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|.  Einleitung

1. Aufbau und Funktion der Niere

Die paarig angelegten Nieren spielen eine Schii@kelin der Regulation verschiedener
Kdrperfunktionen. Sie sind nicht nur Ausscheidumgaa, sondern tragen ebenso zur
Elektrolythomoostase bei, justieren den Blutdrucl sind metabolisch aktiv. Dariber hinaus
sind sie einerseits Angriffsort verschiedener Hammoandererseits werden in ihnen selbst

Botenstoffe mit systemischer Wirkung synthetisj@#].

Die menschliche Niere gliedert sich grundsatzlichRinde Kortex), Mark (Medulla) und
NierenbeckenRyelon mit angeschlossenem Abflusssystem - beginnendiemt Ureter. Im
Gegensatz zu kleinen Saugern, die unipapillare edidoesitzen, ist die humane Niere
multipapillar aufgebaut. Das heildt, dass sie sioB atwa sieben bis neun homologen
Untereinheiten, sogenanntdrobi renales zusammensetzt, die pranatal zu einem Organ
verschmelzen. Die etwa 1 cm dicke NierenrindeddeNierenkdrpercher3lomerul) enthalt,
umschliel3t dabei die etwa sieben bis neun Markpigleman deren Basis und dehnt sich auch

zwischen diesen afSolumnae renaleaus [57].

Die funktionelle Untereinheit des Nierenparenchystedlen der Glomerulus und das daran
angeschlossene Tubulussystem dar, welche zusamfassigals Nephron bezeichnet werden.
Uber einen Verbindungstubulus flieRt der Harn vomaeelf Nephronen in ein gemeinsames
Sammelrohr ab. Mehrere dieser vereinigen sich roaengréfieren Gangsystemen und minden
schlie3lich aldDuctus papillaresn die Spitze (Papille) des pyramidenférmigen MarRort
wird der Endharn in das Nierenbeckenkelchsystergemahieden [57, 92].

1.1  Glomerulus

Bei den Glomeruli handelt es sich um feine Kagitegtuel, die jeweils Uber ein Vas afferens
gespeist werden und in ein Vas efferens abflieRenbeiden Gefalde bilden den sogenannten
Gefal3pol des Nierenkérperchens. Eingebettet smd@Gdfalie in ein sogenanntes Mesangium,
das das feine GefalRgeflecht stitzt und an Phagayteon Proteinen sowie

Entziindungsprozessen mitwirkt [10, 57].

Jeder Glomerulus wird von einer doppelwandigen Bawkapsel umschlossen und bildet
damit ein Nierenkorperchen im eigentlichen Sinne.der physiologischen Terminologie
werden die Begriffe Glomerulus und Nierenkorperchetufig synonym verwendet. Das

viszerale und parietale Blatt der Bowman-Kapsd,sith am Gefal3pol vereinigen, begrenzen



dabei den Kapselraum, der den Priméarharn auffaiwgschen Kapillarlumen und Kapselraum
markiert ein dreischichtiger Filter die Blut-Hariet8anke. Molekile mit einer Masse Uber
80 kDa wie Globuline oder Erythrozyten werden dabwuriickgehalten, wohingegen Wasser
und Molekile mit einer Masse von 6-15 kDa, beispg#e Harnstoff und Glukose,
ungehindert passieren kdénnen. Diese Trennung iregter komplexen Architektur dieses
Filters begrtindet, der sich aus dem Kapillarendptlee glomerul&ren Basalmembran und dem
Schlitzdiaphragma zwischen den Podozyten - den effiignigen sekundéaren
Epithelauslaufern des viszeralen Blattes der BowKapsel — zusammensetzt. Jede der
einzelnen Schichten enthalt negativ geladene Betiéam und bedingt damit eine zuséatzliche
Selektion der gefilterten Molekile nach ihrer Lagumwobei nach aktuellem Stand die
Glykokalyx des Kapillarendothels vermutlich den§pen Beitrag leistet. Pro Minute filtrieren
die Glomeruli durch dieses hochspezialisierte Masarerk 120 mL Plasmaflissigkeit, wobei
der effektive Filtrationsdruck, der durch den Kigdiruck, den onkotischen Druck des Plasmas
sowie den Druck im Tubulus beeinflusst wird, dieebkraft dieses Vorgangs darstellt.

Ergebnis dessen ist ein Ultrafiltrat des Blutes,stgjenannte Primarharn [57, 92].

1.2  Tubulussystem

Im Tubulussystem wird der Primé&rharn durch ein kiexgs Zusammenspiel verschiedener
Resorptions- und Sekretionsvorgange zum Endharnekdriert. Dem glomerularen Gefal3pol
gegenuberliegend befindet sich der Harnpol. HiéfisBt sich ausgehend von der Bowman-
Kapsel der proximale Tubulus, der den Beginn ddsrssgmentéaren Tubulussystem definiert,
an. Die Nierenkanalched¢buli renale} gliedern sich jeweils in einen proximalen Tubulus
einen Intermediartubulus, einen distalen Tubulus@inen Verbindungstubulus mit Mindung
in ein Sammelrohr (siehe Abbildung 1.1). Proximaled distaler Tubulus werden weiter in
eine im Rindenlabyrinth lokalisiertears convolutaund eine in der Medulla liegendrars
rectaunterteilt, die beiden Anteile definieren so dieze zwischen Kortex und Medulla. Der
Intermediartubulus gliedert sich in el@rus descendensind ein Crus ascendensDer
vorwiegend in der Physiologie verwendete Termindsnle-Schleife” schliel3t Pars recta des
proximalen und distalen Tubulus sowie den Inter@dbulus mit ein [57]. Der proximale
Tubulus l&sst sich zusatzlich in drei Segmenterghéelern: Segment S1 umfasst den Grof3tell
derPars convolutaSegment S2 schliel3t die EndabschnittéP@des convolutaind den Anfang
derPars rectamit ein und Segment S3 meint letztendlich den RedPars rectaund befindet

sich vollstandig intramedullar [92].
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Neghrom histologischem Aufbau und

Zell-Zell-Kontakten der Epithelzellen der einzelnBumbulusabschnitte;
(1-3) Segmente des proximalen Tubulus, (4-5) Castendens (4) und
ascendens (5) des Intermediartubulus, (6) Pars destdistalen Tubulus,
(7) Makula densa, (8) distales Konvolut, (9) kcatdr Teil des

Sammelrohres mit Schaltzelle und Hauptzelle

(Nach Bulger u. Dobyan 1982, Kriz u. Kaissling 198% Bleich M, Lang F (2019) Aufbau der Niere
und glomerulare Filtration. In: Brandes R, LangEhmidt R F (Hrsg.) Physiologie des Menschen. Mit
Pathophysiologie, 32. Auflage. Springer, Berlin3$38 [10])

Da in der vorliegenden Arbeit lediglich die Absdbaiproximaler und distaler Tubulus sowie
Sammelrohr im Zellkulturmodell simuliert wurden, rdiian dieser Stelle auf eine nahere
Charakterisierung der Eigenschaften des Intermtedhéius und Verbindungstubulus

verzichtet und auf die Inhalte entsprechender Stalvaerke verwiesen [57, 92].



1.2.1 Proximaler Tubulus

Der proximale Tubulus leistet im Gesamtsystem de&ifdtgn Anteil, um die im Primarharn
enthaltenen Molekile gemeinsam mit dem Wassersarlvgeren. So werden etwa zwei Drittel
des im Glomerulus filtrierten Wassers, des Natriuom&l des Chlorids entlang dieses
Tubulusabschnittes zuriickgewonnen [26]. Dies sjtiesjgh auch im histologischen Aufbau
der Zellen wider, die optimal an ihre Transportaig angepasst sind. Ein Burstensaumepithel
mit langen Mikrovilli an der luminalen Membran s@ine ausgepragte Faltelung basolateral
vergrofRern die fur Transportvorgange zur Verfugstetpende Gesamtoberflache enorm. Allein
die luminale Seite der proximaleRartes convolutaebeider Nieren weist damit eine
Gesamtflache zwischen 40 und 8G auf [57, 92]. Zahlreiche Mitochondrien liefern die
Energie fur die basolateralen W& ™-ATPasen, die den wesentlichen Motor fur samtliche
Resorptionsvorgange im gesamten Tubulussystenmetiarstindem sie einen transepithelialen

elektrochemischen Gradienten tber der luminalelmig&shbran aufbauen [57].

1.2.1.1 Wesentliche Resorptionsvorgange im prdeimaubulus

Insbesondere Nagekoppelte Transportprozesse leisten einen wésleenl Beitrag an den im
proximalen Tubulus stattfindenden Resorptionsvoggan Unterschieden werden dabei
elektroneutrale N@H"-Antiportcarrier und NaSymportcarrier. Erstere sind entscheidend an
der Resorption von Bikarbonat beteiligt. Im Austdusnit einem Nalon nach intrazellular
erfolgt der Transport eines *Hons nach extrazellular, welches dort mit Bikaraibrzu
Kohlensaure reagiert und unter Katalyse durch dieb@anhydrase IV in der luminalen
Zellwand in Kohlenstoffdioxid und Wasser zerfakiohlenstoffdioxid diffundiert schlie3lich
transmembranar in die Zelle, wo es Uber eine isthalare Carboanhydrase letztendlich wieder
in Bikarbonat umgewandelt wird, das (iber einen lagsal sitzenden NeBBHCCO*~ -Symporter
aus der Zelle transportiert wird [12, 92]. D-GlukpsGalactose, Phosphat, Sulfat,
L-Aminoséauren, Laktat, Acetat, Citrat, Acetoace&iccinat sowie weitere organische Sauren
wie Vitamin C hingegen verlassen das Tubulussystem Ubé&rSQyeportcarrier [12, 92]. Im
Hinblick auf die Thematik der Arbeit soll der Fokms Folgenden auf der Glukoseresorption
liegen, wahrend auf die genauen Resorptionsvorgélegeestlichen Stoffe im proximalen
Tubulus nicht ndher eingegangen wird.

1.2.1.2 Glukoseresorption im proximalen Tubulus
D-Glukose gelangt von luminal tber SGLT1 und SGI(3@dium-glucose transporter, Typ 1
und 2) in die proximale Tubuluszelle und verlasst thtrazellularraum tber GLUT2 (glucose

transporter 2) auf der basalen Zellmembran (sidbi@ldung 1.2).
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Abbildung 1.2: Glukoseresorption im proximalen Tlus

(aus Ghezzi et al (2018) Diabetologia DOI 10.1000125-018-4656-5; Adapted from Wright et al
(2011),  distributed under the terms of the CC BY 0 4.Attribution License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)[32])

Beide Natrium-Glucose-Transporter weisen untersiticiee Eigenschaften auf. Gemeinsam
ist ihnen aber, dass sie Uber den durch die basalat Na/K*-ATPase aufgebauten
elektrochemischen N&Gradienten sekundar aktiv Glukose im Symport ndt-Mnen nach
intrazellular beférdern. SGLT2 wird vor allem inrd8egmenten S1 und S2 des proximalen
Tubulus exprimiert. Der Transporter besitzt zwaneeseits eine hohe Transportkapazitat,
andererseits ist seine Affinitat jedoch gering. FBtukosemolekil wird gleichzeitig ein
Na'-lon ins Zytoplasma beférdert. Der hochaffine SGlhliigegen findet sich im Segment S3,
wobei mit jedem transportierten Glukosemolekil zW&-lonen in die Zelle gelangen,
wodurch der Carrier eine hohe Triebkraft besitzr Grof3teil der filtrierten Glukose wird in
den Segmenten S1/S2 und somit Uber SGLT2 resarBi@itT1 leistet unter physiologischen
Umstanden einen deutlich geringeren Anteil an dek&@etransportkapazitat im proximalen

Tubulus, hat aber gleichzeitig eine hohe potemrtiBkservetransportkapazitat von bis zu 70 %
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der filtrierten Glukosemenge. Durch diese luminagRasorptionsvorgange ist der Priméarharn
am Ende des proximalen Tubulus fast vollstandigagefrei [12, 32, 92].

Der Uniporter GLUT2 wird basolateral sowohl im S3/8ls auch S3-Segment exprimiert, tber
ihn verlasst die intrazellular akkumulierte Glukadie Epithelzelle und gelangt so in den
Blutstrom [32, 92].

Die Glukoseaufnahme im proximalen Tubulus untetliegner Séattigungskinetik. Unter
physiologischen Bedingungen betragt die Glukosepd&enzentration 5 mmol/L. Bis zu einer
Glukoseplasmakonzentration von 10 mmol/L, entspredh 180 mg/dL, kann die
Transportkapazitat fur Glukose gesteigert werdensie ihr Maximum erreicht. Wird diese
Konzentrationsschwelle schlie3lich tberschrittémd slie luminalen Symporter erschopft und
die Glukose wird nicht resorbiert, sondern mit delarn ausgeschieden. Da Glukose im
Tubulussystem zusatzlich als osmotisch aktives Moleirkt, wird gleichzeitig auch weniger
Wasser resorbiert, was letztendlich in einer Padyund Glukosurie resultiert. Dies lasst sich
beispielweise bei unbehandelten oder medikamenhibeaht therapierten Diabetikern mit stark

erhohten Blutglukosespiegel beobachten [92].

1.2.1.3 Wasserresorption im proximalen Tubulus
Insgesamt erfolgt die Resorption im proximalen Tlubusoosmotisch. Das heil3t, dass die
Menge an resorbiertem Wasser proportional zur Memgeesorbierten osmotisch aktiven

Molekulen — hier vor allem Natrium- und Chlorid-kEm— ist [26].

Wasser wird neben dem transzellularen Weg Uber pajuia1 auch parazellular resorbiert.
Letzteres wird durch die Tatsache ermdglicht, ahs<Epithelzellen im proximalen Tubulus
den Intra- vom Extrazellularraum nicht dicht abss®én, sondern es sich bei den Zell-Zell-
Kontakten um sogenannte ,lecke” Tight Junctionsde#tn[57]. Verschiedene Molekiile und
lonen gelangen uber die unterschiedlichen, obechibebenen Transporter in die Tubuluszelle
und wirken dort osmotisch aktiv. Die dadurch emitstelen Konzentrationsunterschiede
zwischen Tubuluslumen und Interstitium stellen dreebkraft fir den Wassereinstrom auf
parazellularem Wege dar. Gemeinsam mit dem Waséenen geloste lonen wie NCI, K¥,
C&* oder Md@*, die die Tight Junctions problemlos passieren knm Sinne einesolvent
dragstrotz geringen elektrochemischen Gradienten elienfach parazellular [12, 92]. Den
groReren Anteil an der Wasserpermeabilitat in dreddschnitt haben allerdings die in der
apikalen und basolateralen Zellmembran exprimieAgunaporin-1-Kanéle, Gber die Wasser

transzellular das Lumen verlasst [92].
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1.2.2 Distaler Tubulus

Entscheidender Unterschied zwischen proximalem uwfhidtalem Tubulus ist die
Wasserundurchlassigkeit des Epithels. Die Resarpiimn Stoffen erfolgt nun nicht mehr
isoosmotisch, sondern dem Harn werden Elektrolgteogen, ohne dass gleichzeitig Wasser

resorbiert wird, wodurch er insgesamt hypoton &ard.

Wie unter 1.2 beschrieben unterteilt sich der testaibulus in ein®ars recta die gleichzeitig
dem dicken aufsteigenden Teil der Henle-Schleifesgeicht, und eind?ars convolutaIm
Bereich zwischen beideRartes schmiegt sich der distale Tubulus eng an das Mgsan
zwischen Vas afferens und Vas efferens. Das Tubpltieel an dieser Stelle wird als Makula

densa bezeichnet [57].

1.2.2.1 Dicker aufsteigender Teil der Henle-Schleife

Bedeutendster Carrier im dicken aufsteigenden ded Henle-Schleife ist der luminale
Na’, K*, 2CI-Kotransporter 2 (NKCC2), der pro Transportzyklus Matrium-lon gemeinsam
mit einem Kalium-lon und zwei Chlorid-lonen nachtrazellular beférdert. Auch hier ist
wiederum eine basolaterale Wa™-ATPase Triebkraft fir den elektrogenen"Ngymport. Das
intrazellular akkumulierte K verlasst die Zelle entweder ber einen luminalérKKnal
(ROMK) oder im Symport mit Clauf der basolateralen Seite: @Ird daneben ebenfalls Uber
basolaterale GKanéle (CICKb/Barttin) nach extrazellular aus defle geschleust [12, 92].

Infolge dieser beschriebenen Transportprozesse wiimdlumenpositives transepitheliales
Potential aufgebaut, welches einen parazellulareansport von Nj C&* und Mg*
ermoglicht. Insgesamt werden je nach Quellen irketi@ufsteigenden Teil der Henle-Schleife
so 20-30 % des filtrierten Easowie 60-70 % des filtrierten Myresorbiert. Dabei spielt vor
allem das Tight-Junction-Protein Claudin-16 (= Balian-1) eine entscheidende Rolle [12, 92].

1.2.2.2 Makula densa

Die Makula densa bildet gemeinsam mit dem extragloiaren Mesangium und den
juxtaglomerularen Zellen den juxtaglomeruldren AppaBei den juxtaglomerularen Zellen
handelt es sich um die glatten Muskelzellen inWand des Vas afferens des Glomerulus. In
ihnen ist das Enzym Renin gespeichert. Das Systeentscheidend an der Vermittlung des
sogenannten tubuloglomerularen Feedbacks — einegul&®nsmechanismus zur raschen
Anpassung der glomeruléren Filtrationsrate an Ti@isschwankungen im Tubulussystem —

beteiligt. Die Zellen der Makula densa messen dabieierseits Uber den apikalen

12



Na', K*, 2CI-Kotransporter 2 (NKCC2) die Natriumchloridkonzextiton im Urin, andererseits
auch uber ihre apikalen Zilien den Fluss im Tubluleren [10, 26, 57, 94].

Insbesondere der Hohe des-Spiegels kommt dabei eine entscheidende Bedeutung
Werden die Transportkapazitdten proximaler Tubudsshnitte Uberschritten steigt die
Tonizitat des Urins und die Zellen der Makula denegpstrieren eine erhohte @& onzentration
im Vergleich zum Sollwert. Cktromt apikal Gber den NKCC2 ins Zytoplasma umnigst die
Zelle auf der basolateralen Seite Uber einen estbpnden ClKanal, was zu einer
Depolarisation der Zellmembran fuhrt, was eine Ab&stung der Mediatoren
Adenosintriphosphat (ATP) oder seines Metabolitele#osin triggert (siehe Abbildung 1.3).
Die Muskelzellen des Vas afferens verfugen in ihMembran Uber entsprechende
Purinrezeptoren, an die ATP und Adenosin bindemkan Uber komplexe Signalkaskaden
wird dadurch ein intrazellularer Einstrom von?Canduziert, der eine Kontraktion des Vas
afferens zur Folge hat. Der intraglomerulare Druokl damit die glomerulare Filtrationsrate
sinken [6-8, 11, 26, 40, 72, 85, 94].

Bei zu niedriger Urintonizitat und damit niedriger€l-Konzentration im Vergleich zum
Sollwert schitten die Epithelzellen der Makula denssodilatatorische Mediatoren wie
Prostaglandine (z.B. PGHSsiehe Abbildung 1.3) oder Stickstoffmonooxid (\N&s, wahrend
die Ausschittung von Adenosin sistiert. Durch dasdtilatation des Vas afferens steigt der

Filtrationsdruck und mit ihm die glomerulare Fiticansrate [26].
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Abbildung 1.3: Prinzip des tubuloglomeruléaren Feskis

(aus Offermanns S (2016) Diuretika. In: FreissnMttOffermanns S, B6hm S (Hrsg.) Pharmakologie
und Toxikologie. Von den molekularen Grundlagen Plarmakotherapie, 2. Aufl. 2016. Springer
Berlin Heidelberg, Berlin, Heidelberg, S. 396 [69])
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Jedes Nephron hat dabei seinen eigenen juxtagldégnemuApparat und reguliert so Gber das
tubuloglomerulare Feedback ganz individuell seingeme spezifische glomerulare

Filtrationsrate unabhangig von den anderen Nepinr .

Auch die Freisetzung von Renin wird unter anderdyer idie durch die Zellen der Makula
densa registrierte Natriumchloridkonzentration vigtett, Renin spielt jedoch keine Rolle beim

tubuloglomerularen Feedbackmechanimus [11].

1.2.2.3 Distales Konvolut

Im distalen Konvolut wird ein positiv geladenes *Nan gemeinsam mit einem negativ
geladenen Cllon und damit elektroneutral tber einen NaCl-Kosgorter in die Tubuluszelle
aufgenommen. Naverlasst die Zelle Uber eine basale’/Ma-ATPase. Das intrazellular
angesammelte Krezirkuliert entweder Uber basalé-Kanale oder gemeinsam mit Ciber
einen KCI-Symport wieder nach extrazellular. Kinn daneben auch Uber basaleKaale

wieder in den Extrazellularraum strémen [12].

Daneben ist dieser Tubulusabschnitt an der Kalzamdostase beteiligt, indem er die
Ausscheidung von G reguliert. Uber apikale GaKanile (TRPV5) gelangt anach
intrazellular, wird dann dort durch Calbindin getan und verlasst die Zelle auf der basalen
Seite Uber eine G&ATPase oder einen N&a*-Antiporter. Auf vergleichbarem Wege wird
im distalen Konvolut ebenfalls Mg iiber TRP-Kanale (TRPM6 und TRPM7) resorbiert und
uber Mg*-ATPasen oder NaVig?*-Antiporter wieder in den Blutkreislauf aufgenomnj&a].

1.2.3 Sammelrohr
Im Sammelrohr erfolgt die Feinjustierung der Urinkentration. Man unterscheidet hier
grundsatzlich zwei Arten von Zelltypen: Haupt- (Bhaltzellen, welche sich weiter in Typ A-

und Typ B-Schaltzellen unterteilen lassen [12, 57].

Die beiden wichtigsten luminalen Transporter deuptaellen sind Na(ENaC, Epithelial
Natrium Channel) - und KKanéale (v.a. ROMK), deren Expression unter denfl&s des
Hormons  Aldosteron  steht.  Aldosteron bindet an rineintrazellularen
Mineralokortikoidrezeptor und induziert so die Tsknption und Aktivitat der beiden Kanéle.
Eine vermehrte Hormonausschiittung fiihrt so zu eirmstarkten NaResorption und
K*-Sekretion. Die Aufnahme von Ndonen ist eng an die Abgabe von-Konen geknipft. Die
Aufnahme eines positiv geladenen*Nans geht mit einer Depolarisation der Zellmembran

einher, was die Triebkraft fir die Sekretion desrdalls positiv geladenenKons darstellt.

14



Motor fur den elektrogenen Ndransport ist wiederum eine basolateral lokaltsidda/K™-
ATPase, welche ebenfalls aldosteronabhangig exgrirand aktiviert wird [11, 12].

Die Schaltzellen erfillen eine wichtige Aufgabeder Regulation des Saure-Base-Haushalts.
Vereinfacht dargestellt sezernieren Typ A-Schdkrebei Azidose Hlonen und resorbieren
HCGOs-lonen. Umgekehrt sezernieren die in geringeremeéMalihandenen Typ B-Schaltzellen
bei Alkalose HC@-lonen und resorbieren*Honen. Dabei ist anzumerken, dass es sich bei
Typ A und Typ B weniger um verschiedene Zellarteandelt, sondern vielmehr um
unterschiedliche Funktionszustdnde und deshalbajh riStoffwechsellage entsprechende

Umbauvorgange von einem Funktionszustand in dearandnoglich sind [12, 57, 92].

Die luminale Wasserresorption im Sammelrohr erfoldier Aquaporin-2-Kanéle, die
basolaterale Wassersekretion hingegen Uber Aguefeianale beziehungsweise in den
marknahen Bereichen auch Uber Aquaporin-4-Kanalahrdhd Aquaporin-3 und -4 quasi
dauerhaft in der basalen Zellmembran exprimiertdeey wird Aquaporin-2 erst unter dem
Einfluss des Antidiuretischen Hormons (ADH, SynonyRasopressin) in die luminale
Membran eingebaut. ADH, das im Hypophysenhinteéapgynthetisiert wird, bindet dabei an
einen membranosem\Rezeptor und stimuliert Gber eine cAMP-vermitt@ignalkaskade die
Freisetzung des in zytoplasmatischen Vesikeln gelspeen Aquaporin-2 mittels Exozytose,

wodurch das Epithel permeabel fir Wassermolekuid {87, 87].

2. Diabetische Nephropathie

2.1 Diabetes mellitus - Epidemiologie, Pathophysiolagiel Therapie

Aus der letzten Datenerhebung der Internationab&is Federation (IDF) im Jahr 2021 geht
hervor, dass weltweit mehr als 537 Millionen Meresthawischen 20 und 79 Jahren an Diabetes
mellitus leiden, was einer Préavalenz von rund z&mozent in der Gesamtbevdlkerung
entspricht [44].

Durch eine gestorte Insulinproduktion und/oder kwirg gerat der Glukose- und
Lipidstoffwechsel bei den Betroffenen aus dem Glgewicht und fuhrt dadurch zu einer
Hyperglykdmie, dem Leitsymptom der Krankheit [7¥it einem Anteil von 85 % ist der

Diabetes Typ Il dabei die haufigste Form. Die clsone Hyperglykdmie erleichtert die
nichtenzymatische Glykosylierung der Aminogruppen Proteinen, wobei sowohl reversible

als auch nichtreversible Endprodukte entsteherztémt lagern sich als ,Advanced Glycation
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End Products” (AGEs) gemeinsam mit Lipiden und 8gmoteinen in die Gefal3wande ein und
begunstigen dadurch die Entstehung einer Atherasdée[93]. Die Induktion sowohl einer
unspezifischen Makroangiopathie als auch einer efédspezifischen Mikroangiopathie -
insbesondere in Niere, Auge, Nervensystem und Heebnet schliellich den Weg flr

verschiedene Folgeerkrankungen [79].

Die Therapie des Diabetes mellitus Typ Il baut mehreren Saulen auf. Primar stehen dabei
Lebensstilmodifikationen und die Reduktion von kevdskuldren Risikofaktoren im
Mittelpunkt. Entscheidende Stellschrauben sind date Punkte Ern&dhrungsumstellung,
Bewegungssteigerung sowie Gewichtsreduktion, lastagfes Ziel ist dabei die Erhéhung der
Insulinsensitivitat. Erst sekundar, wenn unter eiiedMallnahmen der HbAlc-Wert nicht
adaguat gesenkt werden kann, wird eine Medikatigdnonalen Antidiabetika erforderlich.
Mittel der ersten Wahl ist dabei bislang Metformidei unzureichendem Therapieansprechen
trotz Kombination zweier verschiedener oraler Aiafigttika kann schliel3lich auf eine

erganzende Insulintherapie eskaliert werden [78].

2.2 Diabetische Nephropathie und chronische Nierenekknag (Chronic Kidney Disease,
CKD)

Bei 20-40 % aller Diabetiker manifestiert sich imaufe ihrer Erkrankung eine diabetische

Nephropathie, die sich durch eine persistierend&rddibuminurie mit einem Albumin-
Kreatinin-Quotienten > 30 mg/g Kreatinin und eiredluzierte glomeruléare Filtrationsrate
(GFR) von < 60 ml/min/1,73 fauszeichnet. Die Nierenschadigung erhoht nicht dag
kardiovaskuléare Risiko, sondern ist oftmals miteeidiabetischen Retinopathie sowie - vor

allem bei Typ Il-Diabetikern - mit einer arterigllélypertonie vergesellschaftet [36, 79].

Pathogenetisch hypertrophieren die Zellen der Gialneunter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren wie TG, Endothelin und Angiotensin 1l, zudem verdickthsidie
Basalmembran durch die Akkumulation von AGEs. Diengeruldare Barriere wird undicht,
wodurch Proteine im Urin erscheinen. Uber die folige Glomerulosklerose durch massiven
Podozytenverlust und die interstitielle Fibrose ifemtiert sich schlie3lich ein terminales

Nierenversagen [2, 79, 83].

Klinisch verlauft die diabetische Nephropathie Udesi Phasen: Initial prasentiert sie sich
durch eine glomeruléare Hyperfiltration und eine gaméagte Proteinurie. Es kann sich ein
nephrotisches Syndrom entwickeln, welches sichlderne massive Proteinurie (> 3,5 g/d),

Hypalbuminamie, Hypercholesterinamie und Ausbilduwran Odemen definiert, wahrend
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gleichzeitig die Niere kompensatorisch hypertroghiddurch die oben beschriebenen
pathologischen Umbauprozesse normalisiert sichNdeenfunktion im weiteren Verlauf
voruibergehend und bleibt auf niedrigerem Niveabiktan dritten Stadium der Erkrankung

nimmt die Nierenleistung allerdings progredientzis Niereninsuffizienz ab [52, 79, 83].

Anhand der GFR unterscheidet man funf Stadien llemeschen Nierenerkrankung (Chronic
Kidney Disease, CKD). In Zusammenschau mit dem Aaismer gleichzeitig auftretenden
Albuminurie kann daraus mit Hilfe der Kidney-Disedmproving-Global-Outcomes

(KDIGO)-Klassifikation (siehe Abbildung 1.4) die &@nose der CKD bestimmt werden [5,
47].

Persistent albuminuria categories
Description and range

A1 Az A3
Prognosis of CKD by GFR
and Albuminuria Categories: Nﬂrm‘ © Maderately Severely
KDIGO 2012 ) increased increased
<30 mg/g 30-300 mg/g =300 mg/g
<8 mg/mmol 330 mgimmel | >30 mg/mmol

Gi Normal or high =00

G2 Mildly decreased 60-89

Mildly to moderately
i decreased

Moderately to
Gab severely decreased

G4 Severely decreased 15-29

GFR categories (mli/min/ 1.73 m?)
Description and range

G5 Kidney failure =15

Green: low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); Yellow: moderately increased risk; Orange: high risk; Red, very high risk.

Abbildung 1.4: Kidney-Disease-Improving-Global-Oanges (KDIGO)-Klassifikation
der chronischen Nierenerkrankung (CKD)

(aus Kidney Disease: Improving Global Outcomes (@&O) (Hrsg.) (2013) Summary of
Recommendation Statements. Kidney internationgblsapents 3, S. 6 [47])

Entscheidende Ziele, die in der Therapie der distten Nephropathie angestrebt werden, sind
neben einer Normoglykamie und Normotonie die Mddifion der Dyslipidamie. ACE
(Angiotensin Converting Enzyme)-Hemmer und AngistarRezeptorantagonisten (ARBS)
wirken dabei nicht nur antihypertensiv, sonderraregsamen zusatzlich die Progredienz der
Nephropathie und senken die kardiovaskulare Gesartdhtat. Durch die Hemmung des
Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) wirdaueine Gber Bradykinin vermittelte

Dilatation des Vas efferens der FiltrationsdruckGiomerulus gesenkt und damit das Nephron
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geschitzt (siehe Abbildung 1.5). Bei nichtdiabdtescNierenerkrankung kann durch RAAS-
Blockade sogar eine Krankheitsregression erreienten [2, 50, 62, 79].

Normal Diabetes ACE-Inhibitoren/
mellitus Angiotensin-Rezeptorblocker

dilatierte afferente W konstringierte verminderter
Arteriole o & \ X efferente Druck

Arteriole A

| (gesteigerter \

> 4 Druck) |
Proteinsekretion

Glomerulum ) Tl
proximaler Tubulus (
L& v
Abbildung 1.5: Wirkmechanismus der RAAS-Blockadediabetischer Nephropathie

(aus Offermanns S (2016) Inhibitoren des Renin-Amyisin-Aldosteron-Systems. In: Freissmuth M,
Offermanns S, Bohm S (Hrsg.) Pharmakologie und Kazgie. Von den molekularen Grundlagen zur
Pharmakotherapie, 2. Aufl. 2016. Springer Berlindgtberg, Berlin, Heidelberg, S. 381 [70])

Trotz aller medikamentésen Interventionen zur Blaker- und Blutdrucksenkung machen
Diabetiker noch immer knapp die Halfte aller Diagatienten in Europa aus, weshalb die
Entwicklung neuer Behandlungsstrategien von gro§esamtgesellschaftlichem Interesse ist
[14, 23].

3.  SGLT2-Inhibitoren: Wirkmechanismus und protektive E ffekte

3.1  Wirkmechanismus und pharmakologische Eigenschaften

Lange standen aul3er den RAAS-Inhibitoren keinerradteven Behandlungsmethoden zur
Therapie der diabetischen Nephropathie zur VerfggiNun ist allerdings mit den SGLT2-
Inhibitoren eine neue Substanzklasse in den Folarsicgt, die den Markt durch ihre
nephroprotektive Wirkung revolutioniert haben. Disherigen Beobachtungen in klinischen
Studien sind insgesamt so vielversprechend, dasteiinaktuellen Leitlinie der European
Society of Cardiology zur Therapie des Diabeteslitugl Typ Il mittlerweile SGLT2-
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Inhibitoren der bisher etablierten Erstlinientheeamit Metformin vorgezogen werden, wenn
die Patienten kardiovaskulare Risikofaktoren mitgein [22]. Sie wirken im Gegensatz zu
ACE-Hemmern und ARBs zusatzlich auf das Vas affenend reaktivieren den durch die
chronische Hyperglykdmie gehemmten TGF-Mechanismdgr die pathologische
Hyperfiltration bedingt (siehe Abbildung 1.5) [Auf die genauen Einzelheiten der Wirk- und
Protektionsmechanismen soll nun im Folgenden e&ggen werden.

Bei den SGLT2-Inhibitoren - auch als Gliflozine bezhnet - handelt es sich um eine Klasse
von Antidiabetika, die durch eine selektive Hemmurdes natriumabhangigen
Glukosetransporters im proximalen Tubulus der Nereiner vermehrten Ausscheidung von
Glukose uber den Urin und dadurch zu einer Senkdeg Blutzuckerspiegels fluhren.
Bekannteste Vertreter dieser Wirkstoffklasse sindp&yliflozin, Canagliflozin und
Empagliflozin, daneben sind auch Ertuglifiozin ur@btagliflozin verfluigbar. Bis auf
Sotagliflozin ist allen bisher verfiigbaren Gliflaen eine hohe Selektivitat bezuglich ihres
pharmakologischen Targets SGLT2 gemeinsam. Emjuagtifweist dabei im Vergleich die
hdchste Affinitat bezlglich SGLT2 auf und bindeD@5mal starker an SGLT2 als an SGLT1.
Lediglich Sotagliflozin, das neben Dapagliflozim-Kombination mit einer Insulintherapie -
auch zur Behandlung eines Diabetes mellitus Typngesetzt werden kann, zeigt eine
ausreichend hohe Affinitat beztglich SGLT1, um @kikoseresorption im Dinndarm zu
unterbinden [3, 34, 71].

Neben der Senkung des Blutglukosespiegels ohnkdamer Hypoglykéamie wirken SGLT2-
Inhibitoren  zusatzlich  gewichtsreduzierend sowie rnkauresenkend. Durch die
pharmakologische Hemmung verbleibt Glukose als disoio aktives Molekdl im
Tubuluslumen und induziert folglich eine Glukosuideben einer milden antihypertensiven
Wirkung ergeben sich daraus aber auch etwaige umschte Effekte wie Polyurie,
Harndrang, Nykturie und Hypovolamie. Zusatzlichgitelas Risiko einer Ketoazidose sowie

von urogenitalen Infektionen [35, 71].

3.2  Aktuelle Studienlage zur beobachteten Kardio- uegiNoprotektion unter Therapie
mit SGLT2-Inhibitoren

In humanen Studien konnte nachgewiesen werden, 8B&T2-Inhibitoren neben ihrer

antidiabetischen Wirkung sowohl kardio- als auclphmeprotektive Effekte zeigen. In der
EMPA-REG OUTCOME-Studie wurde bei Typ II-Diabetikermit einem hohen

kardiovaskularen Risiko unter Empagliflozin-Behamdj ein signifikant verringertes
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Auftreten von letalen und nicht-letalen kardiovdéken Ereignissen gegenuber der
Kontrollgruppe verzeichnet. Die Nephroprotektionrdeai hier allerdings nur als sekundarer
Endpunkt registriert [109].

Um spezifisch auch die Auswirkungen auf die Nievaktion zu erfassen, wurde ein primarer
kombinierter Endpunkt definiert, der sowohl die diavaskularen als auch renalen Effekte
bertcksichtigt, und die Daten unter neuen Gesicinisien analysiert. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die glomerulare Filtrationsrate (GERter der Einnahme von Empagliflozin

zunachst absank, im Verlauf aber wieder bis knapplem urspringlichen Wert anstieg und
sich dann auf diesem Niveau stabilisierte. In diacébo-Gruppe zeigte sich dagegen ein
kontinuierlicher Abfall der Filtrationsleistung, edischliel3lich deutlich unter dem Wert der
Behandlungsgruppe lag. Nach Absetzen des Empagfifioerreichte die GFR schlielilich

wieder ihr Ausgangsniveau [101].

Auch in der CANVAS-Studie konnten die positiven Metvirkungen einer Therapie mit
SGLT2-Inhibitoren gezeigt werden. Analog zu dendbrgssen der EMPA-REG OUTCOME-
Studie konnte durch eine Therapie mit Canagliflodas Auftreten der vorher definierten
Ereignisse Herz-Kreislauf-Tod, nicht-letaler Myo#lisfarkt und nicht-letaler Schlaganfall
signifikant reduziert werden. Allerdings wurde glezeitig eine signifikant erhéhte Zahl an
Amputationen registriert [67]. Darlber hinaus zeefe sich ebenfalls ein mdoglicher
nephroprotektiver Effekt ab, was die Durchfihrurey € REDENCE-Studie mit gezielter
Untersuchung renaler Endpunkte zur Folge hattebdievaren bereits die Zwischenergebnisse
so erfolgsversprechend, dass die Studie vorzeitignttet wurde. Eingeschlossen waren
Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il und chrohescNierenerkrankung mit Albuminurie.
Zusatzlich zu einer vorbestehenden medikamentosexASRBlockade wurden die
Studienteilnehmer entweder mit Canagliflozin odeem Placebo behandelt. Dabei zeigte sich
bei dem Patientenkollektiv, welches Canagliflozinadten hatte, eine signifikante Reduktion
des relativen Risikos, eine terminale Niereningigfiz zu entwickeln, um 32 %. Auch das
Auftreten kardiovaskularer Ereignisse war im Veidiezur Placebo-Kontrolle signifikant
verringert. In der CREDENCE-Studie wurde zudem -Gagensatz zur CANVAS-Studie -
keine erhéhte Amputationsrate unter CanagliflozZierBpie festgestellt [75].

Im Rahmen der DECLARE-TIMI 58-Studie wurden ebdsfRlatienten mit Diabetes mellitus
Typ Il und kardiovaskularem Risiko untersucht. Hieigte eine Behandlung mit Dapagliflozin

gegenuber Placebo keinen Vorteil beziglich desréigihs der vorher definierten Ereignisse
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Herz-Kreislauf-Tod, Myokardinfarkt und ischamisclsahlaganfall. Allerdings wurden in der
DECLARE-TIMI 58-Studienpopulation Patienten mit eirkreatinin-Clearance < 60 ml/min
ausgeschlossen, bei den oben genannten Studiderl&@yit-off-Wert sonst bei einer Kreatinin-
Clearance von 30 ml/min. Patienten der Dapaglifl€@ruppe mussten jedoch seltener wegen
einer Herzinsuffizienz in stationédre Krankenhausioellung. Auch im Zusammenhang mit
dieser Studie konnte unter SGLT2-Inhibition eingoht®protektion beobachtet werden [102].

Bislang ist jedoch weitgehend ungeklart, welchaiszamden Mechanismen genau in der Niere
durch die SGLT2-Hemmung aktiviert werden. Eine Vietumg besteht darin, dass Gliflozine
an der Regulation des Gefal3tonus im Vas afferen&ttamerulus beteiligt sind. Bei Diabetes
mellitus herrscht im Nephron eine hohe Glukosekotration vor, die Uber eine verstarkte
Expression von Transportproteinen eine Hyperresorpton Glukose und Natriumchlorid im
proximalen Tubulus induziert. Dadurch sinkt die &@dkonzentration im Harn, was durch die
Zellen der Makula densa registriert wird, und imri& des tubuloglomerularen Feedbacks in
einer Dilatation des Vas afferens resultiert. Emedikamentdse Inhibition des SGLT2 im
proximalen Tubulus erhdht durch eine vermindert&itiachlorid- und Glukoseaufnahme im
Gegensatz dazu die Konzentration dieser Stoffe mmnHwas an der Makula densa eine
verstéarkte Freisetzung von Adenosin fordert, wieetdadlich zu einer Vasokonstriktion im Vas
afferens fuhrt. Dadurch sinkt der Druck im Glomesjl was unter anderem die
nephroprotektive Wirkung der Gliflozine erklaremide. Die therapeutische Kombination von
SGLT2- und RAAS-Inhibitoren wird dabei als moglicBérategie zur mdglichst effektiven
Senkung des intraglomerularen Drucks in Erwagurzgpgen (siehe Abbildung 1.6) [2, 38].
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Haufig vermutete Ursachen:
- Diabetes
- Adipositas

SGLT2-Inhibition
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- Herzinsuffizienz

Abbildung 1.6: Auswirkungen von RAAS- und SGLT2-ibition auf den

intraglomerularen Druck

(modifiziert aus Herrington W G, Preiss D, Hayne€Rnatten M von, Staplin N, Hauske S J, George
J T, Green J B, Landray M J, Baigent C, Wanner @82 The potential for improving cardio-renal
outcomes by sodium-glucose co-transporter-2 inbibiin people with chronic kidney disease: a
rationale for the EMPA-KIDNEY study. Clinical kidggournal 11. S. 751 [38])

Die DAPA-CKD-Studie [37] zeigt nun, dass der SGLIhgibitor Dapagliflozin auch bei
chronischer Niereninsuffizienz nicht-diabetisch&n@se nephroprotektiv wirkt. Patienten der
Dapagliflozin-Gruppe - mit und ohne Diabetes medlitTyp Il - entwickelten demnach im
Vergleich zur Placebo-Gruppe seltener eine Nierdtfansverschlechterung oder eine
terminale Niereninsuffizienz und starben selten&fiolge renaler oder kardiovaskularer
Ursachen. Dariiber hinaus verbesserte sich aucleédsamtiberleben. Analog dazu erfolgte
die Auswertung der EMPA-KIDNEY-Studie [39], die dich der DAPA-CKD-Studie die
nephroprotektiven Effekte einer Empagliflozin-Betlamg unabhangig von einer gleichzeitig
vorliegenden Diabetes mellitus Typ IlI-Erkrankungtarauchte. Auch hier zeichnete sich
frihzeitig eine Nephroprotektion unter SGLT2-Inkidm ab, weshalb die EMPA-KIDNEY -
Studie genauso wie die DAPA-CKD-Studie bereits naicker Zwischenanalyse aufgrund der
positiven Ergebnisse frihzeitig beendet wurdedidsen Beobachtungen kann mdglicherweise
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ein Schlussel fur  die Entwicklung neuer Behandlangétze anderer
hyperfiltrationsassoziierter Nierenerkrankungerepes werden [37, 39].

3.3  Renale Hypertrophie unter SGLT2-Inhibition

Im Rahmen von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe SchwadaC57BL/6JR Wildtyp M&ausen
konnte unter achtwoéchiger Behandlung mit dem SGLiFbitor Empagliflozin eine
signifikante Zunahme des Nierengewichts im Vergieia Kontrolltieren beobachtet werden,
wahrend das Koérpergewicht in beiden Gruppen nabh\Wwochen Behandlung ahnlich hoch

war (siehe Abbildung 1.7; nicht publizierte Date® Schweda).

Korpergewicht Nierengewicht Nierengewicht/Kérpergewicht

B Ho
E@ EMPA

B3 Ho
E@l EMPA

&3 H20
&= EMPA

[d]

[mg]
[mg/a]

o N B o

Abbildung 1.7: Kdrper- und Nierengewicht von C57BIR Wildtyp Mausen nach einer

achtwochigen Behandlung mit dem SGLT2-Inhibitor Egiglozin
(EMPA)

(nicht publizierte Daten AG Schweda)

In weiteren Untersuchungen der Arbeitsgruppe ptiésém sich schliel3lich mikroskopisch eine
Zunahme der Zellflache in SGLT2-negativen spatpnaéen Tubuluszellen sowie

Aquaporin-2-positiven Sammelrohrzellen (Vorarbeifeaderick Sinha, AG Schweda). Dabei
konnte jedoch nicht genauer differenziert werddnes sich hierbei um eine Hypertrophie im

eigentlichen Sinne oder lediglich um eine Zellsclhuve handelt.

4. Fragestellung der Arbeit

Bislang ist ungeklart, wodurch sich die renale Hyephie auf makroskopischer und
mikroskopischer Ebene, die sich unter Empaglifl@ehandlung zeigt, erklaren lasst. Im
Rahmen der Arbeit soll deshalb untersucht werderesosich dabei entweder um eine direkte
oder indirekte Empagliflozin-Wirkung handelt. Eigeits kdnnte Empagliflozin im Sinne eines
Off-Target-Effekts in weiter distal gelegenen Neptabschnitten einen direkten Effekt
erzielen. Andererseits konnte die SGLT2-Blockadepnmximalen Tubulus aber auch einen
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Shift der Natriumresorption nach distal und durcénddort erhéhten Workload eine
kompensatorische Hypertrophie auslésen, was eindirekten Empagliflozin-Wirkung

entsprache.

Methode der Wahl zur Untersuchung eines direktefekiéds ist in diesem Fall das
Zellkulturmodell. Durch die Verwendung verschiederi#elllinien, die unterschiedliche
Abschnitte des Nephrons repréasentieren, kann gonagiro ein vereinfachtes Modell von
proximalem und distalem Tubulus sowie des Sammedsoisimuliert und eine maogliche
segmentspezifische Wirkung des Empagliflozins detgk werden. Durch Arbeit unter
standardisierten Bedingungen vermindert sich deffiiss systemischer Prozesse und mdgliche
indirekte Effekte des Medikaments im GesamtsystemareN werden unterbunden. Die
Untersuchungen erfolgen dabei nicht nur untersstaéin Inkubationsbedingungen, sondern -
um die physiologischen Gegebenheiten im Nephrorsdsresachzuahmen - auch unter

Flussbedingungen durch Uberspiilen der Zellen raiiehlauchpumpe.
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Material und Methoden

1. Zellbiologische Methoden (Zellkultur)

Die Daten, auf die sich diese Arbeit stlitzt, wurddthilfe von in vitro-Versuchen erhoben.
Goldstandard ist dabei das sterile Arbeiten, um t&mmationen zu vermeiden. Deshalb
erfolgte die Arbeit unter einer Sterilbank, wobtgts sterile Verbrauchsmaterialen verwendet
und Gebrauchsgegenstande sowie Oberflachen mitgédfdcthanol desinfiziert wurden. Um
eine Dbakterielle Besiedlung zu unterbinden, wurdemd Kulturmedium je 1 %
Penicillin/Streptomycin hinzugefugt. Die Medien uRéagenzien wurden im Wasserbad auf

37 °C vorgewarmt.

1.1 Kultivierung und Passagieren der Zelllinien

Die Experimente wurden analog mit drei verschiedet@llinien durchgefihrt, die dabei drei

verschiedene Abschnitte des Nephrons reprasentieren

Als Modell fir den distalen Tubulus dienten dabiei IDCK-C7-Zellen caninen Ursprungs.
Ihre Kultivierung erfolgte in DMEM Kulturmedium (v Glucose 1 g/L, L-Glutamine, Sodium
Pyruvate) mit dem Zusatz von 10 % FCS (fetales &&krum), 1 % L-Glutamin und 1 %

Pencillin/Streptomycin.

Zur Reprasentierung des proximalen Tubulus wurdd HC-PK1-Zelllinie porciner Herkunft
verwendet, die in DMEM/F12 (Ham) Kulturmedium mérd Zusatz von 10 % FCS und 1 %

Penicillin/Streptomycin vermehrt wurde.

M-1-Zellen murinen Ursprungs, die in DMEM/F-12/Glatax unter Zusatz von 10 % FCS,
1 % ITS, 100 nM Dexamethason und 1 % Penicilli@@womycin kultiviert wurden, dienten

als Modell fiir das Sammelrohr.

Die Inkubation aller Zelllinien erfolgte unter Stlrdbedingungen, das heil3t bei einer
Temperatur von 37 °C und unter Zufuhr von 5 %,0e Zellen wurden bis zur Ausbildung
eines konfluenten Zellrasens in 757@moRen Zellkulturflaschen mit in der Kappe befioldén

Filtern kultiviert.

Um die Zellen zu passagieren beziehungsweise itnfregen Zellzahlen auf 24 Well-Platten
auszuséen, wurden die Zellen nach Absaugen desétilims mit 10 mL DPBS gewaschen,
um etwaige Mediumsreste zu entfernen. Anschlieleodde der Zellteppich mit 5 mL
10x Tryspin-EDTA-LO6sung bedeckt. Nach funfminatigekubation (37 °C, 5 % C£wurden

die gelosten Zellen in 8 mL Kulturmedium Uberfihuim die enzymatische Reaktion des
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Trypsins zu stoppen und eine mogliche Zellschadjgzun unterbinden. Nach Zentrifugation
(1.000 Umdrehungen, 23 °C, 3 min) des Gemischestkater Uberstand vorsichtig abgesaugt
und das Zellpellet in 4 mL Medium gelést werdenanBch konnten — je nach Bedarf —
verschiedene Volumina dieser Zellsuspension in rgeikkulturflaschen, die mit je 15 mL

vorgewarmtem Kulturmedium vorgefullt waren, ausgegirden.

1.2 Einfrieren und Auftauen der Zelllinien

Um Dauerkulturen anzulegen, wurden von jeder ZadlliPellets wie unter 1.1 beschrieben
hergestellt, in 2 mL einer Mischung aus 90 % FC& 1t % DMSO - einem Frostschutzmittel
- gelost und in zwei 1 mL Kryotubes Uberfiihrt. Néem die Suspensionen bei -20 °C

durchgefroren waren, wurden sie in Boxen bei -8@d@ewabhrt.

Um die Zellen wieder aufzutauen, wurde der Inhat &ryotubes vorsichtig im 37 °C
temperierten Wasserbad aufgetaut und anschliefef mL vorgewarmtes Kulturmedium
pipettiert. Nach 24 h erfolgte ein Wechsel des Medi, um die schadigende Wirkung des

Frostschutzmittels zu eliminieren.

1.3 Zahlen und Ausséaen der Zellen

Fur die Stimulations- und Superfusionsversuche Igido die Aussaat der Zellen auf

oberflachenbeschichtete 24 Well-Platten. Analog wneer 1.1 beschrieben wurde auch hier
mit den Zellen verfahren und ein Pellet hergeste#tiches ebenfalls in 4 mL Medium geldst
wurde. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittdisr Neubauer improved-Zahlkammer
(Tiefe 0,1 mm), indem zwischen Objekttrager undKagas 10 pL einer 1:10-Verdlinnung der
Zellsuspension pipettiert und die vier GroRquadmateen Ecken ausgezahlt, deren Werte

gemittelt und in folgender Formel verrechnet wurden

Zellzahl = Mittelwert * 10 (Kammerfaktor) * 10 (101Verdiunnung der Zellsuspension) *

4000 (Volumen der Zellsuspension)

Anhand der ermittelten Zellzahl pro Mikroliter wend entsprechende Verdinnungen der
4 mL Zellsuspension hergestellt, sodass fiir dim@ationsversuche pro 500 pL serum- und
hormonhaltigem Medium 100.000 (MDCK-C7, LLC-PK1)zimhungsweise 75.000 Zellen

(M-1) enthalten waren. Durch kreisférmiges Pipettrekonnte ein moglichst gleichmalliges

Wachstum der Zellen auf dem Boden des Wells enziettien.

26



Fur die Superfusionsversuche wurden hohere Ze#malgewahlt, da hierfir konfluent
bewachsene Well-Platten eingesetzt wurden.

2. Stimulation der Zellen

Bei den Zelllinien MDCK-C7 und M-1 erfolgte nach-2d&indiger Inkubation ein Wechsel auf
serum- und hormonfreies Medium, in dem sie weiteStunden kultiviert wurden. Da die
LLC-PK1-Zellen unter serumfreien Kulturbedingungem Ablésung neigten, wurde bei dieser

Linie auf den Wechsel verzichtet und deshalb beseit Tag nach der Aussaat stimuliert.

Die drei Zelllinien wurden analog mit verschieden8ubstanzen behandelt, die dem
Kulturmedium hinzugefiugt wurden. Fur die MDCK-C7adu M-1-Zelllinien wurde dafur
serum- und hormonfreies Medium verwendet, wohingegke LLC-PK1-Zellen das

serumhaltige Kulturmedium erhielten.

Als Zusatz kamen Empagliflozin (Carbosynth, FE430R6M), DMSO (Dimethylsulfoxid;
PanReac AppliChem) und TBRKR&D Systems, 500pM) zum Einsatz. Das P3konzentrat
wurde entsprechend der Gebrauchsanweisung deetsssin steriler 4 mM Salzsaure (HCI),
die zusatzlich 0,1 % bovines Serumalbumin enthalf,eine Konzentration von 100 pg/mL
verdunnt. Der TGB-Stock wurde schlie3lich auf kleine Reaktionsgefiiligeteilt, bei - 80 °C

aufbewahrt und bei Bedarf wieder aufgetaut.

Da Empagliflozin nur in DMSO homogen in Lésung gingurden — um einen eventuellen
Einfluss des Losungsmittels auszuschlieRen — arzatgn mit dem entsprechenden Volumen
an DMSO inkubiert. Als Negativkontrolle fur die Rwlation mit TGPB wurde

Zellkulturmedium verwendet.

Pro Ansatz wurden sechs Wells einer 24 Well-Platieje 500 pL befillt. Anschlie3end
wurden die Zellen fir weitere 24 Stunden unter &atbedingungen inkubiert und wie unter
4.1 beschrieben geerntet.

3. Superfusion von proximalen Tubuluszellen

Da die unter 2. beschriebenen statischen Kulturigeoligen die in vivo-Situation nur
unzureichend widerspiegeln, wurde die Stimulatien Zellen mit Empaglifilozin und DMSO

mit Hilfe eines in vitro-Flusssystems wiederholtm udie mechanische Belastung der
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Tubuluszellen bei Mehrbeladung zu imitieren. Derzwaerforderliche kontinuierliche
Flussigkeitsstrom wurde durch die REGLO Analog Scebhpumpe von ISMATEC
(Wertheim) erzeugt, deren Aufbau unter Abbildunda2gestellt ist [86]. Da es sich bei dem
verwendeten Gerat um eine 4-Kanal-Peristaltikpuhgelelt, konnten gleichzeitig vier Wells
einer 24 Well-Platte superfundiert werden. Dazudeuarin den Deckel Gber den betreffenden
Wells gegenuberliegend je zwei Locher gebohrt wemihdeweils eine 20 G-Kantile gesteckt,
die miteinander Uber einen an die Pumpe gekopp&témauch in Verbindung stehen. Die
Rotation der Pumpe sorgt daftir, dass das Mediurschen den Kantlen transportiert und die
Zellen somit gleichmaf3ig mit Medium uberspult werdBie Pumpe wurde in diesem Aufbau
auf die Stufen 5, 10, 20 und 40 eingestellt, was Brissgeschwindigkeiten 0,125 mm/s,
0,25 mm/s, 0,5 mm/s und 1 mm/s entspricht. Als Kal& wurden in vier weiteren Wells die
Zellen unter statischen Bedingungen inkubiert. Ei@n Versuch wurden serum- und
hormonfreies Medium und - im Gegensatz zu den S$&tiamsversuchen - konfluent mit Zellen
bewachsene 24 Well-Platten verwendet. Der Betrieer dPumpe erfolgte im
Inkubationsschrank, um ein Temperaturgefalle untetdchiede in der C&£&Konzentration zu
vermeiden. Das Gesamtvolumen des Mediums pro suphdrter Untereinheit setzte sich aus

700 pL pro Well und 1,2 mL im Schlauchsystem zusamm

Die Superfusion erfolgte fur 20 Stunden, bevor£k#en wie unter 4.1 beschrieben geerntet

wurden.

Abbildung 2:
Darstellung des in vitro-Flusssystems
(eigene Aufnahmpe

28



4. DNA- und Protein-Bestimmung

4.1 Lyse der Zellen

Am Ende der Inkubationszeit der stimulierten beargfsweise superfundierten Zellen wurden
diese zur Bestimmung ihres Protein- und DNA-Gekajeerntet.

Dazu wurde zunachst das Medium in den Wells votiggatom Rand ausgehend abgesaugt,
woraufhin ein zweimaliges Waschen mit je 1 mL PBSit erfolgte. Anschlie3end wurden
die Zellen mit je 400 pL autoklaviertem und stdtifertem HO pro Well lysiert und bei
37 °C fur eine Stunde inkubiert. Bevor die Zellleshei -80 °C schockgefroren wurden, stellte
man die Platten fir etwa zehn Minuten auf eineni8lgh, um die Freisetzung des Zellinhalts
zu fordern. Nach dem Auftauen wurde der Inhalt ®eells in beschriftete 1,5 mL
Mikroreaktionsgefale aliquotiert — 110 pL fur diesBmmung der Proteinkonzentration und
290 pL fur die Bestimmung der DNA-Konzentration rdubis zur Verarbeitung bei -20 °C
aufbewabhrt.

4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die 110 pL-Aliquots zur Bestimmung der Proteinkamzeation lieR man zunachst bei
Raumtemperatur auftauen und lagerte sie wahrendvdaeren Verarbeitung anhand des
~Protein Quantification Assay“ von Macherey-Nagaf &is. Um die spatere Quantifizierung
zu ermoglichen, wurde zunachst laut beiliegendewtoRoll eine Verdinnungsreihe des
beiliegenden BSA (Rinderserumalbumin, Stammkonaéotr 1 pg/L) hergestellt, in

Duplikaten zu je 20 pL auf eine 96 Well-Platte filgichem Boden pipettiert und pro Well
40 uL PSB (Protein Solving Buffer) hinzugegebenséhiel3end figte man zu jedem der
Aliquots ebenfalls 40 uL PSB hinzu und mischte elissrgfaltig, bevor man 60 uL jeder Probe
ebenfalls doppelt auf die Platte auftrug. Nachdede$ Well mit 40 uL Quantification Reagent
QR versehen worden war, wurde nach 30-minutigembakon bei Raumtemperatur mit Hilfe
eines Mikrotiterplattenphotometers (Sunrise Abspndea Reader, TECAN, Austria;

Megallan 2) die Extinktion bei einer Wellenlangenv@20 nm gemessen.

4.3 Bestimmung der DNA-Konzentration

Zur Bestimmung der DNA-Konzentration wurde das gFIReporter® Blue Fluorometric
dsDNA Quantitation Kit' (F-2962)“ (Molecular Prob@svitrogen, Karlsruhe) unter
Modifikation des Herstellerprotokolls verwendet. méter die Konzentration in den Proben
zu berechnen, wurde zunéchst eine Eichkurve dystelem Kalbthymus-DNA (Sigma-
Aldrich, D8661) mit TE-Puffer in Konzentrationenrvd bis 5.000 ng/100 pL verdinnt wurde.
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Die aliquotierten Zelllysate von 4.1 wurden in emeéleizblock bei 800 rpm fur eine Stunde
auf 55 °C erhitzt, um die DNA besser in Loésung zmden. Schliel3lich wurden sowohl die
Verdinnungen des DNA-Standards sowie die Probeerimem Volumen von je 100 pL — wie
oben in Duplikaten zur Doppelbestimmung — auf enedie 96 Well-Platte aufgetragen und in
jedes Well zusatzlich 100 pL des Bestimmungsrea@edpl Hoechst 33258 in 10 ml TNE-

Puffer) pipettiert. Die Messung der Fluoreszenz D&A-gebundenen Farbstoffes erfolgte
mittels eines Fluorometers (Cary Eclipse FluoreseerSpectrophotometer, Agilent
Technologies) unter Einstellung des Exzitations-d ukmissionsfilter auf 360 nm

beziehungsweise 460 nm.

5. Molekularbiologische Methoden

51 RNA-Isolation aus Zellpellets

Um die drei Zelllinien aus molekularbiologischemdRWinkel zu betrachten, wurden von jeder
Linie wie unter 1.1 beschrieben Zellpellets versdener Passagen hergestellt und bis zu ihrer

Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zur Isolierung der RNA wurden die Zellen in 350 iRIzol™ (Thermo Fisher Scientific)
aufgeschlossen und in ein 2 mL Reaktionsgefald iberf Bei der anschlieRenden
funfminttigen Inkubation bei Raumtemperatur denatten die Proteine und I6sten sich im
enthaltenen Phenol. Es folgte die Zugabe von 7€hloroform pro Versuchsansatz, das sich
weitgehend homogen mit dem Phenol vermischte. Maddr 20-minttigen Zentrifugation der
Proben bei 4 °C und 12.000 rpm zeigte sich im emntdeil des GeféalRes eine rote Phenolphase,
im oberen Teil dagegen ein wassriger, die RNA dtethder Uberstand, von dem etwa die
Halfte abgenommen und in ein 1,5 mL Reaktionsgefguéttiert wurde. Die dazwischen
liegende Interphase aus relativ hydrophilen Preteigalt es dabei auf keinen Fall mit zu
Uberfihren. Danach gab man zu jeder Probe 3 ulr éri®-Mischung aus Glykogen und
nukleasefreiem Wasser und fligte zuséatzlich bei Remperatur eine Volumeneinheit
100%igen Isopropanols hinzu. Es erfolgte eine zehiitige Inkubation bei Raumtemperatur,
bevor die Anséatze zehn Minuten bei 4 °C und 12.60® zentrifugiert wurden. Nach
Abpipettieren des Uberstandes wurden die entstamdBMNA-Pellets mit je 1 mL 75%igem
Ethanol gewaschen und schlief3lich weitere funf Nénwbei 4 °C und 7.500 rpm zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstandes lieR man den Rucksataashem auf 65 °C erwarmten
Heizblock circa vier Minuten trocknen und |ostesdie dann je nach Grof3e des Pellets in 20
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bis 50 pL nukleasefreiem Wasser, mit dem Ziel &opzentration von 1 pg/pL zu erreichen.
Die Lo6sungen wurden zum Schluss weitere vier Minuien Heizblock bei einer

Geschwindigkeitsstufe von 500 rpm auf 65 °C erwamabei die Ansatze sowohl davor als
danach kurz grindlich durchmischt wurden. Die éxgde Gesamt-RNA wurde bis zu ihrer

weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.

5.2 RNA-Quantifizierung

Die Bestimmung der RNA-Konzentration in den einealProben erfolgte quantitativ mit Hilfe

eines NanoDrop Spektrophotometers (ND 1000, Peqledgngen), indem bei einer

Wellenlange von 260 nm, was dem Absorptionsmaximrom Nukleinsduren entspricht, die

Absorption der Losungen gemessen wurde. Als Maig&iReinheit der Ansatze dient dabei
die Ratio aus der Absorption bei 260 und 280 nmrt&/ewischen 1,8 und 2,0 weisen dabei
auf proteinfreie RNA hin.

5.3 Reverse Transkription der isolierten RNA (CDNA-Syde)

Zwischen der Isolierung der RNA und der Analyse Nekleinsauren mittels Real Time

Quantitativer Polymerasekettenreaktion steht athst@r Arbeitsschritt das Umschreiben der
RNA in komplementare DNA (cDNA) im Sinne einer resen Transkription an.

Nach der photometrischen Bestimmung der RNA-Konma¢iohen in den einzelnen

Probenldsungen konnten daraus die bendtigten Voluterechnet werden, um je 2 ug RNA
pro Versuchsansatz einzusetzen. Ziel war das sedekimschreiben von mRNA, weshalb
jeweils 1 puL Oligo-dT(Desoxythimidin)-Primer zumrisatz kamen, die spezifisch an den 3'-
Poly(A)-Schwanz eukaryontischer mRNA binden. Diezeinen Mischungen aus RNA und
Primer wurden schlie3lich mit nukleasefreiem Wagsgrzu einem Endvolumen von 10 pL

aufgefullt, zentrifugiert und fur funf Minuten béR °C im Blockcycler erwéarmt.

Zu jeder Probe pipettierte man im Anschluss 10 e Mastermix, der sich aus folgenden

Komponenten zusammensetzte:

Volumen in uL | Substanz
2 5x First Strand Buffer
2 dNTPs
1 M-MLV-Reverse Transkriptase
5 nukleasefreies Wasser
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Nach kurzer Zentrifugation wurde die Synthesereakitn Thermocycler bei einer Temperatur
von 42 °C gestartet. Nach Ende der 60-minutigenbakionszeit erfolgte eine zweiminutige

Erhitzung der Ansatze auf 90 °C, um die Reversadkidptase zu denaturieren und damit zu
inaktivieren. AbschlieRend fullte man jedes Realdgefal? mit 20 uL nukleasefreiem Wasser

auf und bewabhrte die verdinnte cDNA bis zu ihreitaven Verwendung bei -20 °C auf.

54 Real Time Quantitative PolymerasekettenreaktiongfRIR)

Bei der Real Time Quantitativen Polymerasekettédii@a, kurz RTqQPCR, wird im Gegensatz
zu einer herkdbmmlichen PCR die Menge des entstame@énprodukts nicht erst nach Ablauf
des Versuches analysiert, sondern kontinuierlichrerdd des Replikationsprozesses, indem
das Fluoreszenzsignal eines sich einlagernden teéfds — hier SYBR® Green der Firma
Roche — gemessen wird. Unterschiede in der Genssiprezwischen verschiedenen cDNA-
Proben werden mit Hilfe des Cp-Wertes erfasst,dieNummer des Zyklus angibt, an dem
sich dieses Signal zum ersten Mal deutlich vom éfgrundsignal unterscheidet. Je niedriger
dieser Wert, desto starker ist die entsprechendwelSgion des replizierten Gens in der

eingesetzten cDNA-Probe.

Pro 1 pL zu quantifizierender Probe wurden 9 plLegirMastermix aus nachfolgend

aufgelisteten Bestandteilen in die VertiefungereeBt Well-Lightcycler-Platte vorgelegt:

Volumen in pL | Substanz
3 nukleasefreies Wasser
0,5 sense Primer (1:10 verdunnt)
0,5 antisense Primer (1:10 verdinnt)
5 SYBR Green Master Mix

Als Negativkontrolle kam 1 pL nukleasefreies Wagsen Einsatz. Fur die spatere Berechnung
der Konzentration wurde je 1 pL cDNA einer Wildtieere in den Verdinnungen 1:1, 1:3,
1:6, 1:12 und 1:24 pipettiert. Die verwendeten ripaare sind im Anhang aufgefthrt.

Anschlie3end wurde die Platte sorgfaltig mit eiRetie abgeklebt, kurz abzentrifugiert und
dann im LightCycler 480® nach folgendem Protokoklysiert:

Phase Temperatur [in °C] Dauer

Aktivierung 95 5 min
Amplifikation (45 Zyklen)
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- Denaturierung 95 10 s
- Annealing 60 20s
- Elongation 72 20s
95 1 min
Melting 60 1 min

97 o0
Cooling 40 10s

Bei dem TGFBR1-Primerpaar musste eine niedriger@eAling-Temperatur von 52 °C
gewahlt werden, auRerdem wurde hier als StandarBlal aus cDNA von MDCK-C7-Zellen

verwendet, da die Expression von TGFBR1 bei dedija-Probe unzureichend war.

Um die Spezifitdt der Reaktion zu bestimmen, schkish an die Amplifikationsphase eine
Schmelzkurvenanalyse an. Die Gesamtauswertung eeexpression erfolgte mit Hilfe der
LightCycler Software anhand der eingesetzten Stalkdazentrationen, bevor abschlie3end
eine Normierung auf das ,Housekeeping Gen* RPL32Igte, das dabei als endogenes
Referenzsystem fungierte [24]. Letzteres ist notliggnda bei der reversen Transkription von
RNA in cDNA zwar pro Probe die gleiche Menge an R&iAgesetzt wird, die Effizienz der
cDNA-Synthese in den einzelnen Reaktionsgefal3emdtisch trotzdem leicht variieren kann.
Um die Proben dennoch miteinander vergleichen awné&n, wird als interne Kontrolle ein

Housekeeper mitbestimmt.

55 DNA-Agarosegelelektrophorese

Um sicherzustellen, dass wahrend der RTgPCR dieresgiten Produkte synthetisiert wurden,
fuhrte man nachfolgend eine DNA-Gelelektrophoresechl, bei der eine Auftrennung der
DNA-Fragmente nach Ladung und Groéf3e erfolgte. Diarmlysierenden Proben wurden dabei
zunachst in den Lightcycler-Platten, die nach Ahsshder RTgPCR im Kihlschrank gelagert
wurden, mit je 2 pL 6x DNA Gel Loading Dye vermengg 10 pL dieser Mischungen wurden
anschlieBend vorsichtig in die Geltaschen einer g&%i Agarose-Gelplatte, die in der
Elektrophoresekammer vollstandig von 1x TAE-PufeR1S-Essigsaure-Puffer) bedeckt war,
pipettiert. Zur spateren Quantifizierung liefen @ls 10 pL eines 50 bp Standard-DNA-
Markers neben den vier Proben jedes Gens. Bei $pamnung von 130 Volt, einer Stromstéarke
von 590 mA und 130 Watt liel3 man die Front der FZ&Bdukte 30 Minuten wandern, bevor
man die Gelplatte zu Dokumentationszwecken in d&f-Tdhnsillumination ablichtete

(Fotografie der Gelplatte im Anhang).
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lll.  Ergebnisse

1. Stimulationsversuche unter statistischen Bedingunge

Um die unterschiedlich behandelten Zellen hinsichtleiner moglichen Hypertrophie zu
untersuchen, wurde als messbare Grof3e der QuatisnProtein- und DNA-Konzentration
verwendet, der im Nachfolgenden als Protein-DNAiRBEzeichnet wird. Hintergrund dieses
Modells ist die Annahme, dass die Protein-Konzéiotnadie Menge an Zytoplasma sowie
Membranproteinen und damit naherungsweise die W8k widerspiegelt. Die Protein-
Konzentration wiederum wird in Relation zur DNA-Kzemtration, dem Malf3 fur die Zellzahl,
gesetzt. Bei einer moglichen Hypertrophie nimmt dieligroRe und damit die Protein-
Konzentration zu, wahrend die Zellzahl und damithadie DNA-Konzentration anndhernd

gleichbleibt, was sich in einem Anstieg der ProfeMA-Ratio zeigt.

Als Losungsmittel fur die Stimulationssubstanz Egil@zin wurde Dimethylsulfoxid
verwendet. Um den Einfluss dieses Mittels von dedMamentenwirkung zu differenzieren,
stimulierte man die Zellen analog mit dem gleich&iumen an reinem Dimethylsulfoxid.
Deshalb wurden im Folgenden die Gruppen EMPA (Eni@zjn) und DMSO

(Dimethylsulfoxid) miteinander verglichen.

TGRB (Transforming Growth Fact@), das als Positivkontrolle fiir die Hypertrophiagesetzt
wurde, konnte direkt dem Medium zugegeben werders Aegeniberzustellende
Negativkontrolle, die in den abgebildeten Graphien,l&ontrolle benannt ist, wurde Kultur-

beziehungsweise Hungermedium ohne Zusatz von F@&wudet.

Die Berechnung der Protein-DNA-Ratio erfolgte aws cermittelten Protein- und DNA-
Konzentrationen mit Hilfe von Microsoft Excel. Di@&raphen wurden mit der Software
GraphPad Prism® (Version 5.00) erstellt. Da es aiga den Passagen der einzelnen Zelllinien
zu starkeren Streuungen kam, wurden zur besserggieithbarkeit zwischen den einzelnen
Versuchsdurchgdngen die Gruppen EMPA und [ G&uf ihre Kontrolle DMSO
beziehungsweise Medium ohne Zusatz hin normiertdardit in Relation zu dieser gesetzt.
Diese Werte werden im Folgenden als Relativwerteb{illungen ,b“) bezeichnet, mit den
Absolutwerten (Abbildungen ,a“) sind die Ursprungste der Messung ohne Normierung zur

Vergleichsgruppe gemeint.
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1.1 MDCK-C7-Zelllinie

Bei den distalen Tubuluszellen caninen UrsprungstéiEmpagliflozin zu keiner relevanten

Anderung der Protein-DNA-Ratio im Vergleich mit DKdSSowohl die Absolut- als auch die

Relativwerte lagen in beiden Gruppen auf fast aamithgleichem Niveau. Ebenso zeigte sich
weder bei der Protein- noch bei der DNA-Konzentragin signifikanter Unterschied zwischen

den Zellen unter Empagliflozin- und denjenigen ubt®1SO-Behandlung (siehe Abbildungen

3.1a und 3.1b).
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Abbildung 3.1a Protein- und DNA-Konzentration sowierotein-DNA-Ratio bei

MDCK-C7-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak(DMSO) und
Empagliflozin (EMPA) - Absolutwerte
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Abbildung 3.1b Protein- und DNA-Konzentration sowiBrotein-DNA-Ratio bei
MDCK-C7-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak(DMSO) und
Empagliflozin (EMPA) - Relativwerte

Das als Positivkontrolle eingesetzte TiGfiehrte zu einer bereits unter dem Lichtmikroskop
sichtbaren Veranderung der Zellform im Sinne emgischen Zunahme der Zellgré3e und
diskreten Zellformveranderung (siehe Abbildungehuhd 3.3).
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Abbildung 3.2: MDCK-C7-Zellpopulation vor Stimuiah mit TGH
(eigene Aufnahme)

Abbildung 3.3: MDCK-C7-Zellpopulation nach Stimtitan mit TGH —
Sichtbare Veranderung der Zellform (eigene Aufnahme
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Die ebenfalls gemessene Erhdhung des QuotienteRratesin/DNA unter TGBE-Behandlung
im Sinne einer Hypertrophie war aber in Relation Kegativkontrolle mit Hungermedium
statistisch knapp nicht signifikant (p=0,06). BeindAbsolutwerten der Vergleichsgruppe
Hungermedium/TGF war der gemessene Unterschied etwas deutlicha abenfalls

statistisch knapp nicht signifikant (p=0,051) (€efkbbildungen 3.4a und 3.4Db).

Statisch signifikante Unterschiede prasentierteh sillerdings in den der Berechnung der
Protein-DNA-Ratio zugrundeliegenden Messungen deteih- und DNA-Konzentration. In

Relation zu den MDCK-C7-Zellen unter Hungermediuehm sowohl die Protein- als auch die
DNA-Konzentration unter Behandlung mit T@Bignifikant ab (p=0,01 bzw. p=0,005). Ohne

Normierung zeigte sich in den Absolutwerten zwischeingermedium und T@Hedoch kein
Unterschied (siehe Abbildungen 3.4a und 3.4b).
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1.2 LLC-PK1-Zelllinie

Proximale Tubuluszellen porcinen Ursprungs zeigiater Empagliflozin-Behandlung eine

Tendenz zur Hypotrophie, welche allerdings gegendiee DMSO-Gruppe statistisch nicht
signifikant war (Absolutwerte: p=0,19, Relativwerf{e=0,13). Sowohl bei den Absolut- als
auch Relativwerten zeigte sich unter Einfluss vompigliflozin eine Abnahme der Protein-
und DNA-Konzentration, jedoch nicht in einer stigish signifikanten Gréfenordnung (siehe
Abbildungen 3.5a und 3.5b).
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Abbildung 3.5a Protein- und DNA-Konzentration sowierotein-DNA-Ratio bei

LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak(DMSO) und
Empagliflozin (EMPA) - Absolutwerte
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DNA-Konzentration sowiBrotein-DNA-Ratio bei

LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak(DMSO) und
Empagliflozin (EMPA) - Relativwerte
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Da die LLC-PK1-Zellen bei einem Wechsel auf Hungediom mit Ablosung reagierten,
diente hier Kulturmedium als Negativkontrolle gedgleer der TGB-Positivkontrolle. Letzteres
bewirkte auch in doppelt so hoch eingesetzten Deserl nM keine signifikante Hypertrophie
(Absolutwerte: p=0,42, Relativwerte: p=0,28) (siéidildungen 3.6a und 3.6b).

Unter Behandlung mit TGFwar lediglich eine in Relation zu den LLC-PK1-Zgll unter
Kulturmedium statistisch signifikante Abnahme déiAKonzentration zu messen (p=0,01).
Die in diesem Zusammenhang ermittelten Proteinkainzgonen in dieser Vergleichsgruppe
differierten allerdings nicht ausreichend voneirem@=0,10). Bei den Absolutwerten der
Gruppe Kulturmedium/TGF zeigten sich ebenfalls keine signifikanten Unteisde (siehe
Abbildungen 3.6a und 3.6b).
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Abbildung 3.6a Protein- und DNA-Konzentration sowierotein-DNA-Ratio bei
LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Kulturmedium dinTGH3 -
Absolutwerte
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Abbildung 3.6b Protein- und DNA-Konzentration sowiBrotein-DNA-Ratio bei
LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Kulturmedium dinTGH3 -

Relativwerte
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1.3 M-1-Zelllinie

In den vorausgegangenen Tierexperimenten der Adrepppe Schweda konnte die zu
beobachtende renale Hypertrophie unter Empaglifi@ahandlung auf eine mikroskopisch
messbare Zunahme des Zellvolumens im Sammelrohiickgefihrt werden. Im
Zellkulturexperiment mit Sammelrohrzellen murinersprungs konnte kein direkter Effekt auf

das Zellvolumen gezeigt werden werden.

Die M-1-Zellen prasentierten sich unter dem Mikmayskn ihrer ZellgroRe optisch deutlich
kleiner als die vorangegangenen beiden Zellliniga. wirkte vor allem der Zellkern im
Vergleich zum Zytoplasma besonders prominent. Um gliclist &hnlich hohe
Proteinkonzentrationen wie bei den MDCK-C7- und EBR1-Zellen zu messen, wurden
aufgrund der geringeren ZellgréRe und der darasudtrerenden geringeren Proteinmenge pro
Einzelzelle mehr Zellen eingesetzt. Demzufolge wardProtein- und DNA-Konzentration
sowohl bei 75.000 Zellen pro Well (24 Well-Platiy auch bei 150.000 Zellen pro Well
(12 Well-Platte) bestimmt. Die Berechnung der RmeI2NA-Ratio ergab bei beiden
Zellzahlen Werte in ahnlicher GréR3enordnung, soeasgentsprechender Vergleich bezuglich
statistischer Signifikanz moglich war. Protein- unbDNA-Konzentration bei den

unterschiedlichen Zellzahlen mussen allerdings s betrachtet werden.

Letztendlich lie3 sich zusammenfassend zwischen EMPA- und DMSO-Gruppe kein
signifikanter Unterschied in der gemessenen Prdd&A-Ratio feststellen. Absolut- sowie
Relativwerte lagen auf einem annahernd gleichere&iv(siehe Abbildungen 3.7a, 3.7b, 3.8a
und 3.8b).
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Bei einer Zellzahl von 75.000 Zellen pro Well wasswohl Absolut- als auch Relativwerte
der Protein- und DNA-Konzentrationen der Gruppe OMEMPA ahnlich hoch (siehe
Abbildungen 3.7a und 3.7b).
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M-1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfoxid {50) und
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Bei einer Zellzahl von 150.000 Zellen pro Well waie Unterschiede zwischen den Zellen
unter Empagliflozin- beziehungsweise DMSO-Behanglebenfalls gering ausgepragt, jedoch
zeigte sich vor allem bei Betrachtung der Relatieveumindest eine gewisse Abnahme der
Protein- und DNA-Konzentration auf statistisch nickignifikantem Niveau (Protein-
Konzentration:  Absolutwerte: p=0,67, Relativwertep=0,33; DNA-Konzentration:
Absolutwerte: p=0,70, Relativwerte: p=0,24) (siéidildungen 3.8a und 3.8b).
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Abbildung 3.8a Protein- und DNA-Konzentration sowierotein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfoxid {50) und
Empagliflozin (EMPA) - Absolutwerte; 150.000 Zellpro Well

Protein DNA Protein-DNA-Ratio
1501 150+ 150

1004

%

50 50

Abbildung 3.8b Protein- und DNA-Konzentration sowiBrotein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfoxid {50) und
Empagliflozin (EMPA) - Relativwerte; 150.000 Zellpro Well
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TGH3 konnte auch hier weder in der tblichen Dosis vo@ pM noch in der doppelt so hohen
Konzentration von 1 nM eine signifikante Hypertrapimduzieren. Absolut- und Relativwerte
der Protein-DNA-Ratio der Vergleichsgruppe Hungetime/TGH differierten kaum (siehe
Abbildungen 3.9a, 3.9b, 3.10a und 3.10b).

Bei einer Zellzahl von 75.000 Zellen pro Well kometine Abnahme der Proteinkonzentration
beobachtet werden, welche jedoch statistisch regmifikant war (p=0,08 bzw. p=0,08).
Ebenso nahm die DNA-Konzentration unter Behandlumigg TGH3 im Vergleich zu
Kontrollzellen ab. Bei den Absolutwerten fiel dentgrschied zwischen beiden Gruppen
geringer aus (p=0,16) als bei Betrachtung der Relatte, wo der Effekt von TGFknapp
nicht signifikant war (p=0,06) (siehe Abbildunge®&und 3.9b).
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Abbildung 3.9a Protein- und DNA-Konzentration sowierotein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Hungermedium und HG -
Absolutwerte; 75.000 Zellen pro Well
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Abbildung 3.9b Protein- und DNA-Konzentration sowiBrotein-DNA-Ratio bei

M-1-Zellen nach Stimulation mit Hungermedium und HG -
Relativwerte; 75.000 Zellen pro Well
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Allerdings zeigten sich bei einer Zellzahl von 1@ Zellen pro Well bei den Protein- und
DNA-Konzentrationen im Hinblick auf die Relativwereindeutige Unterschiede zwischen
Hungermedium und TGF Unter Behandlung mit TGFahm sowohl die Protein- als auch die
DNA-Konzentration im Vergleich zu Kontrollzellenasistisch signifikant ab (p= 0,01 bzw.
p=0,01). Ohne entsprechende Normierung war bei Absolutwerten der Unterschied
zwischen Hungermedium und T@Reringer ausgepragt und infolgedessen statishswdit
signifikant (p=0,08 bzw. p=0,16) (siehe AbbildundgefhOa und 3.10Db).
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Abbildung 3.10a Protein- und DNA-Konzentration sewiProtein-DNA-Ratio bei

M-1-Zellen nach Stimulation mit Hungermedium und HG -
Absolutwerte; 150.000 Zellen pro Well
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2. Superfusionsversuche mit LLC-PK1-Zellen

Um das vorliegende Modell zu verbessern und dietin-Bedingungen an die Gegebenheiten
in vivo anzunahern, wurden die Stimulationsversucimer Superfusion wiederholt. In
vorherigen Experimenten der Arbeitsgruppe Schwedante mittels eines in vitro-
Flusssystems bei LLC-PK1-Zellen eine signifikantgpkrtrophie induziert werden [86]. Vor
dem eigentlichen Versuch mit zusatzlicher Stimaolatdurch Empagliflozin wurde dieser
Versuch unter mdglichst gleichen Bedingungen repzoait. Anders als in der Arbeit von
Andrea Schreiber beschrieben [86] konnte ledigliciter einer Flussgeschwindigkeit von
1 mm/s eine signifikante Hypertrophie der Zellendumert werden, weshalb die
Superfusionsversuche nur mit dieser Flussgeschghedi durchgefuhrt wurden. Eine
Positivkontrolle mittels TGF war bei diesem Versuchsaufbau nicht nétig, damatlarch die
Superfusion eine Hypertrophie induziert wird undeezusatzliche Stimulation durch TGBF
nicht notwendig ist. Zusatzlich erfolgte auf debssl Well-Platte eine gleichzeitige Stimulation

mittels Empagliflozin beziehungsweise Dimethylsxitbunter statischen Bedingungen.

Nachfolgend ergeben sich somit vier Vergleichsgempp.LC-PK1-Zellen, die superfundiert
wurden und gleichzeitig mit Empagliflozin (EMPA_Mipbeziehungsweise Dimethylsulfoxid
(DMSO_Flow) stimuliert wurden einerseits sowie amdseits LLC-PK1-Zellen, die ohne
zusatzlichen Fluss unter Zusatz von EmpaglifloZzgMPA_Kontrolle) beziehungsweise
Dimethylsulfoxid (DMSO_Kontrolle) inkubiert wurden.

Zusammenfassend konnte bei Betrachtung der PrDfgi-Ratio kein signifikanter
Unterschied zwischen den vier oben genannten Mehgigruppen beobachtet werden. Auch
die der Berechnung zugrundeliegenden Protein- sDiMi&-Konzentrationen zeigten sich auf
ahnlichem Niveau ohne signifikante Unterschieddéerdlings nahm bei LLC-PK1-Zellen, die
mit Dimethylsulfoxid stimuliert und zusatzlich sufaendiert wurden, die DNA-Konzentration
signifikant (p=0,03) zu denjenigen Zellen, die tgdih unter statischen Bedingungen mit
Dimethylsulfoxid stimuliert wurden, ab (siehe Alzhihg 3.11).
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Abbildung 3.11: Protein- und DNA-Konzentration sew Protein-DNA-Ratio bei

LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Empagliflozin EMPA)
beziehungsweise (DMSO) sowie mit (Flow) beziehurgjsev ohne

(Kontrolle) Superfusion (1 mm/s)

Um die vier Versuchsgruppen besser vergleicherdonndn, wurden sie auf zwei verschiedene

Arten in Relation zueinander gesetzt, wobei jewddsgleichspaare gebildet wurden.

So wurden einerseits (siehe Abbildung 3.12) LLC-PA€llen, die unter Einfluss von
Empagliflozin standen, mit denjenigen unter Eirglw®n Dimethylsulfoxid verglichen. Bei
superfundierten Zellen zeigte sich kein Untersctaetschen den beiden Stimulationsmedia.

Bei statisch inkubierten Zellen konnte unter Emgllagin — im Vergleich zu Zellen, die nur
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Dimethylsulfoxid erhalten hatten — eine statistiskhapp nicht signifikante (p=0,06)
Hypotrophie beobachtet werden. Dieser Effekt komm@&hnlicher Weise bereits bei den oben
unter 1.2 aufgefuhrten Versuchen aufgezeigt werdemei dort lediglich eine Tendenz zur
Hypotrophie zu beobachten war. Ebenso zeigte sieln dine statistisch knapp nicht
signifikante Zunahme der DNA-Konzentration untergagliflozin-Behandlung im Vergleich
zur Behandlung mit Dimethylsulfoxid (p=0,06).
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Abbildung 3.12: Protein- und DNA-Konzentration sew Protein-DNA-Ratio bei

LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Empagliflozin EMPA)
beziehungsweise (DMSO) sowie mit (Flow) beziehurgjser ohne
(Kontrolle) Superfusion (1 mm/s) Normierung EMPA_Flow auf

DMSO_Flow sowie EMPA_Kontrolle auf DMSO_Kontrolle
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Andererseits (siehe Abbildung 3.13) erfolgte eimgleich der stimulierten Zellen hinsichtlich
statischer Inkubation und Inkubation unter SupéofusBei den Zellen, deren Medium
zusatzlich Empagliflozin enthielt, zeigte sich k&interschied zwischen Inkubation mit oder
ohne Fluss. Ebenso konnte auch bei Zellen, diebimiethylsulfoxid behandelt wurden, kein
Unterschied zwischen statischen und Fluss-Bedingurdgetektiert werden. Lediglich die
DNA-Konzentration nahm unter Superfusion und glegtiger Dimethylsulfoxid-Behandlung
im Vergleich zu Kontrollzellen auf statistisch sifgkantem Niveau zu (p=0,02).
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Abbildung 3.13: Protein- und DNA-Konzentration sew Protein-DNA-Ratio bei

LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Empagliflozin EMPA)
beziehungsweise (DMSO) sowie mit (Flow) beziehurgjsev ohne
(Kontrolle) Superfusion (1 mm/s) Normierung EMPA_Flow auf
EMPA_Kontrolle sowie DMSO_Flow auf DMSO_Kontrolle
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3. Real Time Quantitative PCR

Da man in den oben beschriebenen Experimentensasgenur sehr geringe Effekte von
Empagliflozin und TGE auf die Protein-DNA-Ratio beobachten konnte, eakklart werden,
inwieweit die einzelnen Zelllinien die Zielgene d@nzelnen Substanzen exprimieren. Mittels
Real Time Quantitativer PCR wurde deshalb die Esgiom der Gene RPL32, SGLT2, SGLT1,
TGFBR1 sowie TGFBR2 in den drei verschiedenen ideih MDCK-C7, LLC-PK1 und M-1
untersucht. Zusatzlich erfolgte eine Normierung dgmessenen Werte bezlglich der
Expression des ,Housekeeping Gens® RPL32, das dalseiendogenes Referenzsystem
fungierte [24].

RPL32 wurde am starksten in der MDCK-C7-Zelllinsgpgmiert, gefolgt von der M-1- und
LLC-PK1-Zelllinie (siehe Abbildung 3.14). Samtlichen den folgenden Diagrammen

visualisierten Unterschiede in der Expression dezretnen Gene sind auf diese RPL32-Werte

normiert.
Konzentration RPL32

15 -+

10 -+

5 -

0

LLC-PK1 MDCK-C7
Abbildung 3.14: Expression des ,Housekeeping G&L 32 in den drei verwendeten
Zelllinien

3.1 SGLT2-und SGLT1-Gen

Primarer Wirkort von Empagliflozin ist der SGLT2, eshalb die Expression des

entsprechenden Gens von besonderem Interesse igdoeiHzeigte sich, dass vor allem die
LLC-PK1-Zelllinie, die den proximalen Tubulus repeftiert, das SGLT2-Gen am starksten
exprimiert. Bei den MDCK-C7- und M-1-Zellen wurd&BET2 jedoch kaum exprimiert (siehe

Abbildung 3.15).

49



Konzentration SGLT2

(bezogen auf RPL32)
0,2
0,1
0
LLC-PK1 MDCK-C7 M-1
Abbildung 3.15: Expression des SGLT2-Gens (Noruonigrauf das ,Housekeeping

Gen“ RPL32) in den drei verwendeten Zelllinien

Da Empagliflozin unspezifisch auch am SGLT1-Rezeptorkt, wurde ebenfalls die
Expression des SGLT1-Gens untersucht. Auch higtesich, dass vor allem LLC-PK1-Zellen
diesen Transporter exprimieren, sogar rund dreifa@tker als das SGLT2-Gen. In geringem
Ausmal’d erfolgt eine entsprechende Expression vobhT$Gauch in MDCK-7-Zellen.
M-1-Zellen hingegen exprimieren das SGLT1-Gen imaehlassigbar kleiner Gro3enordnung
(siehe Abbildung 3.16).

Konzentration SGLT1
(bezogen auf RPL32)

0,6
04
0,2
0
LLC-PK1 MDCK-C7 M-1
Abbildung 3.16: Expression des SGLT1-Gens (Norunigrauf das ,Housekeeping

Gen“ RPL32) in den drei verwendeten Zelllinien

3.2 TGFBR1-und TGFBR2-Gen

Alle drei Zelllinien exprimieren das TGFBR1-Genargleichsweise geringem Ausmal — vor
allem im Hinblick auf die Expression der andererRahmen dieser Arbeit untersuchten Gene.
Die starkste Expression des TGFBR1-Gens findet Beihden MDCK-C7-Zellen. Bei den
M-1-Zellen ist die Genexpression um etwa 60 % ggninbei den LLC-PK1-Zellen ist sie sogar
um rund 70 % geringer (siehe Abbildung 3.17).
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Konzentration TGFBR1
(MDCK-C7-Standard; bezogen auf

RPL32)
0,15
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0,05
0
LLC-PK1 MDCK-C7
Abbildung 3.17: Expression des TGFBR1-Gens (Noramg auf das ,Housekeeping

Gen® RPL32; Verwendung des MDCK-C7-Standards) im diei

verwendeten Zelllinien

Insgesamt ist die Expression des TGFBR2-Gens bheiditei Zelllinien deutlich starker
ausgepragt und liegt im Vergleich mit der Expression TGFBRL1 in einer grob hundertfach
hoéheren Grolenordnung. Vor allem die MDCK-C7-Zeleetprimieren das Gen besonders
stark, wobei sich — im Gegensatz zu TGFBR1 — agcldén M-1-Zellen eine &hnliche hohe
Genexpression feststellen lasst. Lediglich bei den Experiment verwendeten
LLC-PK1-Zellen zeigen sich deutliche Unterschiededen anderen beiden Zelllinien. Die
Expression von TGFBRL1 ist im Vergleich zu den MDCK- und M-1-Zellen um jeweils tber
80 % geringer (siehe Abbildung 3.18).

Konzentration TGFBR2
(bezogen auf RPL32)
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Abbildung 3.18: Expression des TGFBR2-Gens (Noramg auf das ,Housekeeping
Gen“ RPL32) in den drei verwendeten Zelllinien
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V.

Diskussion

1. Anpassungsvorgdnge des Nephrons infolge der SGLT2Hibition

durch Empagliflozin - Vergleich Tierversuch vs. Zelkulturexperiment

Die Entdeckung der nephroprotektiven Wirkung dedikementdosen SGLT2-Hemmung -
sowohl bei diabetischer [75, 101, 102] als auchnipsht-diabetischer Nephropathie [37, 39] -
hat in der internistischen Fachwelt fir groRes Abén gesorgt, weil sie neue Wege in der
Therapie und Progressionshemmung der chronischeeremMnsuffizienz aufzeigt.
Verschiedene Arbeitsgruppen weltweit versuchendssit zu entschlisseln, durch welche
Signalwege diese Protektionsmechanismen in dereNiarmittelt werden. Daten aus
Tierversuchen liefern jedoch widersprichliche Ermgsge hinsichtlich mdglicher
Nephroprotektion unter SGLT2-Inhibition bei nichdetischer Nephropathie. So konnte zwar
bei einigen Schadigungsmodellen eine Verbesserargghiedener Nierenfunktionsparameter
unter SGLT2-Inhibition demonstriert werden [1, 18-#8, 105], andererseits lieien aber
vergleichbare Untersuchungen mit anderen Schadggnodellen keinen nephroprotektiven
Vorteil einer Gliflozintherapie erkennen [46, 59,806, 108]. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Frank Schweda konnte bei Wildtyp-Mausen ohne reBalgidigung, die Uber acht Wochen mit
Empagliflozin behandelt worden waren, eine Erhdhadeg) Nierengewichts feststellen, welche
primar nicht als Wassereinlagerungen, sondern afwachstum interpretiert wurde.
Mikroskopisch konnte né&mlich eine Zunahme der Kallie in kortikalen und medullaren
Abschnitten des Sammelrohrs sowie im S3-Segmenpaesmalen Tubulus nachgewiesen
werden (Vorarbeiten Frederick Sinha, AG SchwedaljchrAim Rahmen anderer Tierstudien
konnte eine signifikante Zunahme des Nierengewicimier SGLT2-Inhibition beobachtet
werden [17, 18, 46, 81, 105]. Im Rahmen dieser Admdlte nun mittels Zellkulturexperiment
geklart werden, ob diese Hypertrophie durch einekti oder indirekte Wirkung der SGLT2-

Inhibition induziert wird.

Zusammenfassend konnte die im Tierexperiment megitt Hypertrophie von Nierenzellen
unter Behandlung mit Empagliflozin in vitro wedernter statischen noch unter
Flussbedingungen reproduziert werden. Es konntedmeia gezeigt werden, dass
Empagliflozin in SGLT2-negativen Zellen keine Of&Qet-Wirkung hinsichtlich Induktion
einer Zellhypertrophie hat. Dies bestatigt die Adreit zugrundliegende Hypothese, dass die
von unserer Arbeitsgruppe beobachtete renale Hygpdrie bei Wildtyp-Mausen ohne renale
Schadigung wahrscheinlich durch eine indirekte Wik des Empagliflozins hervorgerufen
wird.
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Im Folgenden sollen die beobachteten Veranderunden Protein-DNA-Ratio im
Zellkulturexperiment unter der Behandlung mit Enipglagin in Zusammenhang mit der

Expression der fur die Medikamentenwirkung erfolideen Rezeptoren gesetzt werden.

1.1  Distaler Tubulus (MDCK-C7) und Sammelrohr (M-1)
Sowohl bei MDCK-C7-Zellen, distalen Tubuluszelleammen Ursprungs, als auch bei M-1-

Zellen, Sammelrohrzellen murinen Ursprungs, fulEmapagliflozin zu keiner relevanten
Anderung der Protein-DNA-Ratio im Sinne einer Hypmshie. Im Vergleich zu mit
Dimethylsulfoxid behandelten Kontrollzellen zeigtesich kaum Unterschiede bei den
gemessenen Werten (siehe Abbildungen 3.1a/b, 3.3&8&/b). SGLT2-Inhibitoren haben im
distalen Tubulus und Sammelrohr kein direktes Afgpiel [43, 45], was eine direkte
Medikamentenwirkung unwahrscheinlich macht. Wedenérwendete MDCK-C7- noch die
M-1-Zelllinie exprimierte in relevanter GroRenoragudas erforderliche Zielgen SGLT2 (siehe
Abbildung 3.15). Ebenso war die Expression von SGbé&i beiden Zelllinien unzureichend.
Dabei sei bereits an dieser Stelle angemerkt, Bagsagliflozin sehr spezifisch und mit hoher
Affinitat an sein Target bindet und eine Hemmung 8&LT1 nur durch sehr hohe DosersglC
8.300 nM) erzielt werden kann [34], die allerdings vorliegenden Versuchsaufbau nicht
erreicht wurden. Die Ergebnisse stehen damit ime@satz zu der beobachteten Hypertrophie
von Sammelrohrzellen im Tiermodell (Vorarbeiten deeck Sinha, AG Schweda).
Moglicherweise lassen sich diese Veranderungerearirdbuluszellen auf kompensatorische
Anpassungsprozesse und damit sekundare Effek@GIer2-Inhibition zuriickfihren. Infolge
der Blockade des SGLT2 im proximalen Tubulus koreszu einer Erh6éhung der Glukose-
und Natriumchloridkonzentration und einer Hyperrpsion dieser Molekile in weiter distal
gelegenen Nephronabschnitten. Um dort dem erh@ttefangebot gerecht zu werden, finden
vermutlich Anpassungsvorgange, unter anderem inmFainer kompensatorischen
Hypertrophie, statt. Die Syntheseleistung der Iifietinen Zellen erhdht sich und es werden
vermehrt entsprechende Transporter in die apikalembtan eingebaut, was die
Aufnahmeleistung im dazugehoérigen Segment stei@ddichzeitig ist moglicherweise eine
Erhéhung des ATP-abhangigen ™Nexports auf der basolateralen Seite von Néterssé&tal
zu dieser Hypothese zeigte sich bei den Versuchstielie unter Empagliflozin-Behandlung
ein erhohtes Nierengewicht entwickelten, ebenfaliee gesteigerte mRNA-Expression des
Na‘,K*,2Cr-Kotransporters 2 (NKCC2) sowie des epithelialentriNenkanals ENaC
(Vorarbeiten Frederick Sinha, AG Schweda). Dagelgamte im Rahmen einer Arbeit an
diabetischen Mausen, die neben einer hochkalomsDi zusatzlich Dapagliflozin erhielten,
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keine Mehrexpression Ndransportierender Kanale im dicken aufsteigendeih der Henle-
Schleife, im distalen Konvolut und Sammelrohr nashkigsen werden. Im dicken
aufsteigenden Teil der Henle-Schleife beziehungssvien distalen Konvolut zeigte sich zwar
eine nicht signifikante Steigerung der mRNA-Expiessdes N3 K™,2Cr-Kotransporters 2
(NKCC2) beziehungsweise des NaCl-KotransportersGN@illerdings ohne Auswirkungen
auf eine vermehrte Proteinexpression von NKCC2 edMCC. Die mRNA-Expression des
Natrium-Calcium-Antiporters NCX1 war sogar signéiit vermindert. Im Sammelrohr wurde
die mRNA-Expression der drei Untereinheitenff, y) des epithelialen Natriumkanals ENaC
untersucht. Unter Dapagliflozin-Behandlung wurdeaz\ZNaG: vermehrt, gleichzeitig aber
ENa@3 und ENa@ vermindert exprimiert [58].

Durch die osmotische Wirkung von Nand Glukose wird zusétzlich Wasser im Lumen
gebunden. Dadurch steigen das tubulare Volumerialgkich der Volumenstrom (QAV/At).

Die veranderten Flussbedingungen im Sinne einessBteigerung beeinflussen parakrine
Prozesse. Gemal der ,Workload“-Hypothese indudietfKombination aus héherem Fluss und
tubularer Mehrbeladung eine entsprechende kompmisate Hypertrophie [42, 86]. Auch
Kim et al. postulieren, dass durch Hemmung des SXGbT kortikalen proximalen Tubulus
maoglicherweise der tubuldre Workload im medulladecken aufsteigenden Ast der Henle-
Schleife steigt [48].

Im Sammelrohr kann Wasser unter anderem uber Agumapd<anale aufgenommen werden
[57, 87]. Die zusatzliche Hyperresorption von Wasseklart moglicherweise das im
Tierexperiment beobachtete Zellwachstum im Samrhekowie die Zunahme der Anzahl an
AQP-2 positiven Tubuli in Cortex und Medulla bei [dfyp-Tieren nach achtwdchiger
Empaglifiozin-Behandlung (Vorarbeiten Frederick &%n AG Schweda). Diese
Anpassungsvorgange fuihren maoglicherweise auch ellschwellung. Unter diabetischen
Bedingungen konnte diese Regulation allerdings tnidobachtet werden. So konnte im
Rahmen einer Studie an Ratten mit Streptozocinziediem Diabetes mellitus zwar eine
gesteigerte Expression von AQP-2, NKCC2 und UT-degtransporter-Al) im Vergleich zu
Kontrolltieren gezeigt werden, eine zusatzliche &whung mit Dapagliflozin fihrte
anschlie3end aber nur zu einer weiteren Steigedend)T-Al-Expression, nicht jedoch der
Expression von AQP-2 und NKCC2 [20]. Auch unter BEglgdlozin-Therapie verminderte sich
bei diabetischen Ratten die mMRNA- und Proteinexgioesvon AQP-2 im Vergleich zu
Kontrolltieren. Dieser Trend einer niedrigeren Eegmion unter Empagliflozin wurde ebenso

bei den Transportern NKCC2 und ENaC beobachteighgleitig wurde die Expression von
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Aquaporin-7 hochreguliert, die Isoformen Aquapdtinund -3 blieben davon jedoch

unbeeinflusst [21].

In der Zusammenschau ist die erhéhte luminale Kaimagon an Nalonen sowie Glukose
infolge der proximalen SGLT2-Blockade wohl der ehtsdende Faktor, um die beobachtete
Hypertrophie von Sammelrohrzellen zu erklaren. Dsrargibt sich auch eine notwendige
Anpassung des Versuchsaufbaus. Anstelle der Vemwvensgion Standardmedium sollte bei
einer Wiederholung der Inkubationsexperimente Kuitedium mit erhéhter Konzentration an
Na" sowie Glukose eingesetzt werden, um besser dienrd@edingungen unter SGLT2-

Inhibition zu imitieren.

1.2  Proximaler Tubulus (LLC-PK1)
LLC-PK1-Zellen, proximale Tubuluszellen porcinersprungs, zeigten - im Gegensatz zu den

beiden anderen untersuchten Zelllinien - unter Hiiijb@zin-Behandlung bei statischen
Inkubationsbedingungen eine Tendenz zur Hypotropiielche allerdings gegenuber der
DMSO-Gruppe statistisch nicht signifikant war (pE®bzw. p=0,13) (siehe Abbildung 3.5a/b).
Dieser Trend liel3 sich auch bei den statischen rdbn¢llen der Superfusionsversuche
erkennen, wo sich dieser Effekt der EmpaglifloziehBndlung noch deutlicher abzeichnete.
Allerdings war auch hier die Abnahme der ProteinAdRatio statisch nicht signifikant, wenn
auch nur knapp (p=0,06) (siehe Abbildung 3.12).sBid&rgebnisse lassen sich auch in
Zusammenhang mit der bisher bekannten spezifisdMakung des Medikaments am
proximalen Tubulus in Einklang bringen. Empaglifohemmt dort den SGLT2 - bei sehr
hohen Wirkstoffkonzentrationen unselektiv zusatztien SGLT1 - und verringert dadurch die
Aufnahme von Natrium und Glukose in die Zellen [&l]. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (IGo) von Empagliflozin beziglich Hemmung des SGLTtibei 3,1 nM,
wahrend sie fir den SGLT1 bei 8.300 nM (entspregh&® pM) betragt [34]. Samtliche
Stimulationsversuche wurden mit einer Empaglifleonzentration von 1 uM durchgefihrt.
Somit wurde sichergestellt, dass Empagliflozin esaigs den SGLT2 durch ausreichend hohe
Wirkspiegel definitiv hemmt, andererseits aber asphzifisch nur am SGLT2 angreift. Fur
eine pharmakologische Blockade des SGLT1 waren faatht hbhere Empagliflozin-

Konzentrationen notwendig, die im Rahmen dieses#rsaufbaus nicht erreicht wurden.

Infolge der SGLT2-Inhibition muss aufgrund der reidaten luminalen NaAufnahme
basolateral auch weniger Neusgeschleust werden. Insbesondere der basola&taie Nd-
Transport via NgK*-ATPase ist mit Verbrauch von Adenosintriphosp#€ER) verbunden
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[30]. So bedingt die SGLT2-Blockade moglicherwaagee Reduktion der energieaufwendigen
Transportprozesse innerhalb der Zelle, was sicteletllich als zu beobachtende Hypotrophie
auliert. Die Abnahme der Protein-DNA-Ratio Iassh siohl auch wiederum mit Hilfe der
-Workload“-Hypothese erklaren. Eine Steigerung ti@oularen Transportaktivitat gilt als
entscheidender Trigger fur ein kompensatorischesedivachstum. Durch medikamentdse
SGLT2-Blockade sinkt jedoch die Transportaktiviigi proximalen Tubulus unter das

physiologische Mal3, worauf die betroffenen Zellgpdtrophieren [42].

Die verwendeten LLC-PK1-Zellen exprimieren sowohs $GLT2- als auch das SGLT1-Gen.
Dabei ist die Expression des SGLT1-Gens allerdoirggmal starker als die Expression des
SGLT2-Gens, dem eigentlichen medikamentdosen Targat Empagliflozin (siehe
Abbildungen 3.15 und 3.16). Auch in vivo zeigt sigm proximalen Tubulus eine
unterschiedliche Verteilung von SGLT1 und SGLT2.ffadet sich frihproximal in den S1-
und S2-Segmenten vor allem der SGLT2, spatproxttagégen tberwiegt der SGLT1 im S3-
Segment [45, 104, 107]. Demzufolge weist die venetd LLC-PK1-Linie vor allem
Merkmale des S3-Segments auf. Im TierexperimentAdbeitsgruppe Schweda konnte bei
Tubuluszellen des S3-Segments eine Hypertrophi&imne einer Zunahme der Zellflache
gemessen werden, was im Gegensatz zur im Zelllexip@riment beobachteten Hypotrophie
steht. Diese Unterschiede lassen sich moglicheengaslurch erkléaren, dass in der Zellkultur
primare Effekte der SGLT2-Inhibition zu tragen koemnmwahrend in vivo sekundére Effekte
entscheidend sind. Die Hemmung des SGLT2 in denuB8d-S2-Segmenten und die damit
verbundene verminderte Resorption von®Nad Glukose fiihrt unter physiologischen
Gegebenheiten zu einer kompensatorischen Hypeptesoidieser Molekile im S3-Segment
via SGLT1, wodurch im Urin trotz unterbundener Glatesorption via SGLT2 nur zwischen
50 und 60 % der filtrierten Glukose erscheinen [d3leser Kompensationsmechanismus
kénnte moglicherweise die gemessene zellulare Hiygwre der S3-Segmente im Tiermodell
erklaren (Vorarbeiten Frederick Sinha, AG SchweB#&)e Arbeit, bei der diabetische Mause
unter hochkalorischer Diat zusatzlich mit Dapagiifh behandelt wurden, konnte eine
vermehrte Expression von Na@ransportern (NHE3 und NaPi-2a) im proximalen Tubu
nachweisen, was als Kompensationsmechanismus irm&malles NaVerlusts durch die
SGLT2-Inhibition gewertet werden kann [58]. Bei@imnderen Studie an diabetischen Ratten
zeigte sich unter Empagliflozin-Behandlung allegdinein gegenteiliger Effekt mit einem
tendenziellen Rickgang der NHE3-Expression [21fs¥l@iedene Untersuchungen legen nahe,
dass sich die Transportaktivitaten von SGLT2 undNBIE3 mdglicherweise auch gegenseitig
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beeinflussen [25]. Dies untermauert die Beobacldongn Tierexperiment, steht aber
gleichzeitig im Gegensatz zu den Ergebnissen deitio-Untersuchungen. Dabei sei aber
angemerkt, dass im Rahmen dieser Arbeit keine BWmtbung der Proteinexpression

stimulierter LLC-PK1-Zellen erfolgte.

Insgesamt spiegelt das verwendete Zellkulturmadedt wohl nur unzureichend das komplexe
Gesamtsystem ,Nephron“ wider. Neben der VerwendworgZelllinien dreier verschiedener
Tierspezies (Hund, Schwein, Maus) anstelle einendnen Zellpopulation stellen auch die
Uberwiegend statischen Inkubationsbedingungen gewisse Limitation dar. Um die
physiologischen Gegebenheiten auch in vitro in gsarn Weise zu imitieren, erfolgte deshalb
- wie oben beschrieben - mit LLC-PK1-Zellen eineedérholung der Stimulationsexperimente
unter Superfusion. Allerdings konnte hierbei im &egptz zu friheren Arbeiten [86] eine
flussinduzierte Hypertrophie von proximalen Tubakiten nicht reproduziert werden (siehe
Abbildung 3.13). Deshalb konnte auch nicht untemsueerden, ob eine flussinduzierte
Hypertrophie durch Verwendung eines SGLT2-Inhilstounterbunden werden kann.
Moglicherweise verhinderte auch die Zugabe des Dighgulfoxids eine superfusionsbedingte
Hypertrophie. Empagliflozin konnte aufgrund seirtgrdrophoben Eigenschaften nur in
Dimethylsulfoxid gelost werden, wobei Dimethylswlid ein weit verbreitetes Losungsmittel
ist [13], das erst ab Konzentrationen Uber 10 %sdefidigend wirkt [61]. Bei den
Stimulationsversuchen betrug die Konzentration \@imethylsulfoxid lediglich 0,1 %.
Allerdings zeigte sich bei Studien, dass bereiteseli geringe Konzentration durch
Apoptoseinduktion [31] beziehungsweise Genomvendmdgen [100] toxisch wirkt. Um einen
madglichen direkten Effekt des Empagliflozins zuedkieren, ist der Versuchsaufbau jedoch
gut geeignet, ermdglicht er doch die spezifischéeldmchung einzelner Nephronabschnitte,

was in vivo nur schwierig zu realisieren ware.

In Zusammenschau der Ergebnisse ist damit einktdivech die SGLT2-Inhibition vermittelte
Nephroprotektion unwahrscheinlich, was auch veestdme, in der Literatur diskutierte

Schutzmechanismen widerspiegeln.

2.  Nephroprotektive Mechanismen unter SGLT2-Inhibition

2.1 Reaktivierung des tubuloglomerularen Feedback-Mashaus

Der wohl grél3te nephroprotektive Faktor einer ThiEranit SGLT2-Inhibitoren scheint eine

Senkung der pathologischen glomeruldren Hypertidtna durch eine Reaktivierung des
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tubuloglomerularen Feedback-Mechanismus zu seirctbdie medikamentése Hemmung der
Natrium- und Glukoseresorption im proximalen Tulsulsteigt die Konzentration dieser
Molekile sowie - infolge osmotischer Prozesse -hawas Flussigkeitsvolumen im
Tubulussystem an. Die Zellen der Makula densa tmgien eine erhohte
Natriumchloridkonzentration, wodurch der tubulogemiare Feedback-Mechanismus
aktiviert wird. Uber eine praglomeruldre Vasokoiksion sowie eine postglomerulédre
Vasorelaxation, welche beide parakrin vermitteltdes, sinkt der glomerulare Kapillardruck
und infolgedessen die glomerulare Filtrationsr&®].[ Diese Hypothese konnte schliellich
unter hyperglykamischen Bedingungen sowohl im Teatall [96] als auch bei einer humanen
Studienpopulation [99] bestatigt werden. Auch behtidiabetischen Mausen, bei denen durch
unilaterale Nephrektomie eine Hyperfiltration ingrz wurde, konnte durch eine Behandlung
mit Empagliflozin die pathologische Hyperfiltratigignifikant reduziert werden und damit
gezeigt werden, dass dieser protektive Effekt eimmdikamentésen SGLT2-Inhibition
maoglicherweise auch unter normoglyk&mischen Bediggun zu tragen kommt [95].

2.2 Verringerte Aktivitit des Renin-Angiotensin-Aldestn-Systems

Ein weiterer Mechanismus, Uber den die SGLT2-Bldekder glomerularen Hyperfiltration
entgegenwirkt, liegt mutmallich in einer verringertAktivitat des intrarenalen Renin-
Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) [82]. Vermittwird dieser Effekt unter anderem
Uber verminderte Angiotensinogen- und AngiotenkBdiegel im Urin sowie eine verminderte
Expression des Angiotensin-ll-Rezeptors Typ 1 (AT1lk der Nierenrinde [91]
beziehungsweise Uber eine verminderte mRNA- untePrexpression des Angiotensinogens
[103], allerdings wurden diese Beobachtungen beddpe Modellen unter diabetischer
Stoffwechsellage gemacht. Unter Normoglykémie blilels intrarenale Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System durch die SGLT2-Inhibition jedactbeeinflusst, was die Ergebnisse einer
Studie an Ratten, die zur kunstlichen Induktioneeinicht-diabetischen Nierenerkrankung
subtotal nephrektomiert wurden, veranschaulichet]. [l diesem Zusammenhang sei zu
hervorzuheben, dass viele der Patienten, die iDARA-CKD-Studie eingeschlossen wurden,
zusatzlich unter Therapie mit RAAS-Inhibitoren stan, was mogliche synergetische Effekte
einer Kombinationstherapie von RAAS- und SGLT2-bitaren vermuten lasst [37] .

2.3 Steigerung der Ketogenese

Zusatzlich steigt - ebenfalls bei diabetischerf@tethsellage - unter dem Einfluss von SGLT2-
Inhibitoren die Ketogenese, wobei die Ketonkorgsradternative Energiequelle fur die ATP-
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Synthese in den Mitochondrien fungieren, was idingfrarenale inflammatorische Prozesse
hemmt [27, 49, 63, 64].

2.4  Schutz vor Hypoxie, oxidativem Stress und FibroBeHe des Transkriptionsfaktors
HIF-1a
Schliel3lich konnten verschiedene Studien darleglss eine Behandlung mit SGLT2-

Inhibitoren die Niere vor Hypoxie, oxidativem Stesund Fibrose schitzt. In
Zellkulturexperimenten konnte nachgewiesen werddass Nierenzellen des proximalen
Tubulus (HK-2 und RPTEC/TERT1), die mit Canagliffobeziehungsweise Empagliflozin
behandelt worden waren, unter Normoglykamie eigaeikante Verminderung der basalen
sowie TGFB1l-induzierten Expression von SchliisselmediatoréiB@1, TNC und PDGF-B),
die sowohl mit der Entstehung einer Nierenfibrose auch mit dem Fortschreiten einer
Nierenerkrankung verknupft sind, zeigen [76]. Ddiflagin konnte in therapeutischen Dosen
von 500 nM bei humanen Zellen des proximalen Tusuden durch hyperglykdmische
Inkubationsbedingungen ausgeldsten oxidativen $tragnifikant reduzieren, wahrend
Empagliflozin (Dosis 500 nM) dazu nicht in der Lagar [4]. Allerdings fihrte Empagliflozin
(Dosis 100 nM beziehungsweise 500 nM) bei humanerimalen Tubulusepithelzellen zu
einem signifikanten Rickgang inflammatorischer dibdotischer Biomarker (TLR4, IL-6,
ClV), die unter Hyperglykamie vermehrt nachweiskaren, und verminderte die DNA-
Bindungsaktivitat der Transkriptionsfaktoren NMB-and AP-1 [74]. Auch bei HK-2-Zellen
(Human-Kidney-2-Zellen), die unter Normoxie mit Rkyglykdmischem Kulturmedium
inkubiert worden waren, zeigte sich eine Abnahme Fibrosemarkern, zusatzlich stieg die
Expression von HIFd (Hypoxie-induzierbarer Faktor 1-alpha) sowie GLWTder durch
HIF-1a reguliert wird [66]. Ebenso war bei unilateral hegktomierten Ratten, bei denen durch
eine diatische Nahrung mit 8 % Natriumchlorid eihygertonie induziert wurde, eine erhéhte
HIF-1la-Expression im Nierenmark unter zuséatzlicher Emiflagin-Behandlung zu
beobachten. Laut Autoren erklart sich dieser Eftildurch, dass durch Hemmung des SGLT2
im kortikalen proximalen Tubulus mdglicherweise daebulare Workload im medulléaren
dicken aufsteigenden Ast der Henle-Schleife st@dgf. Die Arbeitsgruppe um Prof. Dr.
Schweda konnte bei Wildtyp-Mausen, welche mit Enliflagin behandelt wurden, ebenfalls
erhohte HIF-&-Spiegel messen. Diese lassen sich wahrscheinliakirze Hyperresorption von
Na“ und Ct in den minderdurchbluteten medullaren Bereichatickdiihren (nicht publizierte
Daten AG Schweda). Auch im Rahmen anderer Arbeikemnte bei diabetischen
Versuchstieren unter SGLT2-Inhibition ein Anstieggdnedullaren Sauerstoffverbrauchs - bei
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Reduktion des kortikalen Sauerstoffbedarfs - [5d3iehungsweise eine medullare Hypoxie -
bei gleichzeitiger Induktion einer kortikalen Norrm®- [73] detektiert werden. An dieser Stelle
sei angemerkt, dass wohl eine adaquate kortikajg@xerung essentiell ist, um den Progress

einer chronischen Nierenerkrankung zu verlangsdg@n

Die Rolle des HIF-d& im Rahmen der SGLT2-vermittelten Nephroprotekigimn der Literatur
umstritten und wird kontrovers diskutiert. Der Tsknptionsfaktor HIF- ist nicht nur an der
Registrierung einer lokalen Hypoxie, sondern auch der Regulation entsprechend
erforderlicher Anpassungsvorgénge beteiligt [60$. &I einem gewissen Mal3 schitzt Hid=-1
wohl die Nierenfunktion, indem es beispielweise riberschiedene Signalkaskaden die
Genexpression antihypertensiver Mediatoren steidbg]. Aul3erdem wirkt sich die
Aktivierung des HIF-Systems vermutlich positiv adgn oxidativen Stress, die Proteinurie
sowie die tubulointerstitielle Schadigung bei disdmher Nephropathie aus [68]. Zusatzlich
ware denkbar, dass getriggert durch die Hypoxieedyghropoese steigt und sich dadurch die
Nierendurchblutung in den minderperfundierten Nieegionen verbessert [88-90]. Mehrere
Studien an Patienten mit Diabetes mellitus Typolhikten demonstrieren, dass unter SGLT2-

Inhibition sowohl Hamatokrit- als auch Hamoglobiregel signifikant ansteigen [97].

Gleichzeitig sind mehrere Arbeitsgruppen aber img@ms dartiber, dass die nephroprotektiven
Effekte wohl unter anderem infolge verminderter HtESpiegel unter SGLT2-Inhibition
vermittelt werden. Eine chronische renale Hypox@ltswohl den entscheidenden Faktor an
der Pathogenese der diabetischen Nephropathie sodezer chronischer Nierenerkrankungen
mit dem Endpunkt einer renalen Fibrose dar, wadeinVVergangenheit als ,Hypothese der
chronischen Hypoxie" postuliert wurde [28, 29]. &inchronische HIF-Aktivierung
beschleunigt so den Progress einer diabetischerhribjeathie [41, 65]. Bei diabetischer
Stoffwechsellage steigt insbesondere in den Zetles proximalen Tubulus infolge der
Hyperresorption von Glukose via SGLT2 der Saueitséofarf [82]. Als Indikator fur eine
tubulare Hypoxie wird vermehrt HIFelexprimiert [9], worauf die Zellen sensibel reagier
und ihre Energiegewinnung von aerober Lipidoxidataf anaerobe Glykolyse umstellen [15].
Unter SGLT2-Inhibition sinkt womadglich der Saueffitedarf im proximalen Tubulus [82].
So konnte Luseogliflozin nicht nur in vitro die Hlle-Expression in humanen proximalen
Tubulusepithelzellen hemmen, sondern auch in vieo dabetischen Versuchstieren die
tubulare Schadigung und kortikale tubulare HiFExpression vermindern [9]. Sowohl
Dapagliflozin [15] als auch Empagliflozin [53] sinch der Lage die glykolytische
Energiegewinnung zu unterbinden. Schlie3lich hemr8&iT2-Inhibitoren die HIF-d-
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vermittelte Expression  profibrotischer Mediatorewas den epithelialen Umbau zu
mesenchymalem Gewebe und folglich die Entstehumgy &lierenfibrose verhindert [9, 53].

Schlussendlich ist die Rolle des TranskriptiongdekiHIF-Jo. wohl als ambivalent zu werten
und sowohl die richtige Dosis als auch insbesonderéNirkort entscheidend. Wéahrend eine
zellvertragliche Hypoxie mit folgender HIF-Aktivieng womdoglich nephroprotektiv ist,
induziert eine chronische Hypoxie zellschadigendgn&kaskaden und wirkt dadurch
nephrotoxisch. Insbesondere im Kortex tragt einenddxie wohl erheblich zur Erhaltung der

Nierenfunktion bei vorliegender renaler Schadigbeg

3. Induktion einer Hypertrophie durch TGF 8

TGH3 wurde bei allen drei Zelllinien als Positivkonteokur Induktion einer Zellhypertrophie
verwendet. TGF hemmt die Phosphorylierung des Retinoblastom-iProte einem
Tumorsuppressorgen - und stabilisiert so die akfimen des Proteins, womit der Eintritt der
Zelle in die S-Phase und die anschlieende DNA¥®get unterbunden wird. Dieser
Mechanismus fihrt schlief3lich zu einer Hypertropdee Zelle [56].

In vorherigen Experimenten der Arbeitsgruppe Sclanazhnte durch den Einsatz von TGF
bei LLC-PK1-Zellen eine signifikante Hypertrophreduziert werden [86]. Da TGHoei zwel
der drei Zelllinien keine signifikante Hypertrophieluzieren konnte, wurde mittels Real Time
Quantitativer PCR die entsprechende Expressionfilerden entsprechenden Signalweg
erforderlichen Rezeptoren TGFBR1 sowie TGFBR2 otent (siehe Abbildungen 3.17 und
3.18). Sowohl die verwendeten LLC-PK1- als auci{dellen exprimierten die beiden Gene
unzureichend, was die fehlende Hypertrophie erkl&@nnte. Es muss davon ausgegangen
werden, dass das erforderliche Target in ahnlickegperimenten [86] deutlich starker
exprimiert wurde. Im Vergleich dazu zeigten MDCK-Z&llen die starkste Expression von
TGFBR1 und TGFBR2, was die lichtmikroskopischen areterungen und die knapp nicht
signifikante Hypertrophie erklaren konnte (siehébi#dungen 3.3 und 3.4a/b). Eventuell liegt
die fehlende Hypertrophie durch T@&FRuch in einer falschen Wahl des Kulturmediums
begriindet, obwohl die vorliegenden Kulturbedingungmalog zu denen vergleichbarer

Experimente [86] gewahlt wurden.
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V.

Zusammenfassung und Ausblick

Verschiedene klinische Studien konnten einen ngpbtektiven Zusatznutzen einer Therapie
mit SGLT2-Inhibitoren demonstrieren, welcher sichabhangig von einer diabetischen
Grunderkrankung zeigte. Die molekularen Mechanisngie diese protektiven Effekte
vermitteln, sind bisher aber noch weitgehend uriiyekBei Wildtyp-Mausen, die acht Wochen
mit Empagliflozin behandelt worden waren, konnt@eeiZunahme des Nierengewichts
beobachtet werden. Unklar blieb jedoch, wodurclh siese Anpassungsvorgange erklaren
lassen. Erste Befunde zeigten schliel3lich eine roBeyte Zellflache in einzelnen
Tubulussegmenten, wobei nicht differenziert werkiennte, ob es sich um eine Hypertrophie
oder um eine Zellschwellung handelt. Im Rahmenediésbeit sollte geklart werden, ob eine
maogliche Nierenhypertrophie indirekt - infolge &GLT2-Inhibition im proximalen Tubulus
- oder direkt - im Sinne einer unspezifischen Madientenwirkung in weiter distalen
Tubulussegmenten - vermittelt wird. Um in vitro eiareinfachtes Modell des Nephrons zu
imitieren, wurden drei verschiedene Zelllinien kué#rt, die die Abschnitte proximaler und
distaler Tubulus sowie Sammelrohr repréasentierZael. des Versuchsaufbaus war es, eine
segmentspezifische, direkte Wirkung einer SGLT2eRmle durch Empagliflozin zu
detektieren. Als Nachweis einer moglichen Hypeftrepwurde die Zunahme der Protein-
DNA-Ratio, welche mittels Messung der DNA- bezieppsmeise Proteinkonzentration
berechnet wurde, im Vergleich zu Kontrollzellenidefrt. Um die realen physiologischen
Bedingungen in der Niere besser zu simulieren,|gtdadie Inkubation der Zellen nicht nur

unter statischen Bedingungen, sondern teilweisk anter Superfusionsbedingungen.

Dabei konnte bei Zellen des proximalen Tubulus (LRK1) unter medikamentdser SGLT2-
Inhibition eine Tendenz zur Hypotrophie im Sinneesi Abnahme der Protein-DNA-Ratio
beobachtet werden, welche allerdings statistischtrsignifikant war. Bei den verwendeten
LLC-PK1-Zellen konnte - im Gegensatz zu Vorunteraugen - durch Superfusion keine
Hypertrophie induziert werden, jedoch zeichneteh sieich hier bei statisch inkubierten
Kontrollzellen eine Tendenz zur Hypotrophie untengagliflozin-Behandlung ab. Diese
Beobachtungen lassen sich mdglicherweise durch paieulare ,Workload“-Hypothese

erklaren.

Bei Zellen des distalen Tubulus (MDCK-C7) und Sarnafges (M-1) zeigte sich kein Effekt
einer Empagliflozin-Behandlung, die gemessene Pr@&lA-Ratio blieb unbeeinflusst. Die
in vivo beobachtete renale Hypertrophie konntetiownicht reproduziert werden. Somit muss
davon ausgegangen werden, dass es sich dabei aterehen einen indirekt vermittelten
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Empagliflozin-Effekt handelt, vermutlich im Sinnener kompensatorischen Hyperresorption

in weiter distal gelegenen Nephronabschnitten.

Die Frage, durch welche Signalwege SGLT2-Inhibitoaech bei Nierenerkrankungen nicht-
diabetischer Genese nephroprotektiv wirken, kobigezum heutigen Tage nicht vollstandig
geklart werden. Entscheidender Faktor scheint waihe Reduktion der pathologischen
Hyperfiltration durch Reaktivierung des tubuloglaniéren Feedback-Mechanismus zu sein.
Die vorliegende Arbeit konnte einen kleinen Beitrag Losung dieser grof3en Fragestellung
leisten, indem sie im Spiegel der aktuellen Literaiahelegt, dass die Nephroprotektion unter
SGLT2-Therapie am ehesten indirekt und nicht direkimittelt wird und sich mutmalilich
durch systemische Effekte im Gesamtsystem Niereeielmet.
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V1.

Anhang

Primer:
SGLT2 | sense 5 GGCATGATCAGCCGCATTCT 3
anti-sense | 5° ATGAGTCCGCGCAGACCATT 3
TGFBR1 | sense 5' GACATCTATGCAATGGGCTT 3
anti-sense | 5' GATGGATCAGAAGGTACAAG 3’
TGFBR2 | sense 5 GTCATCAGCTGGGAGGACCT 3
anti-sense | 5 GAGCTCTTGAGGTCCCTGTG 3
RPL32 | sense 5 AACTGGCGGAAACCCAGAGG 3
anti-sense | 5 CTGGGCAGCATGTGCTT 3’
Software:

- Microsoft Office 365

- GraphPad Prism (Version 5.00)

Abbildungen:
Kapitel |

Abbildung 1.1 | Schematische Darstellung des Nephmonkistologischem Aufbau un
Zell-Zell-Kontakten der Epithelzellen der einzelnEmbulusabschnitte;
(1-3) Segmente des proximalen Tubulus, (4-5) Cessendens (4) un
ascendens (5) des Intermediartubulus, (6) Parsa rdets distaler
Tubulus, (7) Makula densa, (8) distales Konvol@},Kortikaler Teil des
Sammelrohres mit Schaltzelle und Hauptzelle

Abbildung 1.2 | Glukoseresorption im proximalen Tuksul

Abbildung 1.3 | Prinzip des tubuloglomerularen Fee#tba

Abbildung 1.4 | Kidney-Disease-Improving-Global-Outees (KDIGO)-Klassifikation
der chronischen Nierenerkrankung (CKD)

Abbildung 1.5 | Wirkmechanismus der RAAS-Blockade diabetischer Nephropathi

—

WD
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Abbildung 1.6 | Auswirkungen von RAAS- und SGLT2-lbiion auf den
intraglomerularen Druck
Abbildung 1.7 | Kérper- und Nierengewicht von C57BLIR6 Wildtyp Méausen nach
einer achtwochigen Behandlung mit dem SGLT2-Inbibijt
Empagliflozin (EMPA)
Kapitel 1l
Abbildung 2 Darstellung des in vitro-Flusssystems
Kapitel 111

Abbildung 3.1a

Protein- und DNA-Konzentration sowi®tein-DNA-Ratio bei
MDCK-C7-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak{(DMSO)
und Empagliflozin (EMPA) - Absolutwerte

Abbildung 3.1b

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei
MDCK-C7-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak{(DMSO)
und Empagliflozin (EMPA) - Relativwerte

Abbildung 3.2

MDCK-C7-Zellpopulation vor Stimulatianit TGH

Abbildung 3.3

MDCK-C7-Zellpopulation nach Stimulati mit TGH —

Sichtbare Veranderung der Zellform

Abbildung 3.4a

Protein- und DNA-Konzentration sowi®tein-DNA-Ratio bei
MDCK-C7-Zellen nach Stimulation mit HungermediumduhGH -
Absolutwerte

Abbildung 3.4b

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei
MDCK-C7-Zellen nach Stimulation mit HungermediumduhGH -

Relativwerte

Abbildung 3.5a

Protein- und DNA-Konzentration sowi®tein-DNA-Ratio bei
LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak(DMSO) und
Empagliflozin (EMPA) - Absolutwerte

Abbildung 3.5b

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei
LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfak(DMSO) und
Empagliflozin (EMPA) - Relativwerte

Abbildung 3.6a

Protein- und DNA-Konzentration sowi®mtein-DNA-Ratio bei
LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit Kulturmediumdid GH3 -
Absolutwerte
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Abbildung 3.6b

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei
LLC-PK1-Zellen nach Stimulation mit KulturmediumdidGH3 -

Relativwerte

Abbildung 3.7a

Protein- und DNA-Konzentration soWietein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfoxid fI50) und
Empaglifiozin (EMPA) - Absolutwerte; 75.000 Zellpro Well

Abbildung 3.7b

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfoxid fI50) und
Empagliflozin (EMPA) - Relativwerte; 75.000 Zellpro Well

Abbildung 3.8a

Protein- und DNA-Konzentration sowi®tein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfoxid fI5O) und
Empagliflozin (EMPA) - Absolutwerte; 150.000 Zellpro Well

Abbildung 3.8b

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Dimethylsulfoxid fI5O) und
Empagliflozin (EMPA) - Relativwerte; 150.000 Zellpro Well

Abbildung 3.9a

Protein- und DNA-Konzentration sowi®tein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Hungermedium undR3G
Absolutwerte; 75.000 Zellen pro Well

Abbildung 3.9b

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Hungermedium undR3G
Relativwerte; 75.000 Zellen pro Well

Abbildung 3.10a

Protein- und DNA-Konzentration sewirotein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Hungermedium undR3G
Absolutwerte; 150.000 Zellen pro Well

Abbildung 3.10b

Protein- und DNA-Konzentration sevArotein-DNA-Ratio bei
M-1-Zellen nach Stimulation mit Hungermedium undR3G
Relativwerte; 150.000 Zellen pro Well

Abbildung 3.11

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei LLC-
PK1-Zellen nach Stimulation mit Empagliflozin (EMPA
beziehungsweise (DMSO) sowie mit (Flow) beziehurgsesohne
(Kontrolle) Superfusion (1 mm/s)

Abbildung 3.12

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei LLC-
PK1-Zellen nach Stimulation mit Empagliflozin (EMPA
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beziehungsweise (DMSO) sowie mit (Flow) beziehurggseszohne
(Kontrolle) Superfusion (1 mm/s)Normierung EMPA_Flow auf
DMSO_Flow sowie EMPA_Kontrolle auf DMSO_Kontrolle

Abbildung 3.13

Protein- und DNA-Konzentration sowimtein-DNA-Ratio bei LLC-
PK1-Zellen nach Stimulation mit Empagliflozin (EMPA
beziehungsweise (DMSO) sowie mit (Flow) beziehurgjseszohne
(Kontrolle) Superfusion (1 mm/s)Normierung EMPA_Flow auf
EMPA_Kontrolle sowie DMSO_Flow auf DMSO_Kontrolle

Abbildung 3.14

Expression des ,Housekeeping Gera B2 in den drei verwendete
Zelllinien

Abbildung 3.15

Expression des SGLT2-Gens (Normigramf das ,Housekeeping

Gen* RPL32) in den drei verwendeten Zelllinien

Abbildung 3.16

Expression des SGLT1-Gens (Normigrauf das ,Housekeeping

Gen* RPL32) in den drei verwendeten Zelllinien

Abbildung 3.17

Expression des TGFBR1-Gens (Nornmgrauf das ,Housekeeping
Gen* RPL32; Verwendung des MDCK-C7-Standards) im diei
verwendeten Zelllinien

Abbildung 3.18

Expression des TGFBR2-Gens (Normmgrauf das ,Housekeeping

Gen* RPL32) in den drei verwendeten Zelllinien

DNA-Agarosegelelektrophorese:

R : : o2 3
——— - ———
TGFBR2 SGLT2 TGFBR1

(1) LLC-PK1-Zelllinie
(2) MDCK-C7-Zelllinie

(3) M-1-Zelllinie

67



VIL.

10.

Literaturverzeichnis

Abbas N AT, El Salem A, Awad M M (2018) Empdglzin, SGLT2 inhibitor, attenuates
renal fibrosis in rats exposed to unilateral uietebstruction: potential role of klotho
expression. Naunyn-Schmiedeberg's archives of paoiogy 391: 1347-1360.

. Anders H-J, Davis J M, Thurau K (2016) Nephrooté€xction in Diabetic Kidney Disease.

The New England journal of medicine 375: 2096—-2098.

Anker S D, Butler J (2018) Empagliflozin, caltipand SGLT1/2 receptor affinity:
another piece of the puzzle. ESC heatrt failured9-551.

Baer P C, Koch B, Freitag J, Schubert R, Gdij€2020) No Cytotoxic and Inflammatory
Effects of Empagliflozin and Dapagliflozin on PrirgdRenal Proximal Tubular Epithelial

Cells under Diabetic Conditions In Vitro. Interraatal journal of molecular sciences 21.

Bargman J M, Skorecki K, Gabriéls G (2020) Clsodme Niereninsuffizienz. In:
Harrisons Innere Medizin, 20. Auflage, deutschegale. McGraw-Hill Education;
ABW-Wissenschaftsverlag; Thieme, New York, Berligjben, Stuttgart, S. 2627-2639.

Bell P D, Komlosi P, Zhang Z-R (2009) ATP as edmator of macula densa cell
signalling. Purinergic signalling 5: 461-471.

Bell P D, Lapointe J Y, Cardinal J (1989) Dirawasurement of basolateral membrane
potentials from cells of the macula densa. The Acaerjournal of physiology 257: F463-
8.

Bell P D, Lapointe J Y, Peti-Peterdi J (2003)aMla densa cell signaling. Annual review
of physiology 65: 481-500.

Bessho R, Takiyama Y, Takiyama T, Kitsunai Hkdda Y, Sakagami H, Ota T (2019)
Hypoxia-inducible factor-d is the therapeutic target of the SGLT2 inhibitar diabetic
nephropathy. Scientific reports 9: 14754.

Bleich M, Lang F (2019) Aufbau der Niere undrgkrulare Filtration. In: Brandes R,
Lang F, Schmidt R F (Hrsg.) Physiologie des MenscMit Pathophysiologie, 32.
Auflage. Springer, Berlin, S. 395-405.

68



11. Bleich M, Lang F (2019) Integrative renale Fumk und Regulation. In: Brandes R, Lang
F, Schmidt R F (Hrsg.) Physiologie des Menschen.Rdthophysiologie, 32. Auflage.
Springer, Berlin, S. 420-430.

12. Bleich M, Lang F (2019) Tubularer Transport.Bnandes R, Lang F, Schmidt R F

(Hrsg.) Physiologie des Menschen. Mit Pathophygi@o32. Auflage. Springer, Berlin,
S. 406-419.

13. Brayton C F (1986) Dimethyl sulfoxide (DMSO)rewview. The Cornell veterinarian 76:
61-90.

14. Brine M, Linnenkamp U, Icks A (2021) Gesundsidibnomische Aspekte des Diabetes
mellitus. In: Deutsche Diabetes Gesellschaft (DD&J (Hrsg.) Deutscher
Gesundheitsbericht - Diabetes 2022. Die Bestandahuie, S. 232—-240.

15.Cai T, Ke Q, Fang Y, Wen P, Chen H, Yuan Q, lughang Y, Sun Q, Lv Y, Zen K,
Jiang L, Zhou Y, Yang J (2020) Sodium-glucose ewparter 2 inhibition suppresses
HIF-1la-mediated metabolic switch from lipid oxidationglycolysis in kidney tubule
cells of diabetic mice. Cell death & disease 110.39

16. Cassis P, Locatelli M, Cerullo D, Corna D, Biug| Zanchi C, Villa S, Morigi M,
Remuzzi G, Benigni A, Zoja C (2018) SGLT2 inhibittapagliflozin limits podocyte
damage in proteinuric nondiabetic nephropathy.idsight 3.

17. Castoldi G, Carletti R, Ippolito S, Colzani Barzaghi F, Stella A, Zerbini G, Perseghin
G, Di Gioia C R T (2020) Renal Anti-Fibrotic Effeat Sodium Glucose Cotransporter 2

Inhibition in Angiotensin II-Dependent Hypertensidxmerican journal of nephrology 51:
119-1209.

18. Castoldi G, Carletti R, Ippolito S, Colzani Barzaghi F, Stella A, Zerbini G, Perseghin
G, Zatti G, Di Gioia C R T (2021) Sodium-glucoséraasporter 2 inhibition prevents
renal fibrosis in cyclosporine nephropathy. Actabditologica 58: 1059-1070.

19. Chang Y-K, Choi H, Jeong J Y, Na K-R, Lee KMm B J, Choi D E (2016)
Dapagliflozin, SGLT2 Inhibitor, Attenuates Renathemia-Reperfusion Injury. PloS one
11: e0158810.

20. Chen L, LaRocque L, Efe O, Wang J, Sands JIginKl D (2016) Effect of Dapagliflozin
Treatment on Fluid and Electrolyte Balance in DtabRats. The American journal of the
medical sciences 352: 517-523.

69



21.Chung S, Kim S, Son M, Kim M, Koh E S, Shin,&d S-H, Kim H-S (2019)
Empagliflozin Contributes to Polyuria via Regulatiof Sodium Transporters and Water
Channels in Diabetic Rat Kidneys. Frontiers in pbipgy 10: 271.

22. Cosentino F, Grant P J, Aboyans V, Bailey Celjello A, Delgado V, Federici M,
Filippatos G, Grobbee D E, Hansen T B, Huikuri H}ghansson |, Jini P, Lettino M,
Marx N, Mellbin L G, Ostgren C J, Rocca B, Roffi Battar N, SeferoviP M, Sousa-
Uva M, Valensi P, Wheeler D C (2020) 2019 ESC Glings on diabetes, pre-diabetes,
and cardiovascular diseases developed in collabaraith the EASD. European Heart

Journal 41: 255-323.

23. Deutsche Gesellschatft fiir Nephrologie e.V. Walietestag 2019: Fast die Halfte aller
Dialysefélle geht auf das Konto von Diabetes!
https://www.dgfn.eu/pressemeldung/weltdiabetes@iPZast-die-haelfte-aller-
dialysefaelle-geht-auf-das-konto-von-diabetes.I{i¥l08.2022).

24. Dheda K, Huggett J F, Bustin S A, Johnson NR&ok G, Zumla A (2004) Validation of
housekeeping genes for normalizing RNA expressiaeal-time PCR. BioTechniques
37:112-4, 116, 118-9.

25. Dominguez Rieg J A, Xue J, Rieg T (2020) Tubeféects of sodium-glucose
cotransporter 2 inhibitors: intended and unintenctetsequences. Current opinion in

nephrology and hypertension 29: 523-530.

26. Eaton, Pooler J (2018) Vander's Renal Physyolag, 9th edition. McGraw-Hill
Education LLC, New York, N.Y.

27. Ferrannini E, Baldi S, Frascerra S, Astiarfaghleise T, Bizzotto R, Mari A, Pieber T R,
Muscelli E (2016) Shift to Fatty Substrate Utilimat in Response to Sodium-Glucose
Cotransporter 2 Inhibition in Subjects Without Desdss and Patients With Type 2
Diabetes. Diabetes 65: 1190-1195.

28. Fine L G, Norman J T (2008) Chronic hypoxiaaasechanism of progression of chronic

kidney diseases: from hypothesis to novel therapeKidney international 74: 867-872.

29. Fine L G, Orphanides C, Norman J T (1998) Resgjve renal disease: the chronic
hypoxia hypothesis. Kidney international. Suppletré&n S74-8.

70



30. Fromm M (2019) Transport in Membranen und Eghiéim. In: Brandes R, Lang F,
Schmidt R F (Hrsg.) Physiologie des Menschen. MthBphysiologie, 32. Auflage.
Springer, Berlin, S. 22-37.

31. Galvao J, Davis B, Tilley M, Normando E, DuchMrr, Cordeiro M F (2014)
Unexpected low-dose toxicity of the universal saMeMSO. FASEB journal : official
publication of the Federation of American SocietmsExperimental Biology 28: 1317—
1330.

32. Ghezzi C, Loo D D F, Wright E M (2018) Physigyoof renal glucose handling via
SGLT1, SGLT2 and GLUT?2. Diabetologia 61: 2087—2097.

33. Ghosh R K, Ghosh S M, Chawla S, JasdanwalgdZ®2®2) SGLT2 inhibitors: a new
emerging therapeutic class in the treatment of B/debetes mellitus. Journal of clinical
pharmacology 52: 457-463.

34. Grempler R, Thomas L, Eckhardt M, HimmelsbacB&uer A, Sharp D E, Bakker R A,
Mark M, Klein T, Eickelmann P (2012) Empaglifloziaanovel selective sodium glucose
cotransporter-2 (SGLT-2) inhibitor: characterisatemd comparison with other SGLT-2

inhibitors. Diabetes, obesity & metabolism 14: 83-9

35. Halimi S, Vergés B (2014) Adverse effects aaigty of SGLT-2 inhibitors. Diabetes &
metabolism 40: S28-34.

36. Hammes H-P, Lemmen K D (2021) Diabetes und Aedgeankungen. In: Deutsche
Diabetes Gesellschaft (DDG) und (Hrsg.) DeutschesuBdheitsbericht - Diabetes 2022.
Die Bestandsaufnahme, S. 90-102.

37. Heerspink H J L, Stefansson B V, Correa-Rd&te€Chertow G M, Greene T, Hou F-F,
Mann J F E, McMurray J J V, Lindberg M, RossingSRistrom C D, Toto R D,
Langkilde A-M, Wheeler D C (2020) Dapagliflozin Ratients with Chronic Kidney
Disease. The New England journal of medicine 38361+1446.

38. Herrington W G, Preiss D, Haynes R, Eynattemad, Staplin N, Hauske S J, George J T,
Green J B, Landray M J, Baigent C, Wanner C (201 potential for improving cardio-
renal outcomes by sodium-glucose co-transportahibition in people with chronic
kidney disease: a rationale for the EMPA-KIDNEYdstuClinical kidney journal 11:
749-761.

71



39. Herrington W G, Staplin N, Wanner C, Green HBuske S J, Emberson J R, Preiss D,
Judge P, Mayne K J, Ng S Y A, Sammons E, Zhu O,MijIStevens W, Wallendszus K,
Brenner S, Cheung A K, Liu Z-H, Li J, Hooi L S, LW, Kadowaki T, Nangaku M, Levin
A, Cherney D, Maggioni A P, Pontremoli R, Deo R t&8, Rossello X, Tuttle K R,
Steubl D, Petrini M, Massey D, Eilbracht J, Brueekm M, Landray M J, Baigent C,
Haynes R (2023) Empagliflozin in Patients with GhooKidney Disease. The New
England journal of medicine 388: 117-127.

40. Hilal-Dandan R, Brunton L L, Goodman L S, Gima (2014) Goodman and Gilman's

manual of pharmacology and therapeutics, SeconmedMcGraw-Hill, New York.

41. Hirakawa Y, Tanaka T, Nangaku M (2017) Mechasi®f metabolic memory and renal

hypoxia as a therapeutic target in diabetic kidsiegase. Journal of diabetes investigation
8:261-271.

42. Hostetter T H (1995) Progression of renal disesnd renal hypertrophy. Annual review
of physiology 57: 263-278.

43.Hummel C S, Lu C, Loo D D F, Hirayama B A, Va@s#, Wright E M (2011) Glucose
transport by human renal Na+/D-glucose cotransp86LT1 and SGLT2. American
journal of physiology. Cell physiology 300: C14-21.

44.(2021) IDF Diabetes Atlas, 10th edition, BriussBelgium.

45.Kanai Y, Lee W S, You G, Brown D, Hediger M 2004) The human kidney low affinity
Na+/glucose cotransporter SGLT2. Delineation ofrttagor renal reabsorptive

mechanism for D-glucose. The Journal of clinicakestigation 93: 397-404.

46. Kapoor S, Rodriguez D, Riwanto M, Edenhofé&dgerer S, Mitchell K, Withrich R P
(2015) Effect of Sodium-Glucose Cotransport Inhdsiton Polycystic Kidney Disease
Progression in PCK Rats. PloS one 10: e0125603.

47. Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KD)GHrsg.) (2013) Summary of
Recommendation Statements. Kidney internationgblsapents 3: 5-14.

48.Kim S, Jo C H, Kim G-H (2019) Effects of emp#gkin on nondiabetic salt-sensitive
hypertension in uninephrectomized rats. Hypertensegearch : official journal of the
Japanese Society of Hypertension 42: 1905-1915.

49. Kimura Y, Kuno A, Tanno M, Sato T, Ohno K, Sittidb S, Nakata K, Sugawara H, Abe K,
Igaki Y, Yano T, Miki T, Miura T (2019) Canagliflaz, a sodium-glucose cotransporter 2

72



inhibitor, normalizes renal susceptibility to typeardiorenal syndrome through reduction
of renal oxidative stress in diabetic rats. Jouniaiabetes investigation 10: 933-946.

50. Kon V, Fogo A, Ichikawa | (1993) Bradykinin s selective efferent arteriolar dilation

during angiotensin | converting enzyme inhibitigdney international 44: 545-550.

51. Layton A T, Vallon V, Edwards A (2016) Preditteonsequences of diabetes and SGLT
inhibition on transport and oxygen consumption glarrat nephron. American journal of

physiology. Renal physiology 310: F1269-83.

52. Lewis J B, Neilson E G, Gabriéls G (2020) Glomére Erkrankungen. In: Harrisons
Innere Medizin, 20. Auflage, deutsche Ausgabe. MeGHIll Education; ABW-
Wissenschaftsverlag; Thieme, New York, Berlin, lexipStuttgart, S. 2657—-2680.

53.LiJ, Liu H, Takagi S, Nitta K, Kitada M, Sristava S P, Takagaki Y, Kanasaki K, Koya
D (2020) Renal protective effects of empagliflozia inhibition of EMT and aberrant

glycolysis in proximal tubules. JCI insight 5.

54.Li L, Konishi Y, Morikawa T, Zhang Y, KitabaylaisC, Kobara H, Masaki T, Nakano D,
Hitomi H, Kobori H, Nishiyama A (2018) Effect of $GLT2 inhibitor on the systemic
and intrarenal renin-angiotensin system in suldtotephrectomized rats. Journal of

pharmacological sciences 137: 220-223.

55. Li N (2012) Hypoxia inducible factorsimediated gene activation in the regulation of
renal medullary function and salt sensitivity obddl pressure. American Journal of

Cardiovascular Disease 2: 208-215.

56. Liu B, Preisig P (1999) TGF-betal-mediated nypphy involves inhibiting pRB
phosphorylation by blocking activation of cyclinkihase. The American journal of
physiology 277: F186-94.

57. Lullmann-Rauch R, Asan E (2019) Taschenlehriistologie, 6. vollstandig

Uberarbeitete Auflage. Thieme, Stuttgart.

58. Ma C, Baaij J H de, Millar P J, Gault V A, Galg E de, Bindels R J, Hoenderop J G
(2019) Effect of Dapagliflozin Treatment on the Eegsion of Renal Sodium
Transporters/Channels on High-Fat Diet DiabeticeMidephron. Clinical Practice 142:
51-60.

59. Ma Q, Steiger S, Anders H-J (2017) Sodium gdedoansporter-2 inhibition has no
renoprotective effects on non-diabetic chronic kigldisease. Physiological reports 5.

73



60. Maxwell P (2003) HIF-1: an oxygen responseeysiith special relevance to the kidney.
Journal of the American Society of Nephrology : JABA: 2712-2722.

61. Ménorval M-A de, Mir L M, Fernandez M L, ReigaR (2012) Effects of dimethyl
sulfoxide in cholesterol-containing lipid membran@g€omparative study of experiments

in silico and with cells. PloS one 7: e41733.

62. Merker L, Bautsch B-W, Ebert T, Guthoff M, Is&ann B (2021) Nephropathie bei
Diabetes. Diabetologie und Stoffwechsel 16: S322853

63.Min S H, Oh T J, Baek S-I, Lee D-H, Kim K M, Mo J H, Choi S H, Park K S, Jang H
C, Lim S (2018) Degree of ketonaemia and its assioci with insulin resistance after
dapagliflozin treatment in type 2 diabetes. Diab&ametabolism 44: 73-76.

64. Mulder S, Heerspink H J L, Darshi M, Kim J &verman G D, Sharma K, Pena M J
(2019) Effects of dapagliflozin on urinary metalesdiin people with type 2 diabetes.
Diabetes, obesity & metabolism 21: 2422-2428.

65. Nangaku M (2006) Chronic hypoxia and tubulastigal injury: a final common pathway
to end-stage renal failure. Journal of the AmeriSaoiety of Nephrology : JASN 17: 17—
25.

66. Ndibalema A R, Kabuye D, Wen S, Li L, Li X, F@n(2020) Empagliflozin Protects
Against Proximal Renal Tubular Cell Injury Indudeygl High Glucose via Regulation of
Hypoxia-Inducible Factor 1-Alpha. Diabetes, metabsyndrome and obesity : targets
and therapy 13: 1953-1967.

67. Neal B, Perkovic V, Mahaffey K W, Zeeuw D de)dher G, Erondu N, Shaw W, Law G,
Desai M, Matthews D R (2017) Canagliflozin and Gawdscular and Renal Events in
Type 2 Diabetes. The New England journal of me@@m7: 644—657.

68. Nordquist L, Friederich-Persson M, Faschind.iss P, Shoji K, Nangaku M, Hansell P,
Palm F (2014) Activation of Hypoxia-Inducible Fatd’revents Diabetic Nephropathy.
Journal of the American Society of Nephrology : JA&5: 328—-338.

69. Offermanns S (2016) Diuretika. In: FreissmuthQffermanns S, Bohm S (Hrsg.)
Pharmakologie und Toxikologie. Von den molekula@undlagen zur
Pharmakotherapie, 2. aktualisierte und erweitertta@ye. Springer, Berlin, Heidelberg,
S. 391-406.

74



70. Offermanns S (2016) Inhibitoren des Renin-Atejsin- Aldosteron-Systems. In:
Freissmuth M, Offermanns S, Bohm S (Hrsg.) Phardegke und Toxikologie. Von den
molekularen Grundlagen zur Pharmakotherapie, 2iadikterte und erweiterte Auflage.
Springer, Berlin, Heidelberg, S. 373-389.

71. Offermanns S (2020) Antidiabetika. In: FreismM, Offermanns S, Bohm S (Hrsg.)
Pharmakologie und Toxikologie. Von den molekula@undlagen zur
Pharmakotherapie, 3. Aufl. 2020. Springer Berlindetberg, Berlin, Heidelberg, S. 679—
702.

72. Offermanns S (2020) Diuretika. In: FreissmuthQffermanns S, Bohm S (Hrsg.)
Pharmakologie und Toxikologie. Von den molekula@undlagen zur
Pharmakotherapie, 3. Aufl. 2020. Springer Berlindetberg, Berlin, Heidelberg, S. 413—
429.

73. O'Neill J, Fasching A, Pihl L, Patinha D, FrénZ£, Palm F (2015) Acute SGLT
inhibition normalizes O2 tension in the renal cebeit causes hypoxia in the renal
medulla in anaesthetized control and diabetic fatserican journal of physiology. Renal
physiology 309: F227-34.

74. Panchapakesan U, Pegg K, Gross S, Komala Mudalér H, Forbes J, Pollock C,
Mather A (2013) Effects of SGLT2 inhibition in hum&idney proximal tubular cells--
renoprotection in diabetic nephropathy? PloS oreb8442.

75. Perkovic V, Jardine M J, Neal B, Bompoint Seképink H J L, Charytan D M, Edwards
R, Agarwal R, Bakris G, Bull S, Cannon C P, Capu@n&hu P-L, Zeeuw D de, Greene
T, Levin A, Pollock C, Wheeler D C, Yavin Y, Zhahktj Zinman B, Meininger G,
Brenner B M, Mahaffey K W (2019) Canagliflozin aRénal Outcomes in Type 2
Diabetes and Nephropathy. The New England jourhadedlicine 380: 2295-2306.

76. Pirklbauer M, Schupart R, Fuchs L, StaudingeCétazza U, Sallaberger S, Leierer J,
Mayer G, Schramek H (2019) Unraveling reno-protecéffects of SGLT2 inhibition in
human proximal tubular cells. American journal bf/piology. Renal physiology 316:
F449-F462.

77.Powers A C, Niswender K D, Evans-Molina C, Weka C, Bobbert T (2020) Diabetes
mellitus: Diagnostik, Klassifikation und Pathoplglsgie. In: Harrisons Innere Medizin,
20. Auflage, deutsche Ausgabe. McGraw-Hill EduaatidBW-Wissenschaftsverlag;
Thieme, New York, Berlin, Leiben, Stuttgart, S. 853545.

75



78. Powers A C, Niswender K D, Rickels M R, WermcE, Bobbert T (2020) Diabetes
mellitus: Management und Behandlungsansatze. Imdgas Innere Medizin, 20.
Auflage, deutsche Ausgabe. McGraw-Hill EducatioBV&-Wissenschaftsverlag;

Thieme, New York, Berlin, Leiben, Stuttgart, S. 853566.

79. Powers A C, Stafford J M, Rickels M R, BobbE(2020) Diabetes mellitus:
Komplikationen. In: Harrisons Innere Medizin, 2Quffage, deutsche Ausgabe. McGraw-

Hill Education; ABW-Wissenschaftsverlag; Thieme viN¥ork, Berlin, Leiben, Stuttgart,
S. 3567-3576.

80. Pruijm M, Milani B, Pivin E, Podhajska A, VoBt Stuber M, Burnier M (2018) Reduced
cortical oxygenation predicts a progressive dedbheenal function in patients with
chronic kidney disease. Kidney international 932-9240.

81. Rajasekeran H, Reich H N, Hladunewich M A, @atD, Lovshin J A, Lytvyn Y,
Bjornstad P, Lai V, Tse J, Cham L, Majumder S, Baiv8 B, Kabir M G, Advani S L,
Gibson | W, Sood M M, Advani A, Cherney D Z | (201Bapagliflozin in focal
segmental glomerulosclerosis: a combined humanatqalkt study. American journal of
physiology. Renal physiology 314: F412-F422.

82. Ravindran S, Munusamy S (2022) Renoprotectieehanisms of sodium-glucose co-
transporter 2 (SGLT2) inhibitors against the pregren of diabetic kidney disease.
Journal of cellular physiology 237: 1182-1205.

83. Riede U-N, Rumpelt H-J, Sauter G, Schmid OS&irkel (2004) Uropoetisches System.
In: Riede U-N (Hrsg.) Allgemeine und spezielle Rédigie. 168 Tabellen, 5. komplett

Uberarb. Aufl. Thieme, Stuttgart, S. 809-860.

84.Rieg T, Masuda T, Gerasimova M, Mayoux E, Mafowell D R, Thomson S C,
Koepsell H, Vallon V (2013) Increase in SGLT1-meeddatransport explains renal

glucose reabsorption during genetic and pharmaaab§GLT2 inhibition in
euglycemia. American journal of physiology. Renaygiology 306: F188-93.

85. Ryu H, Layton A T (2014) Tubular fluid flow amlistal NaCl delivery mediated by
tubuloglomerular feedback in the rat kidney. Jouafianathematical biology 68: 1023—

1049.
86. Schreiber A (2012) Die Mechanismen der kompensahen renalen Hypertrophie.

Universitat Regensburg, Dissertation.

76



87. Schwab A, Oberleithner H (2019) Salz- und Widesseshalt. In: Pape H-C, Kurtz A,
Silbernagl S (Hrsg.) Physiologie, 9. vollstandigidrbeitete Auflage. Georg Thieme
Verlag, Stuttgart, New York, S. 442—-475.

88. Semenza G L (1998) Hypoxia-inducible factomhster regulator of O2 homeostasis.
Current opinion in genetics & development 8: 588+59

89. Semenza G L (1999) Regulation of mammalian @fdostasis by hypoxia-inducible
factor 1. Annual review of cell and developmentaldgy 15: 551-578.

90. Semenza G L (2000) HIF-1: mediator of physimalgand pathophysiological responses
to hypoxia. Journal of applied physiology (Betheddd. : 1985) 88: 1474-1480.

91. Shin S J, Chung S, Kim S J, Lee E-M, Yoo Y-kHnK-W, Ahn Y-B, Kim E-S, Moon S-
D, Kim M-J, Ko S-H (2016) Effect of Sodium-Gluco€e-Transporter 2 Inhibitor,
Dapagliflozin, on Renal Renin-Angiotensin SystenamAnimal Model of Type 2
Diabetes. PloS one 11: e0165703.

92. Silbernagl S (2019) Die Funktion der Nieren.Rape H-C, Kurtz A, Silbernagl S (Hrsg.)
Physiologie, 9. vollstandig Uberarbeitete AuflaGeorg Thieme Verlag, Stuttgart, New
York, S. 383-438.

93. Stallmach T, Kloppel G, Roth J, Spinas A (208&)ffwechselerkrankungen. In: Bocker
W (Hrsg.) Pathologie. Mit tilber 200 Tabellen ; [mém Plus im Web ; Zugangscode im
Buch; www.studentconsult.de, 4. vollstandig Uberawifl. Elsevier Urban & Fischer,
Munchen, Jena, S. 1133-1138.

94. Tauber P (2020) Beeinflussung der glomerul&iktrationsrate durch SGLT2-Inhibitoren.
Nephrologe 15: 114-118.

95. Tauber P, Sinha F, Berger R S, Gronwald W,&tiK, Kuhn M, Trum M, Maier L S,
Wagner S, Schweda F (2021) Empagliflozin ReducesmReyperfiltration in Response
to Uninephrectomy, but Is Not Nephroprotective iINXJDOCA/Salt Mouse Models.
Frontiers in pharmacology 12: 761855.

96. Thomson S C, Vallon V (2021) Effects of SGLNAibitor and dietary NaCl on
glomerular hemodynamics assessed by micropunciut@betic rats. American journal
of physiology. Renal physiology 320: F761-F771.

77



97. Tian Q, Guo K, Deng J, Zhong Y, Yang L (202#gE&ts of SGLT2 inhibitors on
haematocrit and haemoglobin levels and the assacardiorenal benefits in T2DM

patients: A meta-analysis. Journal of cellular aradecular medicine 26: 540-547.

98. Vallon V, Thomson S C (2020) The tubular hyjesik of nephron filtration and diabetic
kidney disease. Nature reviews. Nephrology 16: 386~

99.van Bommel E J M, Muskiet M H A, van Baar M JB®nneijck L, Smits M M, Emanuel
AL, Bozovic A, Danser A H J, Geurts F, Hoorn Hduw D J, Larsen E L, Poulsen H E,
Kramer M H H, Nieuwdorp M, Joles J A, van Raaltéi2020) The renal hemodynamic
effects of the SGLT2 inhibitor dapagliflozin areusad by post-glomerular vasodilatation
rather than pre-glomerular vasoconstriction in oratin-treated patients with type 2
diabetes in the randomized, double-blind RED tKadiney international 97: 202—-212.

100. Verheijen M, Lienhard M, Schrooders Y, Clay@nNudischer R, Boerno S,
Timmermann B, Selevsek N, Schlapbach R, Gmuend&adtia S, Geraedts J, Herwig R,
Kleinjans J, Caiment F (2019) DMSO induces dragt@nges in human cellular processes

and epigenetic landscape in vitro. Scientific répOr 4641.

101. Wanner C, Inzucchi S E, Lachin J M, FitchetElgnatten M von, Mattheus M,
Johansen O E, Woerle H J, Broedl U C, Zinman B §@2®&mpagliflozin and Progression
of Kidney Disease in Type 2 Diabetes. The New Emgjjaurnal of medicine 375: 323—
334.

102. Wiviott S D, Raz I, Bonaca M P, Mosenzon Otd<& T, Cahn A, Silverman M G,
Zelniker T A, Kuder J F, Murphy S A, Bhatt D L, tei L A, McGuire D K, Wilding J P
H, Ruff C T, Gause-Nilsson | A M, Fredriksson Mhaosson P A, Langkilde A-M,
Sabatine M S (2019) Dapagliflozin and CardiovascGlatcomes in Type 2 Diabetes. The
New England journal of medicine 380: 347-357.

103. Woods T C, Satou R, Miyata K, Katsurada A, &G M, Klingenberg N C, Fonseca
V A, Navar L G (2019) Canagliflozin Prevents Inaal Angiotensinogen Augmentation
and Mitigates Kidney Injury and Hypertension in MeuModel of Type 2 Diabetes
Mellitus. American journal of nephrology 49: 331234

104. Wright E M (2001) Renal Na(+)-glucose cotramsgrs. American journal of
physiology. Renal physiology 280: F10-8.

78



105. Yamato M, Kato N, Kakino A, Yamada K-I, Inodgud (2020) Low dose of sodium-
glucose transporter 2 inhibitor ipragliflozin attebed renal dysfunction and interstitial
fibrosis in adenine-induced chronic kidney diseasaice without diabetes. Metabolism
open 7: 100049.

106. Yamazaki D, Konishi Y, Morikawa T, Kobara Hak&ki T, Hitomi H, Osafune K,
Nakano D, Kittikulsuth W, Nishiyama A (2020) Fa#uto confirm a sodium-glucose
cotransporter 2 inhibitor-induced hematopoietieeffin non-diabetic rats with renal

anemia. Journal of diabetes investigation 11: 833--8

107. You G, Lee W S, Barros E J, Kanai Y, Huo Kbawaja S, Wells R G, Nigam S K,
Hediger M A (1995) Molecular characteristics of NaCoupled glucose transporters in
adult and embryonic rat kidney. The Journal ofdgidal chemistry 270: 29365-29371.

108. Zhang Y, Thai K, Kepecs D M, Gilbert R E (2D8®dium-Glucose Linked
Cotransporter-2 Inhibition Does Not Attenuate DseRrogression in the Rat Remnant
Kidney Model of Chronic Kidney Disease. PloS oned144640.

109. Zinman B, Wanner C, Lachin J M, Fitchett Dutghki E, Hantel S, Mattheus M,
Devins T, Johansen O E, Woerle H J, Broedl U Qudohi S E (2015) Empagliflozin,
Cardiovascular Outcomes, and Mortality in Type algites. The New England journal of
medicine 373: 2117-2128.

79



VIII.

Danksagung

Am Ende dieser Arbeit moéchte ich den Dank an &jettiigen richten, die zum Gelingen dieser

Arbeit beigetragen haben.

Allen voran mdchte ich meinem Doktorvaterof. Dr. Frank Schwedadanken, der mich in
sein Team aufgenommen und mir ermdglicht hat, iBe#st kollegialer und wertschatzender
Atmosphare in die Welt der Grundlagenforschungwenzchen. Die Tir zu seinem Biro stand
Im wahrsten Sinne des Wortes stets offen, wasdabhzu schatzen weil3.

Ein riesiges Dankeschon méchte ich meinem Betrdder rer. nat. Philipp Tauber
aussprechen. Er hat mich nicht nur geduldig in b&met labortechnische Methoden
eingearbeitet, sondern stand mir wahrend meinangesh Zeit im Labor stets bedingungslos
mit Rat und Tat zur Seite. Ich konnte stets auiesélilfe und Unterstiitzung zahlen und héatte
mir keinen besseren Betreuer winschen konnen. tSalbsam Sonntagnachmittag die
Sterilbank ihren Dienst versagte und meinen Zallenvorzeitige Tod drohte oder mitten in
der Nacht der Inkubationsschrank wahrend des Flevsihs ein Eigenleben entwickelte, hat
er ohne zu zégern den Weg zur Universitat auf gemommen und mir in seiner eigentlich

wohlverdienten Freizeit aus der Patsche geholfen.

Ebenso moéchte ich mich natirlich bei der ganzenS&@®weda bedanken, namentl@h rer.
nat. Anna Federlein Claudia Lehrmann, Sabrina Habel, Katharina Krieger, Rosmarie
Heydn und Robert Go6tz. Ich hatte eine grof3artige Zeit bei euch im Lalb@abhe mich von
Anfang an willkommen gefuhlt und konnte mich beibdaechnischen Fragen stets

vertrauensvoll an euch wenden.

Ein herzlicher Dank gilt auch dérbeitsgruppe um Prof. Dr. Karl Kunzelmann, deren
Inkubationsschrank ich freundlicherweise mitbenatzhirfte, sowie deniehrstuhl fur

Pharmazeutische Technologieim Prof. Dr. Achim Gopferich, der mir das Fluoraerefur
meine DNA-Messungen zur Verfugung stellte. Ein Desdhon gilt auclApotheker Felix

Baumann fUr die entsprechende technische Einweisung.

In besonderer Weise mochte ich vor allem meilgtern danken, die meinen grol3en
Lebenstraum, Arztin zu werden, mitgetragen, mictilgungslos finanziell unterstiitzt und
emotional auf diesem Weg begleitet haben, obwdhkeg ihnen nicht immer leicht gemacht
habe.



Mein abschlieBender Dank gilt d€ongregatio Jesuin Meran, namentlich der Oberin
Sr. Cristina Irsara, die mir durch Unterkunft und vorzigliche Verpflewy optimale

Bedingungen fir die Arbeit an meiner Promotionarfligung gestellt hat.



