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I. EINLEITUNG

Chronische Nierenerkrankungen (CKD) sind ein globales Problem der 6ffentlichen Gesundheit, von
dem mehr als 10% der Weltbevolkerung und mehr als die Hélfte der Erwachsenen iiber 70 Jahre
betroffen sind. Die Erkrankung ist mit einer Reihe schwerer Komplikationen verbunden, darunter eine
erhohte  Inzidenz  von  Herz-Kreislauf-Erkrankungen, = Andmien und  metabolischen
Knochenerkrankungen (Levey et al. 2015). CKD ist ein allgemeiner Begriff fiir heterogene Stoérungen,
die die Struktur und Funktion der Niere beeintrdchtigen. Die Richtlinien fiir die Definition und
Klassifizierung dieser Krankheit aus dem Jahr 2002 stellten einen wichtigen Schritt in Richtung
Anerkennung dieser Krankheit dar, die in ihren frithen Stadien von allgemeinen Internisten behandelt
werden sollten. Die Krankheit wird nach dem Schweregrad der Erkrankung klassifiziert, der anhand der
glomeruléren Filtrationsrate (GFR), der Albuminurie sowie der klinischen Diagnose beurteilt wird.
Chronische Nierenerkrankungen kénnen mit Routinelaboruntersuchungen erkannt werden - einige
Behandlungen konnen die Entwicklung verhindern und das Fortschreiten der Krankheit verlangsamen
(Levey und Coresh 2012). Der weitergehende Verlust der Nierenfunktion bei einer CKD ist die Folge
einer fortschreitenden Schédigung des Nephrons. Histologisch betrachtet folgt der Verlust des Nephrons
in den meisten Féllen chronischer Niereninsuffizienz einem Muster, das als fokal segmentale
Glomerulosklerose (FSGS) bezeichnet wird und mit tubulidrer Degeneration sowie interstitieller Fibrose

einhergeht (Kriz et al. 1998).

Ein gingiges Verfahren zur Induktion einer CKD ist die 5/6 Nephrektomie (5/6 Nx). Das
Nierenablationsmodell der Ratte wurde erstmals 1932 beschrieben. Die Entfernung eines groflen Teils
der Nierenmasse fiihrt zu einer allméhlichen Zunahme der Proteinurie und fortschreitender
Hyperperfusion, Hyperfiltration und Hypertrophie. Bis Woche vier tritt eine frithe Glomerulosklerose
auf, die bis Woche acht mit einer segmentalen Sklerose bei etwa 20% der Glomeruli und einer frithen
tubulointerstitiellen Fibrose einhergeht. In Woche zwdlf findet man dann eine weit verbreitete
Glomerulosklerose und tubulointerstitielle Fibrose vor, bis die Tiere typischerweise ab Woche zwolf bis
16 an Urémie sterben (Fogo 2003). Im Laufe der Jahre konzentrierte sich die Wissenschaft jedoch auf
die Verwendung von Mausmodellen, da durch die Ziichtung von genetisch verdnderten Méusen
einfachere und schnellere Moglichkeiten geboten waren, die Pathogenese der CKD zu erforschen

(Hewitson et al. 2009, Leelahavanichkul et al. 2010).

Im Laufe des letzten Jahrzehnts wesentliche Belege fiir die Rolle hoher zirkulierender Werte des

Fibroblasten-Wachstumsfaktors 23 (FGF23) als Pradiktor fiir einen unerwiinschten Ausgang der



Krankheit bei Patienten mit CKD in allen Stadien gesammelt (Kovesdy und Quarles 2013, Wolf 2012,
Zoccali et al. 2013). FGF23 ist ein Phosphat-regulierendes Hormon, das von Osteoblasten und
Osteozyten sezerniert wird und die Phosphatriickresorption aus dem Urin durch Herabregulierung von
Natriumphosphat-Co-Transportern in den proximalen Tubuli der Niere reduziert (Andrukhova et al.
2012, Shimada et al. 2005). Dariiber hinaus reguliert FGF23 die renale 1a-Hydroxylase-Expression
herunter, wodurch die Produktion des biologisch aktiven Vitamin D-Hormons 1a,25-Dihydroxyvitamin
D3 unterdriickt wird (Shimada et al. 2005). Bei Patienten mit chronischer Niereninsuffizienz steigen die
FGF23-Konzentrationen im Serum mit abnehmender GFR an und kénnen bei fortschreitender Krankheit

das 1000-fache des Normwerts erreichen (Gutiérrez 2010, Weber et al. 2003).

Der Grund, warum FGF23 ansteigt, ist nicht ganz klar. Beim Menschen wurde gezeigt, dass der Anstieg
des zirkulierenden intakten FGF23 unabhéngig von einer Hyperphosphatimie und einem Anstieg des
Parathormons (PTH) in friihen CKD-Stadien auftritt (Isakova, Wahl et al. 2011). Daher konnten andere
Faktoren wie eine verringerte renale Eliminierung von FGF23 (Mace et al. 2015) oder eine erhohte
Sekretion von Substanzen, die FGF23 stimulieren, an der Hochregulierung der Konzentration von
intaktem FGF23 im Blut bei CKD-Patienten beteiligt sein (David et al. 2016, Erben 2016, Kovesdy und
Quarles 2013, Zhang et al. 2016). Prospektive Studien an CKD-Patienten haben gezeigt, dass erh6hte
FGF23-Spiegel ein unabhingiger Prdiktor von CKD-Fortschritt, linksventrikuldrer Hypertrophie
(LVH), kardiovaskuldrem Risiko sind und Gesamtmortalitit sind (Chonchol et al. 2016, Faul et al. 2011,
Isakova, Xie et al. 2011). In typischen FGF23-Zielgeweben wie der Niere werden die biologischen
Wirkungen von FGF23 durch einen Rezeptorkomplex vermittelt, der aus FGF-Rezeptoren (FGFR) und
dem Co-Rezeptor aKlotho (Klotho) besteht (Chen et al. 2018, Kurosu et al. 2006).

Allerdings ist FGF23 nicht nur ein Phosphat-, sondern auch ein Calcium (Ca2+)- und Natrium (Na+)-
regulierendes Hormon. FGF23 erhdht iiber eine direkte Signalkaskade die apikale Membranhdufigkeit
des ,,Transient receptor potential vannilloid-5“ (TRPVS5) und des Natriumchlorid-Co-Transporters
(NCC) in den distalen Nierentubuli. An diesen Mechanismen sind der FGFRIc/Klotho-
Rezeptorkomplex, die ,,Extracellular-signal regulated kinase® (ERK), die ,,Serum/glucocorticoid-
regulated kinase-1 (SGK1) und die ,,With-no-lysin-kinase-4* (WNK4) beteiligt - somit wird die renale
Calciumreabsorption durch FGF23 reguliert (Andrukhova, Slavic et al. 2014, Andrukhova,
Smorodchenko et al. 2014).

Zusétzlich zu seiner Rolle bei der Mineralhomdostase ist FGF23 als entziindungsforderndes Molekiil
aufgetaucht. Es wird nicht nur von Knochenzellen sezerniert, sondern es wurde entdeckt, dass FGF23-

mRNA auch im Maus-Thymus exprimiert wird, was darauf hindeutet, dass das Immunsystem beteiligt



ist. Dabei wurden aktivierte dendritische Zellen und Makrophagen identifiziert, die zu erhohten Serum-
FGF23-Spiegeln fiihrten (Masuda et al. 2015), ebenso wie durch Verletzung induzierte Fibroblasten, ein
unabhéngiger Effekt von aKlotho (Smith et al. 2017).

Wie in den letzten Jahren deutlich wurde, spielen Kinasen in der Signaliibertragung auf Transporter in
der Niere eine wichtige Rolle. Unter diesen stechen die WNKs besonders hervor. WNKSs regulieren drei
Natriumtransporter: den Natriumkaliumchlorid-Co-Transporter Typ 2 (NKCC2), den Natrium-Chlorid-
Co-Transporter (NCC) und den epithelialen Natriumkanal (ENaC). Dariiber hinaus regulieren WNKs
den Aldosteron-regulierten ,,Renal outer medullary potassium channel* (ROMK). Da das distale
Nephron gegeniiber mehreren homoostatischen Hormonen empfindlich ist, konnen WNKs als
molekulare Schalter angesehen werden, die die Transporteraktivitit in Abhéingigkeit von
physiologischen Anforderungen verdndern (Hoorn und Ellison 2012). Sie wirken dabei als Komplex
von WNKI, 3 und 4 (McCormick et al. 2008). Patienten mit WNK4-Mutationen, die zu einer
iiberméfBigen NCC-Expression in den distalen Tubuli fiihren, leiden unter Volumenexpansion und

Hypertonie (Kahle et al. 2003, Wilson et al. 2001).

Yamada fand 2016 heraus, dass WNK463 ein hochspezifischer pan-WNK-Kinase-Inhibitor ist, der die
einzigartigen Strukturmerkmale, die ungewohnliche Platzierung des katalytischen Lysins, nutzt.
WNK463 wurde als erster oral bioverfiigbarer pan-WNK-Inhibitor vorgestellt und verbesserte in
Nagermodellen sowohl Bluthochdruck als auch die Homdostase von Korperfliissigkeit und Elektrolyten.
Jedoch wurde die weitere Entwicklung des Arzneimittels aufgrund schwerwiegender Nebenwirkungen

bei hoheren Dosierungen gestoppt (Yamada et al. 2016).

Es ist derzeit nicht bekannt, ob die entziindungsférdernden Wirkungen von FGF23 eine Rolle in der
Pathophysiologie von CKD spielen. Es ist jedoch anzunehmen, dass FGF23 ein Teil eines Teufelskreises
bei der CKD ist, in dem systemische chronische Entziindungsprozesse die Sekretion von FGF23 aus den
Knochenzellen vorantreiben, was wiederum die entziindlichen Prozesse und somit auch die Fibrosierung
in der Niere weiter fordern. Aufgrund der Tatsachen, dass FGF23 den WNK-Pathway in der Niere
aktiviert und dass WNK463 als Inhibitor des WNK-Pathways kiirzlich beschrieben wurde, kann man
nun die Hypothese aufstellen, ob mit Inhibition durch WNK463 die entziindlichen Prozesse in der Niere

bei CKD verbessert werden konnen.

In der vorliegenden Studie wird nun der Ansatz verfolgt, ob WNK463 in angepasster Dosierung als
Inhibitor des WNK-Pathways die Fibrosierung in der Niere bei einer experimentell induzierten CKD

verringert.



I1. MATERIAL UND METHODEN

I1.1 Versuchstiere

Der Tierversuch dieser Studie wurde von der Ethikkommission der Veterindrmedizinischen Universitit
Wien und vom Bundesministerium fiir Wissenschaft und Forschung genehmigt. Es wurden die
geltenden Richtlinien fiir die Tierversuche strikt eingehalten. Ebenso wurden alle Anstrengungen
unternommen, um das Leid der Tiere zu minimieren. Die Tierversuchsnummer lautet: BMWF

68.205/0054-11/3b/2013

Alle Experimente dieses Versuchs wurden an drei Monate alten ménnlichen C57BL/6-Méausen
durchgefiihrt. Die Miuse wurden bei 24 °C mit einem 12 Stunden Hell/12 Stunden Dunkel-Zyklus
gehalten und hatten freien Zugang zu einer sogenannten ,,Rescue diet” und Leitungswasser. Die
Calcium- und Phosphat-angereicherte Rescue diet (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest, Deutschland) mit
2,0% Kalzium, 1,25% Phosphor, 20% Laktose und 600 IE Vitamin D/kg wurde ab einem Alter von 16
Tagen gefiittert.

I1.2 Die 5/6-Nephrektomie

Die 5/6 Nephrektomie wurde in zwei Schritten (Leelahavanichkul et al. 2010) unter Isoflurananisthesie
durchgefiihrt. Auftretende Schmerzen wurden durch s.c. Injektionen von Buprenorphin, Metamizol und
Meloxicam gelindert. Zusétzlich wurde den Tieren fiir drei Tage nach der Operation das Analgetikum
Piritramid tiber das Trinkwasser verabreicht, beginnend sechs Stunden postoperativ. Im ersten Schritt
(Woche 1) wurde die linke Niere entkapselt, um eine Schadigung des Harnleiters und der Nebennieren
zu vermeiden, und der obere und untere Pol wurden teilweise iiber eine Inzision in der linken Flanke
reseziert. Die Blutung wurde durch mikrofibrillire Kollagenhdmostase (Gelaspon, Chauvin
Ankerpharm) kontrolliert. Der obere und untere Pol wurde gewogen, um eine ausreichende Resektion
zu gewihrleisten. Eine Woche spater wurde als zweiter Schritt die rechte Niere vollstdndig liber einen
Schnitt in der rechten Flanke entfernt und gewogen. Bei den Méiusen der Kontrollgruppe mit
Scheinoperation (Sham) wurde im ersten Schritt ein Schnitt in der linken Flanke durchgefiihrt, beide
Pole der Niere wurden identifiziert, dann wurde der Flankenschnitt geschlossen. Ein nachfolgender
Schnitt in der rechten Flanke wurde im zweiten Schritt durchgefiihrt. Die rechte Nierenarterie wurde
identifiziert, dann wurde der Flankenschnitt geschlossen. Nach jedem Flankenschnitt wurden Muskeln

und Haut korrekt neu positioniert und verniht.



I1.3 WNK463 Verabreichung

C57BL/6 5/6 Nx-Méusen wurde WNK463 in Dosen von 1 und 3 mg/kg Korpergewicht (KG) iiber eine
orale Sonde mit 5 pl/g KG einmal téglich {iber acht Wochen nach der Nephrektomie verabreicht.
Scheinoperierte C57BL/6 -Méuse (Sham) dienten als Kontrollgruppe und erhielten nur das
Losungsmittel (Vehikel). Als Vehikel wurde eine wissrige Suspension aus 0,5% Pluronic F68 (Fisher
Scientific), 0,5% Hydroxypropylcellulose (M.W. 100.000, Sigma-Aldrich) und 99% Wasser (w/w/w)
verwendet. WNK463 wurde in 100% Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst und dem Vehikel zugegeben,

so dass die Endkonzentration von DMSO in allen Dosierlésungen 2% betrug.

I1.4 Herstellung von Paraffinblocken

Acht Wochen nach der Operation wurden alle Tiere durch Euthanasie getdtet und die Nieren
entnommen. Die zur histologischen Untersuchung verwendeten Nieren lagen iiber Nacht in 4%
Paraformaldehyd (PFA) fixiert vor. Zur Vorbereitung der Paraffinblockherstellung mussten die Nieren
in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Isopropanol: 20%, 40%, 60%, 80%, 100%) entwassert werden,
Xylol diente als Intermedidrmedium. AnschlieBend wurden die Organe vorsichtig mit einer Rasierklinge
langs in der Mitte vom Kortex bis zum Hilus der Niere gespalten und die beiden Hilften paarig
angeordnet in heilem Paraffin eingebettet. Die entstandenen Paraffinblocke wurden jeweils mit den

Tiernummern zu den zugehorigen Nieren beschriftet.

I1.5 Anfertigung von Organschnitten

Fir die Herstellung eines aussagekriftigen, représentativen Organschnittes mussten die einzelnen
Paraffinblocke dann mit dem Mikrotom HM 355 S—2 (Microm GmbH, Seriennummer 36110) soweit
getrimmt werden, bis ein kompletter Langsschnitt durch die Nierenhélften mit allen Bestandteilen gut
zu erkennen war. AnschlieBend wurden Schnitte mit einer Schnittdicke von 5 um angefertigt und dann
zundchst in ein Bad mit entsalztem kaltem Wasser verbracht. Um eine maximale Ausdehnung des
Schnittes im Wachs zu erreichen, wurden die Schnitte noch in einem Wasserbad bei ca. 40 Grad zur
Entspannung gebracht, um von dort direkt auf Aminopropyltriethoxysilane (APES)-vorbehandelte
Objekttrager {ibertragen zu werden, an denen sie haften bleiben. AnschlieBend werden die Schnitte im
Wairmeschrank bei 40 Grad mindestens 48 Stunden getrocknet, damit simtliches Wasser verdunstet,

bevor man mit der Farbung beginnt.



I1.6 Picro-Sirius-Red Firbung

Zur Vorbereitung einer jeden Farbung von Paraffinschnitten miissen diese zundchst in einer
absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert werden. Dazu werden die Objekttriger zundchst 2x15
Minuten in Xylol, jeweils 5 Minuten in Isopropanol, 70% Ethanol, 40% Ethanol und dann 2x2,5
Minuten in destilliertes Wasser getaucht. Die Picro-Sirius-Red-Farbung dient der Sichtbarmachung und
Darstellung von Kollagen im Gewebe. Dazu mussten die entparaffinierten Nierenschnitte vollstédndig
getrocknet werden und in eine Edelstahlbox verbracht werden. Dort werden sie mit der Picro-Sirius-Red
Solution (Sirius Red F3B 0,5g + Pikrinséure-Solution 1,3% 500 ml) mittels Pipettierens vollstindig
bedeckt und unter Lichtschutz 90 Minuten inkubiert. AnschlieBend werden zwei Waschschritte jeweils
3 Minuten mit Acidified Water (konzentrierte HCL 37% 0,83 ml + destilliertes Wasser 1000 ml)
lichtgeschiitzt durchgefiihrt. Danach entfernt man das Wasser hindisch so gut wie mdglich und lésst die
Schnitte erneut trocknen, um eine mdglichst gute Farbung zu erhalten. Nach der Trocknung durchlaufen
die Schnitte eine aufsteigende Alkoholreihe 2x3 Minuten Isopropanol und 2x7 Minuten Xylol, um dann
vorsichtig mit DePeX-Eindeckmedium eingedeckt zu werden. Die Trocknung und Lagerung nach dem

Eindecken erfolgte abermals unter Lichtschutz.

I1.7 Quantifizierung des Fibrosegrades

Um das Verhiltnis von Kollagen, welches durch die Farbung sichtbar gemacht wurde, im
Zusammenhang zur Gesamtfliche der Niere auszuwerten, mussten zundchst Bilder der Nieren
angefertigt werden. Dazu wurden die angeférbten Schnitte unter dem Mikroskop Axioskop 50 (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Seriennummer. 451485) betrachtet. Anschlieend wurden vier reprasentative
Felder im Kortex der jeweiligen vorliegenden Nieren identifiziert. Von diesen Stellen wurden mittels
der Mikoskop-Kamera Axiocam 503 color (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Seriennummer 426558-
0000-000) und der zugehorigen Software ,,ZEN® auf dem Computer Bilder im .jpg-Format erstellt und
zwischengespeichert. AnschlieBend wurden diese Bilder zur Auswertung ins Programm ,,ImageJ*
importiert. Da durch die Farbung der Schnitte Kollagen und somit die Fibrosierung rot erscheint, kann

das Programm ,,ImageJ* alle roten Anteile im Verhéltnis zu nicht-roten Anteilen in Prozent umrechnen.

I1.8 Statistische Auswertung
Alle statistischen Analysen wurden mit dem Programm ,,Prism* durchgefiihrt. Unterschiede zwischen
den Gruppen hinsichtlich der Varianzen wurden mit einem Bartlett’s Test {iberpriift. AnschlieBend

wurde zur genaueren Analyse der Daten ein Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt, im weiteren Verlauf



Mehrfachvergleiche mit dem Dunn’s Test. Fiir alle statistischen Analysen wurde ein p-Wert von 5%

(p < 0,05) als signifikant angenommen.



III. ERGEBNISSE

Insgesamt wurden bei der Auswertung vier Gruppen beriicksichtigt. Innerhalb dieser vier Gruppen gab
es zwei Untergruppen. Zum einen ist dies die Gruppe der 5/6 Nx-Méause und zum anderen die Gruppe
der scheinoperierten (Sham)-Méuse. Die Sham-Gruppe bekam nur Vehikel verabreicht, die 5/6 Nx-
Gruppe Vehikel oder eine Behandlung mit WNK463 in zwei verschiedenen Dosierungen, 1 und 3 mg/kg
KG. Ausgewertet wurde der durch Kollagenfarbung sichtbar gemachte Fibrosegrad in der Niere, der
mittels eines Programms in einen Prozentwert umgewandelt wurde. Null entspricht in diesem Fall
keineFibrose, 100 bedeutet vollstindig fibrosiert. In der Auswertung entspricht also der Fibrosegrad der

,Area in %

In der Gruppe der scheinoperierten Tiere unter Zugabe von Vehikel (Sham) wurden Fibrosierungs-
Werte zwischen 0,04% und 0,18% festgestellt. In der Gruppe der 5/6-nephrektomierten-Mé&use, denen
Vehikel verabreicht wurde (Nx/V), wurden Werte von 0,185% bis 0,863% erreicht. Bei den Tieren mit
5/6-Nx unter Zugabe von 1 mg/kg KG WNK463 waren Werte von 0,368% bis 0,565% festzustellen.
Als letzte Gruppe fungierten die Mause mit 5/6 Nx unter Zugabe von 3 mg/kg KG WNK463, bei
welchen die Werte zwischen 0,275% und 2,5% variierten. In den folgenden Abbildungen 1 sind

repéasentative Fotos der vier verschiedenen Gruppen dargestellt.



C D

Abbildung 1: Reprdsentative Fotos der Gruppen Sham-+Vehikel (A), 5/6 Nx+Vehikel (B), 5/6
Nx+1mg/kg WNK463 (C) und 5/6 Nx+3mg/kg WNK463 (D). Originalvergréfierung x 200.
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Abbildung 2: Grafische Darstellung des Fibrosegrades (Area in %) geordnet nach Behandlungmethode

In Abbildung 2 wurde die Verteilung der Werte mittels eines Balkendiagramms geordnet nach
Behandlungsmethode dargestellt. Auf der x-Achse ist die Behandlungsmethode der jeweiligen Gruppen

angegeben, auf der y-Achse die Area in %.

Die Auswertung zur Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen

erfolgte durch verschiedene statistische Tests, die im Folgenden beschrieben werden.

Zunichst wurde ein Bartlett’s Test durchgefiihrt. Er untersucht Stichproben von normalverteilten
Zufallsvariablen darauthin, ob sie die gleiche Varianz besitzen. Der Test hat ergeben, dass sich die

Varianzen zwischen den Gruppen signifikant unterscheiden.

AnschlieBend wurde ein nicht-parametrischer Test herangezogen, um die Daten genauer zu analysieren.
Der Kruskal-Wallis Test untersucht zunéchst, ob irgendwelche Gruppen zueinander unterschiedlich
sind. Er kann herangezogen werden, wenn die Voraussetzungen fiir eine einfache Varianzanalyse
(ANOVA) nicht erfiillt sind (fehlende Normalverteilung und Varianzgleichheit). Der Test zeigt ebenso

eine Signifikanz an.
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Im weiteren Verlauf wurden noch Mehrfachvergleiche mit dem Dunn‘s-Test durchgefiihrt, um die
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen genauer zu betrachten. Alle 5/6 Nx Gruppen waren hier

zu Sham signifikant unterschiedlich.
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Iv. DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war es festzustellen, ob mit Inhibition durch WNK463 die entziindlichen Prozesse in
der Niere der Maus bei einer experimentell induzierten CKD verbessert werden kdnnen. Dazu wurden
Nieren von vier verschiedenen Versuchsgruppen histologisch untersucht und der Grad der Fibrose

mittels Picro-Sirius-Red Farbung sichtbar gemacht und prozentual ausgewertet.

Bei der Betrachtung der Grafik und der reprisentativen Fotos ist auf den ersten Blick ersichtlich, dass
die Werte der Kontrollgruppe deutlich niedriger sind als die der 5/6 Nx-Gruppe. Weiters sieht man, dass
innerhalb der 5/6 Nx- Gruppe die Fibrosewerte mit zunehmender Dosierung von WNK463 hoher
ausfallen als bei Gabe von Vehikel. Dies ldasst den Schluss zu, dass die Fibrose durch Gabe von WNK463

nicht verbessert wurde.

Die Auswertung des Bartlett’s Test ergab, dass sich die Varianzen zwischen den Gruppen signifikant
unterscheiden und dass die vorhandenen Daten nicht normalverteilt sind. Das bedeutet, dass man keine
ANOVA zur weiteren Analyse heranziehen konnte, so wurde ein nichtparametrischer Test verwendet,

um die Daten genauer zu analysieren.

Beim Kruskal-Wallis Test stellte sich anschlieBend heraus, dass grundsétzlich Gruppen zueinander
signifikant sind. Daher wurden im weiteren Verlauf zur genaueren Betrachtung noch
Mehrfachvergleiche mit dem Dunn’s Test durchgefiihrt, die ergaben, dass alle 5/6 Nx-Gruppen zu Sham
signifikant sind. Das bedeutet, dass bei allen 5/6 Nx-Gruppen die Fibrose signifikant hoher war, als bei
der Kontrollgruppe.

Bei der Betrachtung der Werte fillt auf, dass sie einen breiten Streuungsbereich aufweisen. Das Modell
zur Induktion der CKD durch 5/6 Nx ist ein Verfahren, das unmdglich immer genau gleich durchgefiihrt
werden kann und somit féllt der experimentell induzierte Krankheitsverlauf unterschiedlich schwer aus
bei gleicher Behandlung. Zusitzlich fiihren interindividuelle Unterschiede zur weiteren
unterschiedlichen Ausprigung im Verlauf. Weiters wurden die fiir die Auswertung angefertigten Fotos
durch den Menschen erstellt, der durch subjektive Wahrnehmung représentative Stellen im Kortex der
jeweils vorliegenden Nieren identifizierte, die in der VergroBerung den gleichen Anteil an Kollagen zur
Gesamtflidche der ganzen Niere ausdriicken sollen. Dies birgt ebenso die Gefahr einer Fehlerquelle im

Gegensatz zu ausschlieSlich computerbasierten Messmethoden.

Verschiedene Erkenntnisse haben zur Hypothese dieser Arbeit gefiihrt. Kriz et al. fand 1998 heraus,

dass histologisch bei einer fortschreitenden CKD eine interstitielle Fibrose festgestellt werden kann.
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Dies konnte bei der Auswertung bestitigt werden, die Tiere der Gruppe Nx/V wiesen einen Fibrosegrad
zwischen 0,185% bis 0,863% in der Niere auf und der dazugehorige statistische Test (Kruskal-Wallis
Test), der die Unterschiede zwischen den Gruppen Sham und 5/6 Nx iiberpriift, war signifikant. Der
starke Anstieg von FGF23 im Serum bei Patienten mit fortschreitender CKD (Gutiérrez 2010, Weber et
al. 2003) trug dazu bei, dass viele Studien durchgefiihrt wurden, um die Rolle von FGF23 bei einer CKD
zu untersuchen. Dabei stellte man fest, dass FGF23 pro-fibrotische Wirkungen in der Niere hat, indem
es durch eine Gewebe-Schiadigung induzierte Fibroblasten aktiviert (Smith et al. 2017). Weiters fand
man heraus, dass FGF23 den WNK-Pathway in der Niere aktiviert (Andrukhova, Slavic et al. 2014,
Andrukhova, Smorodchenko et al. 2014) und WNK463 als oral verfiigbarer Inhibitor fiir den WNK-
Pathway eingesetzt werden kann (Yamada et al. 2016). Somit lieB sich die Hypothese aufstellen, dass

durch Inhibition mit WNK463 die Entziindung in der Niere zu verbessern ist.

Zusammengefasst deuten die oben beschriebenen Ergebnisse jedoch darauf hin, dass die Inhibition mit
WNK463 nicht zu einer signifikanten Verbesserung der Fibrose in der Niere bei einer experimentell

induzierten CKD fiihrt.

Zu erwihnen wire an dieser Stelle noch, dass die Auswertung dieses Versuchs nur ein kleiner Teil einer
grof3 angelegten Studie ist. In dieser Studie wurden mehrere Aspekte und Parameter rund um das Thema
FGF23 und WNK463 und seine Rolle bei einer experimentell induzierten CKD bei Méusen untersucht.
Dabei fand man heraus, dass FGF23 ein direkter Aktivator des entziindungsférdernden JAK-STAT-
Signals im Nierenepithel ist. Die akute Hemmung des FGF23-Signals unter Verwendung eines Anti-
FGF23-Antikorpers regulierte die pSTAT3-Spiegel in Nierenepithelzellen in CKD-Méusen binnen vier
Stunden nach der Injektion herunter (unpublizierte Ergebnisse). Dieser Befund kdnnte erkldren, warum

WNK463 als Inhibitor des WNK-Pathways die Nierenfibrose nicht bessern konnte.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Chronische Niereninsuffizienz (CKD) ist eine hdufige Erkrankung bei Mensch und Tier und somit ein
wichtiges Problem der offentlichen Gesundheit. Das Fortschreiten der Krankheit fiihrt zu einem
progredienten Verlust der Nierenfunktion und geht mit einer zunehmenden Fibrosierung der Niere
einher. Ein Standardmodell zur Induktion einer CKD ist die 5/6-Nephrektomie (5/6 Nx) bei der Maus.
Aus noch ungeklarten Griinden steigen bei CKD-Patienten und auch bei experimenteller CKD die
Serumspiegel des Fibroblasten-Wachstumsfaktors-23 (FGF23) stark an. Frithere Studien fanden heraus,
dass FGF23 zu einer Aktivierung des With-no-lysin-Kinase (WNK)-Pathways fiihrt. WNKs spielen eine
zentrale Rolle im intrazelluldren Transport und bei der Aktivierung von Ionen-Transportern im distalen
Nephron. Kiirzlich wurde ein Inhibitor des WNK-Pathways (WNK463) beschrieben, der einer der ersten
oral bioverfiigbaren WNK-Inhibitoren ist und im 5/6 Nx-Modell erste positive Wirkungen auf die
Nierenfunktion zeigte. Daraus lieB sich nun die Hypothese aufstellen, ob WNK463 auch eine positive

Wirkung auf die Fibrosierung in der Niere ausiibt.

Dazu wurden vier Gruppen mit jeweils fiinf bis acht C57BL/6-Maiusen fiir den Versuch herangezogen.
Innerhalb dieser vier Gruppen gab es zwei Untergruppen. Bei der einen Gruppe wurde an allen Mausen
eine 5/6 Nx durchgefiihrt, bei der anderen Gruppe wurde eine Scheinoperation vollzogen. Die
Kontrollgruppe der scheinoperierten Mause bekam Vehikel verabreicht und die 5/6 Nx-Gruppe bekam
eine Behandlung mit WNK463 in zwei verschiedenen Dosen oder Vehikel verabreicht. Nach acht
Wochen wurden die Tiere euthanasiert und die Nieren entnommen. Fiir die Auswertung wurden
anschlieend die Nieren in Paraffin eingebettet, Schnitte angefertigt und mittels Picro-Sirius-Red-
Féarbung geférbt. Die Farbemethode sorgt dafiir, dass Kollagenfasern in den Schnitten rot erscheinen.
AnschlieBend wurde mittels Bildanalyse der Grad der Fibrose in der Niere quantifiziert. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Bartlett’s Test, Kruskal-Wallis-Test und Mehrfachvergleiche inklusive

Dunn-Test.

Insgesamt kam man durch die Ergebnisse zur Erkenntnis, dass die Inhibition mit WNK463 nicht zu

einer signifikanten Verbesserung der Fibrose in der Niere bei einer experimentell induzierten CKD fiihrt.

Die Griinde, warum die Fibrose nicht verbessert werden konnte, sind mit den Ergebnissen dieses
Versuchs nicht eindeutig zu erkldren. Zur eindeutigen Kldrung sollten weitere Versuche und Parameter

an CKD-Maiusen durchgefiihrt werden, die Aufschluss iiber die Thematik geben.
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VI SUMMARY

Chronic Kidney Disease (CKD) is a common disease in humans and animals and therefore an
important public health problem. The progression of the disease leads to a progressive loss of renal
function and is associated with increasing fibrosis of the kidney. A standard model for the induction of
CKD is 5/6 nephrectomy (5/6 Nx) in mice. For unknown reasons, the serum levels of fibroblast-
growth-factor-23 (FGF23) increase significantly in CKD patients and also in experimental CKD.
Previous studies found that FGF23 is responsible for the activation oft the With-No-Lysin-Kinase
(WNK)-pathway. WNKSs play a central role in intracellular transport and in the activation of ion
transporters in the distal nephron. Recently, an inhibitor of the WNK pathway has been described,
WNK463, which is one of the first orally bioavailable inhibitors and showed first positive effects on
renal function in the 5/6 Nx model. Therefore, we hypothesized that WNK463 might also have

positive effects on fibrosis in the kidney.

Four groups of five to eight C57BL/6 mice each were selected for the experiment. Within these four
groups there were two subgroups. In one group, a 5/6 Nx was performed on all mice, the other group
underwent a sham operation. The control group of sham-operated mice were given vehicle and the 5/6
Nx group received treatment with vehicle or WNK463 in two different doeses. After eight weeks, the
animals were euthanized and the kidneys were removed. For analysis, the kidneys were then
embedded in paraffin, sections were made and stained using Picro-Sirius Red staining. The staining
method ensures that collagen fibers appear red in the sections. Subsequently, the degree of fibrosis in
the kidney was quantified using image analysis. Statistical analysis was carried out using Bartlett’s

test, Kruskal-Wallis test and multiple comparisons including Dunn test.

Overall, the results showed that inhibition with WNK463 did net lead to a significant improvement of
fibrosis in the kidney in experimentally induced CKD.

The reasons why fibrosis could not be improved cannot be clearly explained by the results of this
experimental study. For a clarification, further experiments and parameters should be carried out on

CKD mice to provide additional information on the subject.
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ROMK Renal outer medullary potassium channel
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IX. ABBILDUNGS-/ TABELLENVERZEICHNIS

Abbildung 1: Reprisentative Fotos der Gruppen Sham+Vehikel (A), 5/6 Nx+Vehikel (B), 5/6
Nx+1 mgkg WNK463 (C) und 5/6 Nx+3 mgkg WNK463 (D).
Orginalvergréferung x 200.

Abbildung 2: Grafische Darstellung des Fibrosegrades (Area in %) geordnet nach
Behandlungsmethode
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