
TMEMG63C inhibition on epithelial-mesenchymal transition (EMT) in renal cells and on cell vi-
ability in human embryonic kidney 293 cells (HEK 293). Methods: Expression analyses were
done using real-time PCR and Western blot. Dual luciferase assay was performed to determine
the miRNA-mediated expression control. Cell viability was assessed via trypan blue exclusion
staining. Results and Conclusions: MiR-564 reduced TMEM63C expression in HEK 293 and
human podocytes (hPC). The treatment of renal cells with TGF-B led to an increased expres-
sion of TMEM63C. Moreover, a reduced TMEM63C expression was associated with a changed
ratio of EMT marker proteins such as a-smooth muscle actin versus E-cadherin in HEK 293 and
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decreased nephrin expression in hPC. In addition, cell viability was reduced upon inhibition
of TMEM63C expression in HEK 293. This study demonstrates first mechanisms involved in

TMEMG63C expression regulation and a link to EMT in renal cells. © 2020 The Author(s).
Published by S. Karger AG, Basel

Introduction

Podocytes are terminally differentiated and highly specialized glomerular cells with a
great importance for the glomerular filtration barrier (GFB) [1]. In this context, nephrin is
known as an essential structural protein of the slit diaphragm and is considerably involved
in the preservation of glomerular function as well as podocyte viability [2]. The injury or loss
of podocytes leads to albuminuria and plays a pivotal role in several glomerular diseases
including diabetic and non-diabetic kidney diseases [3, 4]. While albuminuria itself repre-
sents a marker of renal damage, it also has a direct pathogenic effect on renal tissue [5, 6].
Therefore, albuminuria is discussed as suitable therapeutic target for intervention to slow the
progression of CKD [5].

Recently, a study identified transmembrane protein (TMEM) 63C as a novel candidate
foralbuminuria development [7]. TMEM63C,a member of the TMEM gene family, is expressed
in the kidney, but also in many other tissues such as the cerebral cortex and endocrine tissues
[7]. Schulz et al. [7] showed a loss of TMEM63C expression in podocytes of patients with focal
segmental glomerulosclerosis. In addition, functional studies in zebra fish models suggested
that TMEM63C could play an important role in GFB function [7]. Nevertheless, the biological
function of TMEM63C and its expression regulation are widely unknown.

MicroRNAs (miRNAs) are short, non-coding RNAs consisting of 20-22 nucleotides, which
are known to be influential regulators of post-transcriptional gene expression [8]. The regu-
lation and function of miRNAs are subject of currentresearch. In this context, previous studies
described a major influence of miRNAs on kidney diseases [8-10]. For example, miRNA-21
(miR-21), miR-29, and miR-192 were found to play a pathophysiological role in renal fibrosis
induced by transforming growth factor beta (TGF-3) [10]. Furthermore, the regulating effect
of miRNAs becomes more important in cancer research. In this regard, the impact of several
miRNAs, such as miR-21, miR-22, and miR-566, were described in the pathogenesis of renal
cell cancer [11-13].

This study sets out to characterize the post-transcriptional regulation of TMEM63C
expression by miRNAs including miR-30b and miR-564 in renal cells. Moreover, we analyzed
the impact of small interfering RNA (siRNA)-mediated TMEM63C inhibition on cell viability.
In addition, the effect of TGF-3 on TMEM63C regulation and the impact of TMEM63C defi-
ciency on epithelial-mesenchymal transition (EMT) were analyzed in cell culture studies.

Methods

Cell Culture

Human podocytes (hPC; supplied by Dr. M. Saleem, University of Bristol, Bristol, UK)
were cultured and differentiated as described previously [14]. For our investigations, we not
only used hPC, but also human embryonic kidney 293 cells (HEK 293) due to its high trans-
fection efficiency and as suitable model to study epithelial characteristics in kidney cells. HEK
293 (a kind gift of Prof. Dr. H. Fechner, Technical University of Berlin, Berlin, Germany) were
cultured in DMEM enriched with 10% fetal bovine serum and 1% penicillin/streptomycin -
all provided by Biochrom GmbH, Berlin, Germany. HEK 293 were grown in a humidified incu-
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Table 1. The primer sequences

of real-time PCR Gene Primer sequences (5'->3')
TMEM63C
Forward CAAGCGTGTCCGTAAGGATT
Reverse ACAATTGGGTTCTGCAGCTT
GAPDH
Forward GAGTCAACGGATTTGGTCGT
Reverse GATCTCGCTCCTGGAAGATG
Nephrin
Forward ATCCTCTCCATCCTGGTTCC
Reverse GTCCTGGAGGGAACAGAACA
E-cadherin
Forward ACATTTCCCAACTCCTCTCC
Reverse TCTGTCACCTTCAGCCATC
a-SMA
Forward CGAAGCACAGAGCAAAAGAG
Reverse AGGCATAGAGAGACAGCACCG

bator at 37°C and with 5% CO,. Before transfection, HEK 293 and hPC were starved in fetal
bovine serum-free DMEM or RPMI 1640, respectively. 200 nM of miR-30b, miR-564, or
negative control (miRControl) miRNA mimic was used for miRNA transfection. For siRNA
transfection, 200 nM of TMEM63C siRNAs (siTMEM63C) or scrambled control siRNAs
(siControl) were deployed. Transfection was done by using Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen
GmbH, Karlsruhe, Germany). The inhibitory effect of sSiTMEM63C was examined on mRNA
and protein levels. For stimulation, hPC and HEK 293 were treated with 5 and 10 ng/mL
TGF-B (eBioscience; Thermo Fisher Scientific GmbH, Waltham, MA, USA), respectively, for
48 h. Transfection efficiency, determined by Dy547 transfection control (200 nmol/L; Fisher
Scientific - Germany GmbH, Schwerte, Germany), was determined to be 25% in hPC [14] and
62% in HEK 293.

Real-Time PCR

Analyses of mRNA expression were performed as described previously [14]. Specific
TagMan® Gene Expression Assays (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) were
utilized for determination of TMEM63C, nephrin, a-smooth muscle actin (a-SMA), E-cadherin,
and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase expression, following the manufacturer’s
instructions. Real-time PCR was accomplished by means of 7500 Fast Real-time PCR System
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) using the following conditions: 50°C, 2 min; 95°C,
20 s; 45 cycles 95°C, 3 s; 60°C, 30 s. The PCR primers used are shown in Table 1.

Western Blotting

Western blot analyses were done as described previously [15]. Specific antibodies against
TMEM63C (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munich, Germany) and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (Calbiochem, Darmstadt, Germany) were used for detection. Blots were visu-
alized and quantified by using FUSION FX7 (Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland)
and Gel-Pro Analyser software version 4.0.00.001 (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA).

Dual Luciferase Activity Assay

For determination of dual luciferase activity, 2 x 10* HEK 293 were treated with miR-30b,
miR-564, or miRControl in 96-well plates. Cells were co-transfected with aforementioned
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Fig. 1. The impact of miR-30b and
miR-564 on TMEM63C protein
expression in HEK 293. The pro-
tein expression of TMEM63C in
HEK 293 transfected with
miR-30b, miR-564, or a negative
control miRNA mimic (miRCon- .

trol) is depicted. The expression

was analyzed after 48 h. GAPDH TMEM63C (93 kD) . - a
was used for normalization.

Shown is the mean + SEM of at
least 3 independent experiments. GAPDH (37 kD -
(*) p < 0.05. miR, miRNA; ( ) c-n -
TMEM63C, transmembrane pro-
tein 63C; HEK 293, human embry- miRControl % . .
onic kidney cells 293; GAPDH, miR-30b . + G
glyceraldehyde-3-phosphate de- miR-564 - . +
hydrogenase.

0.54

relative protein expression of
TMEM63C/GAPDH in HEK 293

miRNAs and 200 ng/mL dual luciferase reporter vector (3’'UTR-TMEM®63C vec) containing
the 3’-untranslated region (3'UTR) of TMEM63C, a reporter vector (3'UTR-TMEM63C-mut
vec) containing a mutated miRNA binding site in the 3'UTR of TMEM63C or a negative control
vector (control vec), respectively (provided by GeneCopoeia, Inc., Rockville, MD, USA). After
24 h, dual luciferase activity was analyzed by using a luciferase reporter assay (Promega
GmbH, Mannheim, Germany) following the manufacturer’s protocol.

Cell Viability Assay

Cell viability was determined by a trypan blue staining assay. In brief, HEK 293 were
seeded in 12-well plates and transfected with 200 nM siTMEM®63C or siControl, as described
previously. After 48 h, cells were removed from the wells using trypsin-EDTA and subse-
quently resuspended in fresh DMEM. 10 pL of cell suspension was mixed with 90 pL of trypan
blue solution (Biochrom GmbH, Berlin, Germany). Eventually, living and trypan blue-stained
dead cells were counted using a C-Chip Neubauer improved hemocytometer chamber (Carl
Roth GmbH & Co. KG., Karlsruhe, Germany).

Statistical Analysis
All results were represented as mean + standard error the mean (SEM) and analyzed by
Student’s t test or one-way ANOVA. A probability value (p) <0.05 was deemed as significant.

Results

Impact of Different miRNAs on TMEM63C Expression in HEK 293

First, we performed in silico analysis to identify potential miRNAs modulating TMEM63C
expression on post-transcriptional level. In our analysis, we searched relevant databases,
such as TargetScanHuman 7.1 (www.targetscan.org), miRDB (www.mirdb.org), and Diana
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Fig. 2. The influence of miR-30b and miR-564 on luciferase activity in HEK 293. Shown is the luciferase ac-
tivity in HEK 293 transfected with (a) luciferase reporter construct containing 3'UTR of TMEM63C (3'UTR-
TMEMG63C vec) and co-transfected with miR-30b, miR-564, or a negative control miRNA mimic (miRControl).
For control, HEK 293 were co-transfected with (b) control vector (3'UTR-TMEM63C-mut vec), containing a
mutated miRNA binding site in the 3'UTR of TMEM63C, and (¢) a non-functional control vector (control vec),
respectively. Firefly luciferase activity was determined 24 h after transfection and normalized against re-
nilla luciferase activity. In a, b, ¢, the mean + SEM of at least 3 independent experiments is shown. (***) p <
0.001. n.s,, no significant difference; miR, miRNA; HEK 293, human embryonic kidney cells 293; 3'UTR, 3'-un-
translated region; TMEM63C, transmembrane protein 63C.

Tools (www.diana.imis.athena-innovation.gr). All of the abovementioned prediction tools
revealed miR-30b and miR-564 as potential candidates for TMEM63C expression regulation
via binding to the 3'UTR of TMEM63C mRNA. To examine the effect of the potential miRNA
candidates on TMEM63C expression, we used respective miRNA mimics in our experiments.
Next, we determined the influence of the aforementioned miRNAs on protein expression of
TMEM63C in HEK 293. In our experiments, miR-30b and miR-564 led to a decreased protein
generation of TMEM63C after 48 h (Fig. 1).
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Fig. 3. The impact of TMEM63C inhibition on cell viability in HEK 293. HEK 293 were treated with specific
siRNAs against TMEM63C (siTMEM63C) or scrambled control siRNAs (siControl) for 48 h. Shown is the (a)
protein expression of TMEM63C and the (b) cell viability of HEK 293. The mean + SEM of at least 3 indepen-
dent experiments is represented. (**) p < 0.01; (***) p < 0.001. TMEM63C, transmembrane protein 63C; HEK
293, human embryonic kKidney cells 293; siRNA, small interfering RNA.

Relative Luciferase Activity Measurement in HEK 293

Compared to controls, co-transfection of cells with the TMEM63C reporter vector and
miR-564 led to a reduced luciferase activity, whereas co-transfection with a TMEM63C
reporter vector including a mutated 3'UTR binding site and miR-564 exhibited no significant
difference in luciferase activity (Fig. 2a, b). In contrast, co-treatment of HEK 293 with the
reporter construct and miR-30b had no significant impact on luciferase activity in relation to
controls (Fig. 2a).

Cell Viability of HEK 293 Was Decreased by siRNA-Mediated Inhibition of TMEM63C

After 48 h, we observed a significant reduction of TMEM63C protein expression in
siTMEMG63C-treated cells (Fig. 3a). Compared to controls, cell viability was also significantly
reduced in siTMEM63C-transfected HEK 293 after 48 h (Fig. 3b).

TGF-B Stimulation Increased TMEM63C Protein Expression in HEK 293

We analyzed the impact of TGF-§ stimulation on TMEM63C expression in HEK 293 after
48 h. Compared to controls, treatment of the cells with TGF-f8 increased TMEM63C expression
on protein level in a concentration-dependent manner (Fig. 4).

The Ratio of a-SMA versus E-Cadherin Was Affected by TMEM63C Expression

To investigate the impact of TMEM63C on EMT, we transfected HEK 293 with specific
siRNAs against TMEM63C for 48 h and analyzed the ratio of a-SMA versus E-cadherin mRNA
expression. Compared to controls, the ratio of a-SMA versus E-cadherin increased signifi-
cantly in siTMEM63C-treated cells (Fig. 5).
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Fig. 4. The effect of TGF-f stimu-
lation on TMEM63C protein ex-
pression in HEK 293. HEK 293
were stimulated with 5 or 10 ng/
mL TGF-f for 48 h. TMEM63C was
normalized against GAPDH. The
mean + SEM of at least 3 indepen-
dent experiments is shown. (*) p <
0.05. n.s, no significant differ-
ence; TGF-B, transforming growth
factor beta; TMEM63C, trans-
membrane protein 63C; HEK 293,
human embryonic kidney cells
293; GAPDH, glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase.

Fig. 5. The effect of TMEM63C in-
hibition on a-SMA versus E-cad-
herin. HEK 293 were transfected
with inhibitory siRNAs against
TMEM63C (siTMEM63C) or non-
sense control siRNAs (siControl)
for 48 h. Shown is the ratio of
mRNA expression of a-SMA ver-
sus  E-cadherin  normalized
against GAPDH. The mean + SEM
of at least 3 independent experi-
ments is represented. (***) p <
0.001. TMEMG63C, transmem-
brane protein 63C; «o-SMA,
a-smooth muscle actin; HEK 293,
human embryonic kidney cells
293; siRNA, small interfering
RNA.
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MiR-564 Decreased TMEM63C Expression in hPC

In addition to the experiments in HEK 293, we analyzed the impact of miR-564 on
TMEM63C expression in hPC. Compared to controls, TMEM63C mRNA expression was signif-

icantly reduced in miR-564-transfected cells after 48 h (Fig. 6).

TGF-B Stimulation Increased TMEM63C Protein Expression in hPC

Subsequently, we investigated the impact of TGF-f on TMEM63C expression in hPC.
Compared to controls, the treatment of the cells with 5 or 10 ng/mL TGF-3 for 48 h increased

TMEMG63C expression on protein level in a concentration-dependent manner (Fig. 7).
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Fig. 6. The effect of miR-564 on I I
TMEM63C mRNA expression in
hPC. Shown is the expression of
TMEM63C mRNA in hPC. Cells
were transfected with miR-564 or
a negative control miRNA mimic
(miRControl). The expression
was analyzed after 48 h. GAPDH
was used for normalization. The
mean + SEM of at least 3 indepen-
dent experiments is shown. (**¥)
p<0.001.miR, miRNA; TMEM63C,
transmembrane protein  63C; i
hPC, human podocytes; GAPDH, mlRCpntroI R +
glyceraldehyde-3-phosphate de- miR-564

hydrogenase.
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relative mRNA expression of
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Fig. 7. The effect of TGF-f stimu-
lation on TMEM63C protein ex-
pression in hPC. hPC were stimu-
lated with 5 and 10 ng/mL TGF-f
for 48 h, respectively. TMEM63C
was normalized against GAPDH.
The mean + SEM of atleast 3 inde-
pendent experiments is shown. TMEM63C (93 kD) a
(*) p<0.05; (***) p <0.001. TGF-B, - -
transforming growth factor beta;
TMEM63C, transmembrane pro- GAPDH (37 kD) .. -
tein 63C; hPC, human podocytes;

GAPDH, glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase.

relative protein expression of
TMEM63C/GAPDH in hPC

TGF-8 [ng/mi] 0 5 10

Expression of Nephrin Was Reduced by siRNA-Mediated Inhibition of TMEM63C in hPC

Moreover, we studied the impact of TMEM63C expression on nephrin generation in hPC.
Transfection of cells with TMEM63C-specificsiRNAsled toasignificant reduction of TMEM63C
mRNA expression in hPC (Fig. 8a). Compared to controls, siRNA-mediated downregulation of
TMEM63C was additionally associated with a significant decrease in nephrin expression on
mRNA level after 48 h (Fig. 8b).

KARGER

36



Kidney Kidney Blood Press Res

&
Blood Pressure DOI: 10.1159/000508477 | © 2020 The Author(s). Published by S. Karger AG, Basel
Resea I'Ch www.karger.com/kbr

Orphal et al: TMEM63C Is Regulated by miR-564 and TGF- in Renal Cells

_—
Y

—
P
o
—

-
o
J

-
o
1

=4
o
X

relative mRNA expression of
relative mRNA expression of
nephrin/GAPDH in hPC

TMEME63C/GAPDH in hPC

0.0-

siControl + - siControl + .
siTMEM63C . + SiTMEM63C B +

Fig. 8. TMEM63C and nephrin expression in siTMEM63C-treated hPC. hPC were transfected with inhibitory
siRNAs against TMEM63C (siTMEM63C) or nonsense control siRNAs (siControl) for 48 h. Shown is the mRNA
expression of (a) TMEM63C and (b) nephrin. The mean + SEM of at least 3 independent experiments is rep-
resented. (***) p < 0.001; (****) p <0.0001. TMEM63C, transmembrane protein 63C; hPC, human podocytes;
siRNA, small interfering RNA.

Discussion

In this study, we identified TMEM63C as a direct target of miR-564. Furthermore, we
showed an association between TMEM63C deficiency and reduced cell viability. Moreover,
TMEMG63C expression was found to be modulated by TGF-f stimulation in kidney cells. In
addition to previous data [7], our data indicate that TMEM63C could be involved not only in
GFB function but also in EMT.

Post-transcriptional Regulation of TMEM63C Expression by miR-564

We investigated the role of miRNAs in the regulation of TMEM63C expression. In a first
step, we performed in silico analysis to identify potential miRNAs modulating TMEM63C
expression on post-transcriptional level. In silico analysis is based on different computational
algorithms, which are using different parameters to predict the probability of a functional
miRNA binding site within a given mRNA target [16]. However, the characterization of miRNA-
mRNA interactions is challenging and difficult to predict [17]. For this reason, several miRNAs
were predicted to regulate TMEM63C expression. For our in vitro experiments, we selected
miR-30band miR-564 as very likely candidates for TMEM63C regulation. Both were predicted
by atleast 3 different prediction tools. In this study, we showed adirect reduction of TMEM63C
expression by miR-564 treatment in renal cells, while miR-30b inhibited TMEM63C possibly
rather indirectly. Both miRNAs were shown to be expressed in kidney cells [18].

Some miRNAs are already known to be significant participants in renal pathologies, such
as miR-21 or miR-192 in kidney fibrosis [10]. In addition, previous studies described a modu-
lating influence of miRNAs, such as miR-21, miR-22, or miR-566, in the genesis or prevention
of renal cell cancer [11-13]. So far, miR-564 has not been identified in the context of renal
pathologies, but various studies reported on the relevance of miR-564 and its function in
different cancer biology. In this regard, miR-564 was demonstrated to induce cell apoptosis
and to suppress cell proliferation in osteosarcoma cells by targeting protein kinase B [19].
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Mutlu et al. [20] showed an inhibitory effect of miR-564 on cell proliferation in breast cancer
cells due to suppression of phosphoinositide 3-kinase and mitogen-activated protein kinase.
In addition, ectopic expression of miR-564 was described to stop EMT and reduce the
migration and invasion of breast cancer cells [20]. In further studies, miR-564 was found to
modulate TGF-f in different cell types [21, 22]. Jiang et al. [21] showed that miR-564 reduced
TGF-p expression in glioblastoma cells. In another experimental setting, Xiao and Colleagues
[22] presented an upregulation of miR-564 to be associated with an increased TGF-
expression in hypertrophic scars. So far, the role of miR-564 in the kidney, and especially in
the context of renal pathologies, is unknown. However, miR-564 and its regulative function
on TGF-B and EMT may not only be important in cancer, but could also be relevant in the
modulation of renal fibrosis. In our study, miR-564 suppressed the expression of TMEM63C.
For this reason, we investigated the effects of reduced TMEM63C expression on renal cells
and studied the impact of TGF-f3 on TMEM63C expression.

Expression Regulation and Functional Effects of TMEM63C in HEK 293

Schulz et al. [7] showed the importance of TMEM63C expression for the maintenance of
GFB in zebra fish models and demonstrated its potential relevance in patients with focal
segmental glomerulosclerosis in translational studies. However, until now, the expression
regulation of TMEM63C is widely unexplored. In our experiments, we used HEK 293 - due to
its high transfection efficiency - to examine the expression regulation and impact of TMEM63C.
The recent report already showed impaired cell viability due to suppression of TMEM63C in
hPC [7]. In our study, we found downregulation of TMEM63C to be associated with reduced
viability also in other renal cells (HEK 293). These results suggest that TMEM63C may have a
beneficial effect on renal cell survival. Next, we analyzed the impact of TGF- on TMEM63C
expression. TGF-f is known as regulator and initiator of EMT and has been described as key
mediator of glomerular and tubulointerstitial pathobiology in CKD [23, 24]. In CKD, TGF-f3 led
to tubulointerstitial fibrosis and dysfunction of podocytes [25]. Previous studies showed that
miR-564 is involved in the regulation of TGF-$ [21, 22]. In this study, we found TGF-f to affect
TMEM®63C expression in a concentration-dependent manner. Further, we observed an inhib-
iting effect of miR-564 on TMEM63C generation. For this reason, we also studied the potential
role of TMEM63C in EMT. In EMT, cells lose progressively their epithelial characteristics and
acquire markers of mesenchymal phenotype [26]. Therefore, the ratio of epithelial and mesen-
chymal marker proteins is changed [27]. Typical epithelial markers are E-cadherin and fibro-
nectin, whereas typical mesenchymal proteins are N-cadherin, a-SMA, and vimentin [27]. HEK
293 were shown to express both epithelial and mesenchymal marker proteins [28]. Therefore,
we used these cells as suitable model to study the change of epithelial characteristics by altered
TMEM63C expression. We found reduced TMEM63C expression to be associated with an
increased ratio of a-SMA versus E-cadherin in HEK 293. This changing ratio of a-SMA versus
E-cadherin is discussed as an indicator for tubular EMT [29]. However, the precise role of
TMEMG63C in EMT of renal tubular epithelial cells remains uncertain and should be investi-
gated in further experiments. In conclusion, we found siTMEM63C to reduce cell viability in
HEK 293. In addition, we showed an association between reduced TMEM63C expression and
achangingexpression of proteins thatare involved in EMT. Therefore, the increased expression
of TMEM63C by TGF- might reflect a potential protective mechanism of TMEM63C in renal
cells under pathophysiological conditions, such as the development of renal fibrosis.

Expression Regulation and Functional Effects of TMEM63C in hPC

Similar to HEK 293, TGF-$ treatment increased TMEM63C expression in a concentration-
dependent manner in hPC. Enhanced TGF-f concentration is associated with podocyte apop-
tosis and detachment from the glomerular basement membrane, EMT, and the development
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of glomerulosclerosis [30]. For EMT studies in podocytes, it is important to consider that
these cells have been described as atypical epithelial cells with a different expression of
epithelial and mesenchymal proteins [31]. EMT in podocytes, also referred to as “podocyte
disease transformation,” is associated with a decrease in proteins such as podocin, nephrin,
and P-cadherin and an increase in a-SMA and N-cadherin [31, 32]. Moreover, Ghiggeri et al.
[33] indicated that nephrin elimination may trigger EMT in hPC. We showed that reduced
TMEMG63C expression is associated with decreased generation of nephrin in hPC. These data
support our suspicion that TMEM63C may play a potential role in modulation of EMT in renal
cells. Further, nephrin is known as an essential structural protein of the slit diaphragm and is
pivotal for the preservation of GFB function as well as podocyte viability [2]. Langham et al.
[34] also showed reduced nephrin expression to be associated with proteinuria in relevant
kidney diseases such as diabetic nephropathy. We found reduced nephrin expression by
inhibiting TMEM63C. For this reason, the current data support our previous observations
linking TMEM63C to the development of albuminuria [7]. Altogether, our results demon-
strated that TMEM63C is regulated by miR-564 and TGF-f3 in hPC and affects the expression
of nephrin and could therefore influence the preservation of renal filter function.

Conclusion

In this study, we identified TMEM63C as a direct target of miR-564 in human renal cells.
Moreover, the current study demonstrated that TMEM63C is regulated by TGF-f8 and could
be involved in EMT. However, the effects of TMEM63C on EMT have not yet been clarified and
should be investigated in further experiments. These experiments may include in vivo studies
or at least studies in primary kidney cells, since experiments in immortalized cell lines,
although important for mechanistic studies, should be viewed with some caution due to a
potential permissive oncogenic phenotype for EMT studies [35]. Moreover, the role of EMT
per se in the context of renal fibrosis has been questioned [36] and has been a matter of
controversy [37]. Nevertheless, more recent studies indicated that at least partial EMT may
be sufficient to promote renal fibrosis [38, 39] although evidence for human CKD is scant [37].

Our current results also support recently reported findings linking TMEM63C-
expression to GFB function and albuminuria [7]. In the latter study, downregulation of
TMEMG63C resulted in albuminuria in zebra fish models and reduced cell viability of hPC,
indicating a potential protective effect of TMEM63C for renal filter function [7]. In line with
these findings, the current study showed siTMEM63C to reduce nephrin, a pivotal protein for
the preservation of GFB function as well as podocyte viability [2]. Moreover, siRNA-mediated
downregulation of TMEM63C led to a reduced cell viability of HEK 293. On the other hand,
downregulationof TMEM63CinHEK293waslinkedtoEMTbyincreasingthea-SMA/E-cadherin
ratio and was thus associated with the activation of pro-fibrotic mechanisms [37]. In this
regard, our finding demonstrating an upregulation of TMEM63C by TGF-f3, which is a major
driver of renal fibrosis, may reflect a counter-balancing mechanistic link between TMEM63C
and TGF-f. Taken together, our data indicate that TMEM63C is not only linked to GFB function
but may also be involved in EMT control. Therefore, TMEM63C is a novel functional candidate
with potential impact for the development and progression of CKD.
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