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1. Einleitung

Die Pravalenz von chronischer Niereninsuffizienz (CNI) in der Weltbevdlkerung betragt fast
10 % (Eckardt et al. 2013, Murphy et al. 2016). Der Anteil der Menschen, die sich im
Endstadium einer CNI befinden, Dialyse erhalten und versterben, liegt in den USA etwa bei
20 % jedes Jahr. Davon lasst sich etwas mehr als die Halfte auf kardiovaskulare Erkrankungen
zurtckfihren (Go et al. 2004). Weitere Komplikationen, die mit CNI einhergehen, sind
Mineralisierungsstorungen und Anamie. Jedoch sind kardiovaskulare Erkrankungen die
Hauptursache fur das Versterben von CNI Patienten. Die haufigste Kardiovaskulare
Komplikation im Zusammenhang mit CNI ist eine linksventrikulare Hypertrophie (LVH), welche
zu diastolischer Dysfunktion, kongestivem Herzversagen, Arrhythmien und plétzlichem

Herzversagen fihren kann (Eckardt et al. 2013).

Bei Patienten, die an CNI leiden, konnte eine signifikant erhéhte Menge von Fibroblast-growth-
factor-23 (FGF23) im Serum nachgewiesen werden (Larsson et al. 2003). Darlber hinaus hat
sich gezeigt, dass die Serumkonzentration von FGF23 mit dem Verlust der Nierenfunktion
schrittweile ansteigt (Wolf 2013). Die genaue Ursache fir den Anstieg von FGF23 zu Beginn
einer CNI ist jedoch noch nicht ganz geklart (Isakova et al. 2011). Es hat sich herausgestellt,
dass erhohte FGF23 Serumkonzentrationen zu einem erhdhten Risiko von kardiovaskularen
Erkrankungen und einer erhdhten Mortalitat bei CNI Patienten fuhren (Gutiérrez et al. 2008).
Eine weitere Studie zeigte, dass erhdhte FGF23 Serum-Konzentrationen, unabhangig von

Klotho, mit einer erhéhten Inzidenz und Pravalenz von LVH korrelieren (Faul et al. 2011).

Dennoch gibt es noch Unklarheiten Uber die Mechanismen, wie erhdhte FGF23
Serumkonzentrationen die Progression von CNI und damit LVH beeinflussen. Daher haben
wir in dieser Studie versucht, die Rolle von FGF23 in der Pathogenese von induzierter CNI
besser zu verstehen. Dazu haben wir genetische Modelle und pharmakologische Ansatze
genutzt. Dies beinhaltete sowohl Fgf23"/VDR* Mé&use als auch die pharmakologische
Inhibition des FGF23 Signalwegs durch den WNK-Inhibitor Closantel.



1.1 Fibroblast-Growth-Factor 23

Im Jahr 2000 wurde FGF23 in ventrolateralen Thalamuskernen in Gehirnen von Mausen
erstmals entdeckt (Yamashita et al. 2000). Es ist Teil der FGF Familie, welche insgesamt aus
22 Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen besteht (Itoh und Ornitz 2004). FGF23 ist ein
etwa 32-kD (251 Aminosauren) grol3es Protein, bestehend aus einer FGF-Homologie-Domane
am N-Terminus und einem fur FGF23 spezifischen 71 Aminosauren langen C-Terminus.
Zusammen mit fgf21 und den orthologen Genen fgf15 und fgf19 bildet fgf23 phylogenetisch
die fgf19 Untergruppe. lhnen gemeinsam ist eine durch FGF-Rezeptoren (FGFR) vermittelte,
endokrine Wirkung (Yamashita et al. 2000, Itoh und Ornitz 2004).

1.2 Klotho und FGF-Rezeptoren

Das Gen klotho wurde 1997 entdeckt. Ein Defekt in der Expression des klotho Gens fuhrt zu
vermindertem Wachstum, einer verkirzten Lebenszeit, Unfruchtbarkeit, Arteriosklerose,
Hautatrophie, Osteoporose, ektopischen Verkalkungen und Lungenemphysemen. Da diese
Symptome dem menschlichen Altern dhneln, nahm man zunachst an, dass Klotho ein Anti-
Aging Faktor sei (Kuro-o et al. 1999). Von dieser Hypothese leitete sich auch der Name Klotho

ab: Es wurde nach der griechischen Géttin benannt, die den Lebensfaden spinnt.

Unter physiologischen Umstanden zeigt FGF23 eine geringe Affinitat fur alle Isoformen der
FGF-Rezeptoren (FGFR) (Yu et al. 2005). Unterstiitzt von dem Fakt, dass Fgf23”- Mause einen
ahnlichen Phanotyp wie Klotho” Mause zeigen, fiihrte dies zu der Entdeckung, dass aKlotho
einen obligaten Co-Rezeptor fir die Funktion von FGF23 darstellt, indem es kanonische FGFR
in fir FGF23 spezifische Rezeptoren umwandelt (Kurosu et al. 2006, Urakawa et al. 2006).
Dadurch sind physiologische hormonale Wirkungen von FGF23 auf Gewebe beschrankt, die
klotho exprimieren. Dieser Rezeptor-Komplex ist in Abbildung 1 dargestellt. Klotho wird
hauptsachlich in den distalen Tubuli contorti der Nieren und der Plexus Chorioideus im Gehirn
(Kuro-o et al. 1999) exprimiert. Dartber hinaus wird klotho in geringeren Mengen in den
proximalen Nierentubuli und den Nebenschilddrisen exprimiert (Hu et al. 2010, Andrukhova
et al. 2012).

Klotho kodiert flr aKlotho, ein Single-Pass Transmembranprotein, dessen extrazellulare
Doméane aus zwei homologen Typ 1 Beta-Glykosidase Domanen (KL1 und KL2) besteht
(Tohyama et al. 2004). Die extrazellulare Domane kann von der Zelloberflache durch

membranstandige proteolytische Enzyme geldst werden und so in die systemische Zirkulation



gelangen (Imura et al. 2007). Darlber hinaus kann eine |6sliche Isoform von Klotho durch

alternatives Splicing der Klotho mRNA erzeugt werden (Matsumura et al. 1998).

Es wird angenommen, dass l6sliches Klotho unabhangig von FGF23 die Aktivitat von
verschiedenen lonen-Kanalen und Transportern reguliert. Obwohl I6sliches Klotho in der Lage
ist, Komplexe mit FGFR zu bilden, scheint es dennoch unwahrscheinlich, dass I6sliches Klotho
FGF23-abhangige Signalkaskaden vermittelt, da diese durch ldsliches Klotho erheblich
schwacher aktiviert werden als durch membranstandiges Klotho (Kurosu et al. 2006, Kuro-o
2019).

Die Signalweiterleitung der verschiedenen FGF-Liganden wird durch vier verschiedene
ubiquitare FGFR vermittelt (FGFR 1-4), welche alle Tyrosinkinase-Rezeptoren sind. Mittels
alternativem RNA-Splicing werden verschiedene FGFR Isoformen synthetisiert. Die
extrazellulare Domane von FGFR1 und FGFR2 besteht aus zwei bis drei Immunglobulin-
ahnlichen Doméanen, an die der FGF-Ligand bindet. Klotho bindet mit unterschiedlicher Affinitat
an die verschiedenen FGFR. Es hat eine geringere Affinitdt zu FGFR2 als zu den c-Isoformen
von FGFR1, FGFR3 und FGFR4. Die endokrinen FGF-Liganden, wie FGF23 besitzen keine
Heparan-Sulfat-bindende Domane und sind daher auf die Anwesenheit des
membranstandigen Klotho als Co-Rezeptor fur die FGFR angewiesen. Wenn Klotho mit einem
der FGFR einen Komplex gebildet hat, steigt die Affinitat dieses Komplexes fir FGF23 an. Die
maximale SignalUbertragungsstarke durch FGF23 konnte durch Bindung an den FGFR1c-
Klotho-Komplex festgestellt werden (Kuro-o 2006, Kurosu et al. 2006, Urakawa et al. 2006).
Die Aktivierung von FGFR fihrt zur Phosphorylierung nachfolgender Signalmolekile (Ornitz
und Itoh 2015). DarlGber hinaus wurde beschrieben, dass physiologische Wirkungen von
FGF23 in den Nieren durch Binden an den FGFR1c ausgeldst werden, welcher zugleich der
FGFR ist und Klotho als Kofaktor braucht, um eine ausreichende Affinitat zu seinem Liganden
zu entwickeln (Erben 2018). FGF23 kann aber auch Klotho-unabhangig auf Gewebe wirken,
welche FGFR3 oder FGFR4 exprimieren, wie z.B. das Myokard, Leber oder Knochen (Grabner
et al. 2015, Singh et al. 2016, Andrukhova et al. 2018). Letzteres spielt vor allem in Situationen
eine Rolle, in denen FGF23 chronisch erhéht ist und pathologische Wirkungen sichtbar
werden (Richter und Faul 2018).
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Abbildung 1: FGF23-aKlotho-FGFR1c-Komplex. Fibroblast-growth-factor-Rezeptoren bestehen aus
zwei bis drei Immunglobulin-dhnlichen Domanen (D2 und D3) und einer intrazelluldreren Kinase-
Domaéne. aKlotho besteht aus zwei homologen Domanen (KL1 und KL2). Die KL2 Doméne bindet mit
ihrem Rezeptor-bindendem-Arm (RBA) an die D3 Domane des Fibroblast-growth-factor-receptor 1c
(FGFR1c). In den von aKlotho und FGFR1c gebildeten Zwischenraum kann nun Fibroblast-growth-
factor-23 binden, indem er mit seinem C-Terminus an aKlotho und mit seinem N-Terminus an die D2-

Domane des FGFR1c bindet. Grafik entnommen aus (Kuro-o 2019).

1.3 Funktion und Regulation von FGF23

FGF23 ist ein aus Knochen freigesetztes Hormon, welches durch erhéhte renale
Phosphatausscheidung und einer verminderten Synthese von aktivem Vitamin D an der
Regulierung des Phosphatserumspiegels mafgeblich beteiligt ist (Shimada et al. 2001, 2004a,
2004b). Unter physiologischen Bedingungen stellen Knochen die Hauptquelle fir FGF23 dar.
Dort wird es von Osteoblasten und Osteozyten gebildet (Yoshiko et al. 2007, Martin et al.
2012). Die Ausschittung von FGF23 ist dabei abhéngig von Vitamin D und dem
Phosphatserumspiegel (Saito et al. 2005). Wie bereits beschrieben, ist die Spezifitdt von
FGF23 von der Verteilung der Klotho-FGFR-Komplexe in den Geweben abhangig. Da Klotho
vorwiegend in den Nieren exprimiert wird, sind diese zugleich das Hauptzielorgan fur FGF23
(Kuro-o et al. 1999, Tacer et al. 2010).

Der zugrundeliegende Mechanismus durch den ein erhéhter Phosphatserumspiegel dazu
fuhrt, dass Osteozyten vermehrt FGF23 produzieren, ist noch unklar. Ein Erklarungsversuch

ware, dass Osteozyten mdglicherweise einen Phosphat-Sensing-Rezeptor synthetisieren,



ahnlich wie die Zellen der Nebenschilddrise fur Kalzium (Brown et al. 1993). Es hat sich
gezeigt, dass bei Hypokalzadmie ein Ansteigen des Phosphatserumspiegels nicht zu einer
vermehrten FGF23 Ausschittung fuhrt und vice versa. Es gibt Evidenzen, dass die
Ausschittung von FGF23 nicht nur vom Phosphatserumspiegel alleine abhangig ist, sondern

auch vom Kalziumserumspiegel (Rodriguez-Ortiz et al. 2012, Quinn et al. 2013).

Erhohte Serumkonzentrationen von 1,25(0OH).Ds erhdhen die Produktion von FGF23, welches
wiederum die Bildung von 1,25(OH).D3 herunterreguliert, indem es das Enzymlevel der 10-
Hydroxylase herunterreguliert, welches das Schllsselenzym fir die Umwandlung von
25(0H)2D3 zu 1,25(0H).D3 darstellt. Wenn 1,25(0OH).D3s an den Vitamin-D-Rezeptor (VDR)
bindet, flihrt dies Uber Vitamin-D-responsive-Elemente (VDRE) in der Promotorregion von
fgf23 zu dessen Aktivierung (Liu et al. 2006, Masuyama et al. 2006).

Parathormon (PTH) reguliert die Expression von fgf23 herauf und erhdéht damit die
Serumkonzentration an FGF23. Durch Binden von PTH an den Parathormon-Rezeptor
(PTHR) wird Protein-Kinase-A (PKA) aktiviert, was durch Suppression von Sklerostin, zu
WNT-abhangigen Signalkaskaden flhrt, die letztendlich die fgf23 Expression erhdhen (Lavi-
Moshayoff et al. 2010, Rhee et al. 2011). Im Gegenzug dazu unterdriickt FGF23 die Synthese
und Sekretion von PTH (Ben-Dov et al. 2007). Obwohl die Nebenschilddrisen klotho
exprimieren, haben Studien gezeigt, dass FGF23 mittels einer Calcineurin-abhangigen
Signalkaskade, PTH auch unabhangig von membranstandigem Klotho unterdriicken kann
(Olauson et al. 2013).

Eine Studie, in der Mause entweder mit Deoxycorticosteronacetat behandelt oder auf eine
salzarme Diat gesetzt wurden, hat gezeigt, dass ein erhohtes Level an Aldosteron bei Mausen
einen Anstieg an FGF23 bewirkt. Diese erhdhte fgf23 Expression wurde unter anderem durch
die Gabe von Withaferin A, einem NFkB-Inhibitoren, verhindert (Zhang et al. 2016). Da die
Promotorregion von fgf23 ein Nuclear factor kB (NFkB) responsives Element enthalt, kénnte
die durch Aldosteron verursachte Aktivierung von NFkB flir die erhéhte Expression von fgf23
verantwortlich sein. Unter dieser Annahme kdnnten auch pro-inflammatorische Zytokine wie
IL-1, IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor, durch eine Aktivierung von NFkB, eine Erhdhung der

fgf23 Expression bewirken (Kuro-o 2019).

In Abbildung 2 sind die endokrinen Feedback Schleifen zwischen FGF23, PTH und Vitamin D

zusammengefasst, die die Mineralhomdostase mafigeblich regulieren.
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Abbildung 2: FGF23 — PTH - Vitamin D — Achse. PTH stimuliert in den Nieren die vermehrte Bildung
und Freisetzung von 1a,25(0OH)2Ds, dessen steigende Serumkonzentrationen im Gegenzug dazu, die
weitere Freisetzung von PTH supprimieren. Darliber hinaus fuhrt PTH zu einer vermehrten Expression
von fgf23 und dadurch zu einer verstarkten Freisetzung von FGF23 aus den Knochen in die systemische
Zirkulation. Steigende FGF23 Serumkonzentrationen haben eine inhibitorische Wirkung auf die
Synthese von PTH. Des Weiteren fihrt FGF23 zu einer verminderten Aktivitat der 1a-Hydroxylase,
wodurch die Bildung von 1,25(OH)2Ds aus 25(OH)2Ds supprimiert wird. Im Gegensatz dazu fihren
héhere Serumkonzentrationen von 1a,25(0OH)2D3 im Sinne einer negativen Feedback-Schleife zu einer

erhohten Freisetzung von FGF23 aus den Knochen.

1.4 Renale Effekte von FGF23

Da die Nieren, wie weiter oben bereits erwahnt, die Organe sind, in denen FGF23 vornehmlich
seine Wirkung entfaltet, wird den renalen Effekten im folgenden Abschnitt besondere

Beachtung geschenkt.

1.4.1 Proximaler Tubulus

Die Reabsorption von Phosphat aus dem Urin findet durch Natrium-abhangige
Transportproteine im proximalen Tubulus statt. Von besonderem Interesse im Zusammenhang
mit FGF23 sind dabei die Natrium-Phosphat-Kotransporter (NaPi) —2a und -2c. Als
phosphaturisches Hormon unterdrickt FGF23 die Phosphatreabsorption im proximalen
Tubulus, indem es die Menge an NaPi-2a und NaPi-2c Molekilen an der luminalen Membran
reduziert (Shimada et al. 2004a, 2004b, 2005). Unter physiologischen Bedingungen scheint
NaPi-2c bei Mausen jedoch eine untergeordnete Rolle bezlglich der Phosphat Homdostase



zu spielen, da die phosphaturische Wirkung von FGF23 fast ausschlieBlich durch eine

verminderte Expression von NaPi-2a hervorgerufen wird (Myakala et al. 2014).

Obwohl die Zellen des proximalen Tubulus alle FGFR, bis auf FGFR2, synthetisieren, hat sich
gezeigt, dass FGFR1 der Hauptverantwortliche fur den Signalweg von FGF23 und damit die
phosphaturische Wirkung von FGF23 ist (Gattineni et al. 2009, Andrukhova et al. 2012).
Dennoch scheint FGFR4 auch eine Rolle bezuglich des renalen Phosphathandlings zu
spielen, auch wenn diese untergeordneter Natur sein mag, da eine Ablation von FGFR1 und
FGFR4 notwendig ist, um die phosphaturische Wirkung von FGF23 bei Mausen komplett zu
verhindern (Gattineni et al. 2014, Erben und Andrukhova 2017).

Es hat sich gezeigt, dass Zellen des proximalen Tubulus, den fir den FGF23 Signalweg
notwendigen Kofaktor Klotho, synthetisieren und das FGF23 eine Signalkaskade Uber die
Extrazellular-regulierte-Kinase 1/2 (ERK1/2) und die Serum/Glukokortikoid-regulierte-Kinase-
1 (SKG1) aktiviert, welche wiederum nachfolgend zu einer Phosphorylierung des Na+/H+
exchange-regulatory-cofactor-1 (NHERF-1) fuhrt (Andrukhova et al. 2012). Diese
Phosphorylierung von NHERF-1 fiihrt in weiterer Folge zur Internalisierung und Degradation
von NaPi-2a und somit zu einer verminderten Phosphat Reabsorption (Weinman et al. 2007,
2011).

Die phosphaturische Wirkung von PTH st ebenfalls durch eine verminderte
Membranexpression von NaPi-2a im proximalen Tubulus bedingt. Die Bindung von PTH an
den PTHR fuhrt Gber Phosphorylierung durch Protein Kinase A (PKA) und Protein Kinase C
(PKC) ebenfalls zur Phosphorylierung von NHERF-1 (Déliot et al. 2005). Diese
Gemeinsamkeiten im Signalweg kénnten eine Erklarung dafur liefern, weshalb basale PTH
Konzentrationen fiir eine adaquate phosphaturische Wirkung von FGF23 notwendig sind und
umgekehrt (Erben und Andrukhova 2017).
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Abbildung 3: Phosphatreabsorption im proximalen Nierentubulus. FGF23 befindet sich in der
systemischen Zirkulation und dockt an der Zelloberflache an einen Komplex an, welcher aus FGFR und
Klotho besteht. Dies flhrt zur Aktivierung von ERK1/2, welches nachfolgend SGK1 aktiviert, die dann
NHERF-1 phosphoryliert und somit aktiviert. NHERF-1 sorgt fiir eine Internalisierung und Degradierung
von NaPi-2a aus der luminalen Membran und damit zu einer gesteigerten renalen Phosphatexkretion.
Die Phosphorylierung von NHERF-1 kann auch durch Binden von PTH an den PTHR ausgeldst werden,
welches die Kinasen PKA und PKC aktiviert.

Zusatzlich zu diesen Effekten auf die renale Phosphatregulierung, ist FGF23 auch in den
Vitamin D Metabolismus des proximalen Tubulus involviert. Unter physiologischen Umstéanden
sind die Nieren der Hauptbildungsort von 1,25(0OH).Ds, der biologisch aktiven Form von
Vitamin D (Fraser 1980).

FGF23 sorgt fur eine verringerte Expression von Cyp27b1, welches fur 1a-Hydroxylase, das
Schlusselenzym fur die Umwandlung von 25(0OH).D3 in 1,25(0OH).Ds, kodiert (Shimada et al.
2004a). 1a-Hydroxylase wird hauptsachlich in den Zellen des proximalen Tubulus exprimiert
(Brunette et al. 1978). Ahnlich wie FGF23 bewirkt auch 1,25(0OH).Ds eine Verringerung der
Synthese und Aktivitat der 1a-Hydroxylase, wohingegen PTH diese stimuliert (Verstuyf et al.
2010). Mause mit fgf23” und klotho” Mutationen zeigen trotz Hyperkalzdmie und niedrigen

PTH Serumkonzentrationen eine erhéhte Synthese der 1a-Hydroxylase (Yoshida et al. 2002,



Shimada et al. 2004b). Diese Tatsache verdeutlicht die Wichtigkeit der inhibitorischen Wirkung
von FGF23 auf die Aktivitat der 1a-Hydroxylase und suggeriert sogleich die Notwendigkeit von
Klotho in diesem Zusammenspiel. Daher scheint es aktuell so, dass die Wirkung von FGF23
auf die 1a-Hydroxylase im proximalen Tubulus, von Klotho abhangig ist. Dabei sind die
Rezeptoren FGFR 1,3 und 4 involviert, wobei FGFR1 wahrscheinlich den Wichtigsten in
diesem Zusammenhang darstellen kénnte (Han et al. 2016b, Erben und Andrukhova 2017).
Die genauen intrazellularen Mechanismen, durch die der FGF23 Signalweg zu einer
Verminderung der Synthese und Aktivitdt der 1a-Hydroxylase fihrt, sind jedoch bis auf die
Beteiligung von ERK1/2 noch unbekannt (Ranch et al. 2011).

Gleichzeitig konnte FGF23 die Expression von Cyp24ai1, welches fir das Enzym 24-
Hydroxylase kodiert, erhéhen. 24-Hydroxylase ist als wichtigster Faktor, fir die Umwandlung
von 25(0OH)2D3 zu 24,25(0H).Ds, einer inaktiven Form von Vitamin D, verantwortlich (Jones et
al. 2012). Jedoch stellt sich aufgrund der Tatsache, dass 1,25(0OH).Ds ein sehr potenter
Stimulator der 24-Hydroxylase ist, die Frage, ob FGF23 einen eigenstandigen Effekt auf die
24-Hydroxylase hat. Diese Fragestellung ist schwer in vivo zu beantworten und bisher noch
unklar (Jones et al. 2012, Erben und Andrukhova 2017). Die durch FGF23 verringerten
Serumkonzentrationen an 1,25(0OH).D3s unterstitzen wesentlich die phosphatsenkenden

Effekte von FGF23, da dadurch weniger Phosphat im Gastrointestinaltrakt aufgenommen wird.
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Abbildung 4: Regulation der 1,25(0H).D3; Produktion im proximalen Nierentubulus. FGF23 aus

der systemischen Zirkulation bindet an einen Komplex, bestehend aus FGFR und Klotho, was zu einer
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Signalkaskade fiihrt, die Gber ERK1/2 zu einer verminderten Aktivitat der 1a-Hydroxylase und damit zu
einer reduzierten Bildung von 1,25(0OH).Ds aus 25(OH):Ds fiihrt. Die genauen intrazellularen

Signalmechanismen, welche auf ERK1/2 folgen, sind jedoch noch unbekannt.

1.4.2 Distaler Tubulus

Wie bereits weiter oben beschrieben, ist der Signalweg von FGF23 auf Komplexe bestehend
aus FGFR und membranstandigem Klotho als Kofaktor angewiesen. Obwohl| die distalen
Nierentubuli als der Ort identifiziert wurden, an denen klotho vorwiegend exprimiert wird, hat
man dennoch angenommen, dass sich die Wirkungen von FGF23 in den Nieren auf die
Phosphatreabsorption und den Vitamin D Metabolismus im proximalen Tubulus beschranken
(Farrow et al. 2009). Den l6slichen Isoformen von Klotho wurde eine kalziumkonservierende

Wirkung im distalen Tubulus zugesprochen (Chang et al. 2005).

Da jedoch unklar war, wie die ldslichen Isoformen von Kilotho, die aufgrund ihres
Molekulgewichtes fur den glomerularen Filter impermeabel sind, in den distalen Tubulus
gelangen sollten, um dort ihre angeblich Kalziumkonservierende Wirkung auszuuben, fuhrte
dies zu weiteren Untersuchungen. Diese zeigten, dass die Kalziumreabsorption im distalen
Tubulus in diesem Zusammenhang durch FGF23 reguliert wird, indem es an einen
Rezeptorkomplex aus FGFR und membranstéandigem Klotho bindet (Andrukhova et al. 2014b).
Daher wird aktuell angenommen, dass FGF23 lGber einen Signalweg, welcher ERK1/2, SGK1
und With-No-Lysin-Kinase-4 (WNK4) beinhaltet, die Membranexpression von NCC und
TRPV5 und damit das renale Natrium und Kalzium Handling im distalen Tubulus reguliert
(Andrukhova et al. 2014a, 2014b).

Sowohl im proximalen als auch im distalen Tubulus I6st das Binden von FGF23 an einen
FGFR-Klotho-Komplex die ERK1/2 SGK-1 Signalkaskade aus. Im distalen Tubulus resultiert
FGF23-Signaling zusatzlich in einer Phosphorylierung von WNK4, welche sich als essenziell
fur die natrium- und kalziumkonservierende Wirkung von FGF23 herausgestellt hat
(Andrukhova et al. 2012, 2014a, 2014b).

WNK-Kinasen kontrollieren den intrazellularen Transport von Membranproteinen. Dabei
wirken sie als Komplex aus zumindest drei verschiedenen Kinasen: WNK1, WNK2 und WNK4
(McCormick et al. 2008). In den distalen Nierentubuli fihrt eine Aktivierung von SGK1 zu einer
Phosphorylierung und somit Aktivierung von WNK4 (Ring et al. 2007). WNK4 reguliert im

distalen Tubulus unteranderem lonenkanale wie Na*:Cl-Cotransporter (NCC), Renal-Outer-
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Medullar-K*-Channel (ROMK1) und Transient-Rezeptor-Potential-Vannilloid-5 (TRPV5) (Ring
et al. 2007, Andrukhova et al. 2014b).

Der transzellulare Kalziumtransport und damit die Reabsorption von Kalzium aus dem Urin
wird durch die Membranexpression von TRPVS5 an Zellen des distalen Tubulus limitiert.
Dadurch bilden die Anzahl an TRPV5 Glykoproteinen und ihr Offnungszustand die Grundlage
fur die hormonelle Regulation der Kalziumreabsorption aus dem Urin (Lambers et al. 2006).
Wie weiter oben bereits angedeutet, fihrt der FGF23 Signalweg im distalen Tubulus,
unabhangig von Vitamin D, Uber eine Aktivierung von WNK4 zu einer deutlich erhéhten
Expression von TRPV5, erhéhtem transzellularem Ca2+ Transport und dadurch letztendlich
zu einer massiv verringerten renalen Kalziumausscheidung (Abbildung 5). (Andrukhova et al.
2014b). Nachdem dieser Mechanismus auch in isolierten Segmenten des distalen Tubulus
nachgewiesen werden konnte, gibt es Evidenz, dass dies eine eigenstandige, direkte Wirkung
von FGF23 auf Zellen des distalen Tubulus ist (Andrukhova et al. 2014b).

Ca?
NCX FGF298 Byt
PMCA1b L
C =)
. 3Na*
Ca?
ERK1/2
- 85 l,
(=] (o |
=N SGK1

I'4

Ca”  WNK1/4

N 4' Y

Urin

TRPV5
Ca?

Abbildung 5: Regulation der Kalziumreabsorption im distalen Tubulus durch FGF23. FGF23 aus
der systemischen Zirkulation bindet an den FGFR-Klotho Komplex, was zur Auslésung der ERK1/2-
SGK1 Signalkaskade und in weiterer Folge zur Komplexbildung von WNK1/4 mit TRPV5 fiihrt. Daraus
resultiert, dass mehr vollstdndig glykolisierte TRPV5 Molekiile vom Golgi-Apparat in die luminale
Membran eingebaut werden und somit die Kalziumreabsorption aus dem Priméarharn erhéht wird.

Intrazellulares Ca?* wird an Calbindine (D9k, D28k) gebunden und auf Seiten der basolateralen
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Membran durch NCX (Na-Ca-Exchanger) und PMCA1b (Plasmamembran CaATPase) aus der Zelle

blutseitig ausgeschleust.

Die Natriumreabsorption im distalen Nephron findet vorwiegend tber NCC und epitheliale Na*
Kanale (ENaC) statt. FGF23 reguliert im distalen Nephron die Membranexpression und
Aktivitat von NCC. Nach Bindung an einen FGFR1c-aKlotho-Komplex fuhrt die
Phosphorylierung von WNK4 zu einer Aktivierung von NCC. Dadurch erhéht der FGF23
Signalweg im distalen Tubulus die Membranexpression von NCC und flhrt zu einer

vermehrten Natriumreabsorption (Abbildung 6) (Andrukhova et al. 2014a).

Durch die Bindung an Mineralokortikoidrezeptoren (MR) reguliert Aldosteron durch erhéhte
Synthese der alpha-Untereinheit des ENaC, dessen Membranexpression und damit die
Natriumreabsorption im distalen Nephron (May et al. 1997). Ahnlich wie FGF23 kann
Aldosteron jedoch auch NCC aktivieren. Der Signalweg dafiir beinhaltet unteranderem SGK1,
WNK4 and STE20/SPS-1-related Proline/Alanine-rich-Kinase (SPAK) (Abbildung 6) (Ko et al.
2013). SGK1 nimmt im Zusammenspiel mit Aldosteron und FGF23 eine Schllsselposition im
renalen Natrium Handling ein (Lang et al. 2009). Jedoch fiihrt eine Aktivierung von SGK1 durch
FGF23 nicht zu einer erhohten ENaC Expression im distalen Tubulus. Dar Grund dafir ist
noch unklar (Andrukhova et al. 2014a).

Letztere Studie zeigte zudem, dass die erhdhte NCC Expression nach Applikation von
rekombinantem FGF23, zu erhéhtem Blutvolumen, erhéhtem Blutdruck und Herzhypertrophie
fuhrt. Weitere Erkenntnisse in diesem Zusammenhang waren, dass eine natriumarme Diat die
durch FGF23 verursachte Hypertension zusatzlich verschlimmert (Andrukhova et al. 2014a).
Ein mdglicher Grund daflir kdnnte sein, dass geringe Natriumserumkonzentrationen zu einer
vermehrten Aldosteron Freisetzung fuhren. Dabei kdnnten FGF23 und Aldosteron, die beide
SGK1 aktivieren, synergistische Wirkungen auf die Aktivierung von NCC und die Volumen

Homdostase haben (Erben und Andrukhova 2017).
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Abbildung 6: Regulation der renalen Natriumreabsorption im distalen Tubulus. Aldosteron flhrt
durch Bindung an den Mineralokortikoidrezeptor zu einer erhéhten Expression von ENaC in der
luminalen Membran und damit zu einer gesteigerten renalen Natriumreabsorption. FGF23 aus der
systemischen Zirkulation bindet an einen Komplex, bestehend aus FGFR und Klotho, was zu einer
Signalkaskade Uber ERK1/2, SGK1 und WNK4 zu einer erhéhten Membranexpression von NCC fiihrt.
Aldosteron kann aber auch Uber Aktivierung von SGK1, WNK1/4 und nachfolgend SPAK die luminale
Membranexpression von NCC erhdhen. Dadurch erhdhen Aldosteron und FGF23 lGber NCC die
Natriumreabsorption aus dem Primarharn. In dieser Grafik ist der FGF23 Signalweg mit grinen Pfeilen,

der Aldosteron Signalweg mit roten Pfeilen und der gemeinsame Signalweg dargestellt.

1.5 FGF23 bei chronischer Niereninsuffizienz

Wie bereits weiter oben erwahnt, kbnnen bei Patienten, die an CNI leiden, erhohte FGF23
Serumkonzentrationen nachgewiesen werden. Bei CNI kommt es ungeachtet ihres Ausldsers
zu einer Abnahme der Glomerularen Filtrationsrate (GFR) und dadurch zu einer verminderten
renalen Phosphatausscheidung  und  zur  Hyperphosphatamie. Da  erhdhte
Phosphatserumkonzentrationen wiederum die Ausschittung von FGF23 stimulieren, steigt
das FGF23 Level wahrend CNI mit Abnahme der GFR progressiv an (Larsson et al. 2003, Wolf
2013). Es ist jedoch unklar, weshalb es in frihen Stadien der CNI zu diesem FGF23 Anstieg
kommt, da die FGF23 Serumkonzentration bereits ansteigt, bevor sich PTH und Phosphat
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Mengen im Blut erhéhen (Isakova et al. 2011). Aktuelle Studien legen den Schluss nahe, dass
erhohte FGF23 Serumkonzentrationen in frihen Stadien der CNI dabei helfen die renale
Phosphatexkretion pro verbleibendem Nephron zu erhéhen und so vor den dramatischen
Folgen einer Hyperphosphatamie zu schitzen (Juppner et al. 2010). Erganzend dazu kénnte
die natriumkonservierende Wirkung von FGF23 im distalen Tubulus dem Natriumverlust,
hervorgerufen durch Internalisierung und Degradierung der NaPi-2a/2c im proximalen
Tubulus, gegensteuern (Andrukhova et al. 2014a). DarUber hinaus koénnte die
kalziumkonservierende Wirkung von FGF23 in spateren Stadien der CNI, bei denen Vitamin
D erniedrigt ist, dazu beitragen, die Kalziumserumkonzentration zu regulieren (Andrukhova et
al. 2014b). Sobald jedoch in spateren CNI Stadien eine ausgepragte Hyperphosphatamie
vorhanden ist, kdnnte die durch FGF23 verursachte Kalziumreabsorption zum Entstehen von
vaskuldren Verkalkungen beitragen (Erben und Andrukhova 2017). Ob erhohte
Serumkonzentrationen an FGF23 jedoch zu einer verstarkten Aktivierung des WNK-

Signalwegs fuhren, ist aktuell noch unbekannt.

In fortgeschrittenen Stadien der CNI kann FGF23 jedoch Serumkonzentrationen erreichen, die
bis zu 1000-fach oberhalb des Normalniveaus liegen (Gutiérrez 2010). Daher sind ungeachtet
zu den vermeintlich protektiven Wirkungen von FGF23 in letzter Zeit auch immer mehr

pathologische Wirkungen von erhdohten FGF23 Konzentrationen in den Fokus gertickt.

Als Uberbegriff fir die verschiedenen Entgleisungen der Mineralhomdostase und des
Knochenmetabolismus bei CNI wurde der Begriff ,,chronic kidney disease-mineral and bone
disorder (CKD-MBD) eingefiihrt. Dabei sind eine beeintrachtigte Knochenmineralisierung und
eine erhdhte Freisetzung von FGF23 aus dem Knochen wesentliche Kennzeichen von CKD-
MBD. Es wurde gezeigt, dass FGF23 unabhangig von Klotho Uber FGFR3 autokrin/parakin
die Expression der Tissue-Nonspecific-Alkaline-Phosphatase (TNAP) in Knochenzellen
supprimiert, was letztendlich zu einer Akkumulation von Pyrophosphat, einem Inhibitor der

Knochenmineralisierung, fuihrt (Murali et al. 2016, Andrukhova et al. 2018).

Erhéhte FGF23 Serumkonzentrationen korrelieren bei CNI Patienten positiv  mit
kardiovaskularen Risikofaktoren wie LVH, Gefaltverkalkungen und einer erhdhten
Mortalitatsrate (Faul et al. 2011). LVH ist die Folge einer erhdhten Vor-/Nachlast im Herzen
und ist charakterisiert durch eine reaktive interstitielle und perivaskulare Fibrose. Wenn das
Herz Uber einen langeren Zeitraum zu hoher Arbeitsbelastung ausgesetzt ist, fiihrt dies zum

Absterben der Kardiomyozyten, welche dann durch Bindegewebe ersetzt werden (Hein et al.
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2003). Dadurch gelten LVH und kardiale Fibrose als unabhangige Pradiktoren flr
kardiovaskulare Mortalitat (Dweck et al. 2011).

Es hat sich herausgestellt, dass FGF23 einen direkten, von Klotho unabhangigen Effekt auf
Kardiomyozyten hat und hypertrophe strukturelle Veranderungen im Herzmuskel ausldst (Faul
et al. 2011). In weiterfuhrenden Untersuchungen wurde gezeigt, dass diese negativen Effekte
von FGF23 auf das Herz durch FGFR4 mediiert werden (Grabner et al. 2015). Eine selektive
Blockade des FGFR4 zeigte sich als geeignet, die durch CNI induzierte LVH rickgangig zu
machen (Grabner et al. 2017).

Es gibt aber auch Evidenz, dass Patienten, die an Krankheiten leiden, welche durch chronisch
erhohte FGF23 Konzentrationen charakterisiert sind, wie die FGF23-mediierte
hypophosphatdmische Rachitis, keine erhdhte Inzidenz von LVH aufweisen (Takashi et al.
2017). Dies wurde zudem unabhangig auch bei Hyp M&usen, einem Mausmodell, welches x-
linked Hypophosphatamie (XLH) aufweist, bestatigt. Eine Studie mit diesen Mausen konnte,
trotz erhdhter FGF23 Serumkonzentrationen, weder histologische kardiale Veranderungen

noch Abweichungen in der Echokardiographie zeigen (Liu et al. 2018).

Des Weiteren wurden nach Applikation von rekombinanten FGF23 eine erhdhte NCC
Synthese in den distalen Nierentubuli beobachtet. Da CNI per se schon zu einer Aktivierung
des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) fuhrt und eine amplifizierende Wirkung
von Aldosteron auf FGF23 mdglich scheint, konnten erhéhte FGF23 Serumkonzentrationen,
wie sie bei CNI vorkommen, eine wichtige Rolle bezlglich Hypervolamie, Hypertension und
der Entwicklung von LVH bei CNI spielen (Lattanzio und Weir 2010, Andrukhova et al. 2014a).

Bei Patienten mit frihen CNI Stadien konnte ein Zusammenhang zwischen erhéhten FGF23
Serumkonzentrationen und pro-inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-6 (IL6) oder C-
reaktivem Protein (CRP) festgestellt werden. FGF23 induziert Gber FGFR4, unabhangig von
Klotho, die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen in Hepatozyten.
Entziindungsprozesse verstarken wiederum die Freisetzung von FGF23 aus dem Knochen,
was eine Aufwartsspirale zur Folge haben koénnte (Vervioet 2019). Darlber hinaus wurden
weitere proinflammatorische Wirkungen von FGF23 auf Makrophagen und vorgeschadigten
Fibroblasten beschrieben (Han et al. 2016a, Smith et al. 2017). Ob diese proinflammatorischen

Wirkungen von FGF23 eine Rolle in der Progression von CNI spielen, ist aber noch unbekannt.
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1.6 Ziel dieser Arbeit

Zahlreiche Studien Dbestatigen einen Zusammenhang zwischen erhohten FGF23
Serumkonzentrationen in Patienten mit CNI und der Entstehung von LVH. Jedoch ist LVH bei
Patienten mit FGF23-mediierter hypophosphatamischer Rachitis, welche durch chronisch
erhohte FGF23 Serumkonzentrationen charakterisiert ist, keine ubliche Begleiterscheinung.
Im Verlauf von CNI kann FGF23 Serumkonzentrationen erreichen, die weit Uber dem
Normalniveau liegen. FGF23 flhrt zu einer verstarkten renalen Phosphatexkretion. Es ist
bekannt, dass eine erhdhte Phosphatausscheidung aus den Nieren tubulare Schaden
induziert. Des Weiteren gibt es Studien, die nahe legen, dass FGF23 pro-inflammatorische
Effekte auf vorgeschadigte Fibroblasten in den Nieren hat. Dennoch ist es immer noch nicht
vollstandig geklart, ob FGF23 einen Biomarker fir eine entgleiste Phosphathomobostase
darstellt oder ob es ein aktiver Modulator von pathologischen Prozessen bei der Progression
von CNI ist. Aufgrund kontroverser Daten gibt es Unklarheiten, ob und in welchem

Zusammenhang erhdhte FGF23 Serumkonzentrationen und die Entstehung von LVH stehen.

Daher war das Ziel dieser Arbeit die Rolle von FGF23 bei der Entstehung von interstitieller
Fibrose in Nieren und Herzen durch eine experimentell induzierte CNI naher zu
charakterisieren. Die Hypothese dieser Arbeit war, dass FGF23 bei CNI zu einer verstarkten
peritubularen Fibrose in den Nieren und interstitiellen Fibrose im linken Ventrikel und somit zur
Progression der CNI und zur Entstehung von LVH bei CNI beitragt. Daflr wurde der
Kollagengehalt in Herzen und Nieren von Fgf23”/VDR>* mit WT Mausen verglichen, nachdem

bei den Mausen eine CNI durch 5/6 Nx induziert wurde.

Des Weiteren gibt es Evidenz, dass FGF23 Uber den WNK Signalweg in gesunden Nieren die
Kalzium- und Natriumreabsorption durch eine verstarkte Expression von NCC und TRPV5 im
distalen Tubulus erhdht. Deshalb wurde in dieser Arbeit getestet, ob die prophylaktische
Administration des WNK-Signalweg-Inhibitoren Closantel, zu einer verminderten Expression
von NCC und TRPV5 in Nieren von WT Mausen mit induzierter CNI fuhrt.
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2. Materialien & Methoden

2.1 Tiere

Heterozygote VDR

Mause (Erben et al. 2002) wurden mit heterozygoten fgf23* (Sitara et
al. 2004) Mausen gepaart, um doppelt heterozygote Tiere zu erzeugen. Die daflir verwendeten
Mause wurden zuvor auf den genetischen Hintergrund C57BL/6 zuriickgekreuzt. Die durch
diese Verpaarungen erhaltenen doppelt heterozygoten Nachkommen wurden untereinander
gekreuzt, um Wild-Typ (WT), VDRY2, fgf23”" und fgf23”/VDR** Mause zu erhalten. Die
genomische DNA der Mause wurde mittels Schwanzbiopsien gewonnen und mit einer
Multiplex PCR wie bereits beschrieben genotypisiert (Hesse et al. 2007). Alle Experimente
wurden an drei Monate alten mannlichen Mausen durchgefihrt. Die Mause wurden bei
22-24 °C und einem 12 Std./12 Std. Licht/Dunkelheit Rhythmus gehalten. Ihnen wurde freier
Zugang zu normalem Nagerfutter, Leitungswasser und einer Rescue Diat gewahrt. Die Rescue
Diat (Ssniff, Soest, Deutschland) enthielt 2,0 % Calcium, 1,25 % Phosphor, 20 % Laktose und
600-IE Vitamin D/kg. Sie wurde ab Tag 16 post partum gefittert und zwar lebenslang. Diese
Diat zeigte sich als geeignet, die Mineralhomdostase von VDR ablatierten Mausen zu
normalisieren (Erben et al. 2002). Zum Zwecke der Organgewinnung wurden die Mause acht
Wochen nach Induktion der CNI durch 5/6 Nephrektomie mittels Entbluten aus der V. cava
caudalis euthanasiert. Dies fand unter Allgemeinanasthesie mit Ketamin/Medetomidin (50/0,5
mg/kg s. c.) statt. Die Proben wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. Alle
Tierversuche wurden von den Ethikkommissionen der Veterindrmedizinischen Universitat
Wien und des Bundesministeriums fur Bildung, Wissenschaft und Forschung genehmigt
(BMWF-68.205/0054-11/3b/2013).

2.2 Chronisches Niereninsuffizienz Modell

Die chronische Niereninsuffizienz (CNI) wurde durch eine 5/6 Nephrektomie (5/6 NX)
ausgel6st. Dies beinhaltete einen zweistufigen Prozess (Leelahavanichkul et al. 2010), in
welchem zuerst Teile der linken Niere entfernt wurden und sieben Tage spater die gesamte
rechte Niere. Dies ist die gebrauchlichste Methode, um die humane CNI nachzustellen
(Hewitson et al. 2009). Die Mause waren zum Zeitpunkt der Operation drei Monate alt. Vor
Beginn der Operation wurde den Tieren Metamizol (200 mg/kg s.c.) und
Ketamin/Medetomidin (15/0,2 mg/kg s. c.) als Analgesie verabreicht. Die Operation fand unter
Allgemeinanasthesie mit Isofluran statt. Im ersten Schritt wurde die Kapsel der linken Niere

geldst und der craniale und caudale Nierenpol entfernt. Der Zugang fand dabei Uber die linke



18

Flanke statt. Anfallende Blutungen wurden mit fibrillarer Kollagen Hamostase (Gelaspon,
Chauvin Ankerpharm) gestillt. Eine Woche nach dem Eingriff wurde nach Ligation der
Nierenarterie, Nierenvene und des Ureters im zweiten Schritt die gesamte rechte Niere

entfernt. Der Zugang wurde Uber die rechte Flanke gewahlt.

Bei den scheinoperierten (Sham) Kontrolimausen erfolgte die Operation wie folgt: Im ersten
Schritt wurde die linke Flanke erdéffnet, cranialer und caudaler Pol der linken Niere ermittelt
und dann die Inzision wieder verschlossen. Im nachsten Schritt wurde eine Inzision in der
rechten Flanke vorgenommen, die rechte Nierenarterie identifiziert und die Inzision daraufhin

wieder verschlossen. Zum Verschluss der Inzisionen wurde jeweils die Bauchwand genaht.

Zum postoperativen Schmerzmanagement wurde den Mausen 72 Stunden lang das
Analgetikum Piritramid Uber das Trinkwasser verabreicht. Dazu wurde ein Flaschchen
Piritramid mit 10 ml 10%iger Glukose Ldsung in 250 ml Leitungswasser gegeben. Die ersten

24 Stunden nach der Operation wurden die Mause kontinuierlich Gberwacht.

2.3 Behandlung der Tiere

Fur einen Versuch wurde WT Mausen, welche zuvor scheinoperiert oder eine 5/6 Nx erhalten
haben, eine Closantel-haltige Diat gefittert. Dazu wurde Closantel (Abcam) in 100 % Ethanol
geldst und unter das Futter gemischt. Begonnen wurde mit einer Closantel Konzentration von
30 mg/kg Futter, um eine Initialdosis von 5 mg/kg Kérpermasse zu erhalten. Hierbei wurde von
einer durchschnittlichen Futteraufnahme von 5 g/Tag/Maus und einer Bioverfligbarkeit von
50 % ausgegangen. Danach wurde Closantel einmal woéchentlich verabreicht, um die
Plasmakonzentration konstant zu halten. Die Initialdosis Closantel wurde den Mausen am
ersten Tag nach der 5/6 Nx gegeben. Die letzte Dosis wurde an Tag 50 post-OP verabreicht.

Alle Mause in diesem Versuch wurden acht Wochen nach Induktion der CNI euthanasiert.

2.4 Histologie der Herzen

Die Mausherzen wurden urspringlich im Ganzen in flissigen Stickstoff schockgefroren. Vor
der Bearbeitung wurden die Mausherzen fur mindestens drei Stunden bei -20 °C gelagert. Die
Herzen wurden gedrittelt und die Apex cordis verworfen. Mittels Kryostat (Leica CM1520) und
Fixation durch Cryo-Gel (Leica OCT # 39475237) wurden die Blocke in 15 um Schritten
getrimmt, um eine gerade Schnittflache zu erhalten. Es wurden bei einer Temperatur von -18
bis -20 °C 6 um dicke Schnitte angefertigt und 3-5 Schnitte auf jeden Objekttrager gegeben.
Die fertigen Kryoschnitte wurden bis zur Farbung auf -80 °C tiefgekuhlt gelagert. Zur

Darstellung von Kollagen im Gewebe wurden Kryoschnitte von Herzen mittels Picro-Sirius-
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Red-Farbung (0,5 g Sirius Red F3B und 500 ml 1,3 % Pikrinsaure-Solution) angefarbt. Die bei
-80 °C tiefgekulhlten Kryoschnitte wurden zwei Stunden luftgetrocknet und wieder bei -20 °C
Uber Nacht zwischengelagert. Darauf erfolgte die Fixierung mit Aceton fir 90 Sekunden und
anschlieliendem Trocknen bei Raumtemperatur fur fiinf Minuten. Die Farbung mit Picro-Sirius-
Red-Solution wurde lichtgeschitzt durchgefuhrt und umfasste fur die Kryoschnitte der Herzen
eine Dauer von 90 Minuten. Die Schnitte wurden danach mehreren Waschschritten
unterzogen. Als erstes lichtgeschitzt und auf einem Rattler, dreimal fir jeweils drei Minuten in
angesauertes Wasser (0,83 ml konzentrierter HCL (37 %) in einem Liter destilliertem Wasser).
Daraufhin wurden die Objekttrager zweimal fur jeweils drei Minuten in Isopropanol gegeben
und zweimal fur jeweils 21 Minuten in Xylol. Danach wurden die Schnitte mit DePeX

eingedeckt und lichtgeschutzt bis zur mikroskopischen Evaluierung gelagert.

2.5 Histologie der Nieren

Als Vorbereitung flr die Histologie wurden die Nieren Uber Nacht in 4 % Paraformaldehyd
(PFA) fixiert und dann 5 pm dicke Schnitte angefertigt. Zur Darstellung von Kollagen im
Gewebe wurden Paraffinschnitte von Nieren mittels Picro-Sirius-Red-Farbung angefarbt. Flr
die Entparaffinierung wurden die Schnitte zuerst zweimal fur je 15 Minuten in Xylol gegeben.
Danach jeweils funf Minuten in Isopropanol, 70%igen Ethanol und 40%igen Ethanol, in
genannter Reihenfolge. AbschlieRend wurden die Schnitte zweimal fir jeweils zweieinhalb
Minuten in destilliertes Wasser gegeben. Die Farbung mit Picro-Sirius-Red Solution wurde
lichtgeschutzt durchgefiihrt und umfasste fur die Paraffinschnitte der Nieren eine Dauer von
90 Minuten. Die Schnitte wurden danach mehreren Waschschritten unterzogen: als erstes
lichtgeschutzt, zweimal jeweils drei Minuten in angesauertem Wasser. Die Objekttrager
wurden manuell getrocknet und anschlieRend zweimal jeweils drei Minuten in Isopropanol und
zweimal fur jeweils sieben Minuten in Xylol gegeben. Danach wurden die Schnitte mit DePeX

eingedeckt und lichtgeschutzt bis zur mikroskopischen Evaluierung gelagert.

2.6 Morphologische Evaluation der Herzen und der Nieren

Der Kollagengehalt in Nieren und Herzen wurde mit einem Mikroskop (Zeiss, Axioscope) und
der Software Zen pro (Version 2.3) ermittelt. Zur Aufnahme der Bilder wurde mit 200 x
VergroRerung und einer Lichtintensitat von 6,8 fir die Nieren und 10,0 fir die Herzen
gearbeitet. Daflr wurden bei den Nieren vier Regionen, verteilt iGber den gesamten Kortex,
ausgewahlt. Bei den Herzen wurden ebenfalls vier Regionen, aus dem linken Ventrikel und

dem Septum, ausgewahlt. AnschlieRend wurde die PSR-positive Flache mit Imaged (Version



20

2.0.0) quantifiziert. Die PSR-positive Flache wurde in Bezug auf das gesamte Nierengewebe,

beziehungsweille auf das Herzgewebe des linken Ventrikels und Septums, ausgedrickt.

2.7 RNA Isolation und RT-qPCR

Zur Vorbereitung fir die RNA Extraktion wurden Nieren mit flissigem Stickstoff
schockgefrostet und in einer Schwingmuhle (Retsch, MM200) bei einer Frequenz von 30,0 Hz
Uber eine Zeit von 20 Sekunden homogenisiert. Dem homogenisierten Nierengewebe wurden
700 pl Trifast (VWR, peqGOLD, 100 ml, # 30-2010) zugegeben. Nach dem Auftauen wurden

die Proben in autoklavierte 1,5 ml Eppendorf GefalRe pipettiert und auf Trockeneis gelagert.

In einem weiteren Arbeitsschritt wurden die Proben zum Auftauen auf normales Eis gegeben.
Danach wurden sie fir zehn Minuten bei 4 °C mit 12.000 x g zentrifugiert und der Uberstand
in neue autoklavierte Gefale Uberfihrt. Im nachsten Schritt wurde den Proben 75 ul 1-Bromo-
3-Chloropropan (BCP) pro 1 ml Trifast hinzugegeben. Die Proben wurden gevortext und auf
Raumtemperatur acht Minuten inkubiert. Als nachstes wurden die Proben fir 15 Minuten bei
4 °C mit 12000 x g zentrifugiert und die wassrige Phase in neue autoklavierte GefalRe
Uberflhrt. Die organische Phase, welche DNA und Proteine enthielt, wurde verworfen. Den
Ubrigen Proben wurden nun 375 pl Isopropanol pro 1 ml Trifast hinzugefiigt, die Gemische flr
510 Sekunden gevortext und fir 30 Minuten bei -20 °C in den Gefrierschrank gegeben.
Danach wurden die Proben fir acht Minuten bei 4 °C mit 12000 x g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die folgenden zwei Waschschritte wurden doppelt ausgefiihrt: Jeder
Probe wurde 1 ml 75%iges Ethanol pro 1 ml Trifast hinzugegeben, das Gemisch fur 5 Minuten
mit 12000 x g zentrifugiert, danach das Ethanol dekantiert und das tUbergebliebene RNA Pellet
fur 8 Minuten luftgetrocknet. AbschlieRend wurde die erhaltene RNA in RNAse-freiem Wasser

gelost.

Die Konzentration und die Reinheit der RNA wurden spektrometrisch bestimmt (NanoDrop
2000, Thermo Scientific). Die Reverse Traskription wurde mit Hilfe eines Reverse-
Transkription-Kits (High — Capacity cDNA Kit # 6368813, Life Tech) durchgefuhrt. Dafur
wurden 1 ug RNA pro Ansatz verwendet. Die RT- gqPCR wurde mit einem Vii 7 Real-Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific) durchgefthrt. Dazu wurde ein 5x HOT FIREPOL Eva Green
gPCR Mix (#08-25-00020, Medibena) und jeweils 1 yl cDNA verwendet. Eine Melting Curve
Analyse wurde durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass bei der qPCR Reaktion keine
Nebenprodukte amplifiziert wurden. Die Expression der Gene wurde im Verhaltnis zu dem

Housekeeping Gen OAZ1 (Ornithine Decarboxylase Antizyme 1) analysiert.
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Tabelle 1: Primer der qRT-PCR

Primer Forward Reverse

Col1a1 AGGTCCCAAGGGTAACAG CTTTGGCACCAGTGTCTC

Col3a1 CCCAACCCAGAGATCCCATT GAAGCACAGGAGCAGGTGTAGAA
Col4a1 CTGGCTTCTGCTGCTCTTCG CAGCCAGAGCCACCACAATC

Fgfr1 AGATGATGACGACGACGATGACT CATGCAGTTTCTTCTCCATTTTCTC
Trpv5 TCAGAGACCAAGACTGGAACCA TCTAAGCAGTGGAGACTCCCAA
SLC12A3 CCATCGTAGACCCCATCAATG TGGCCAGCAGCACAGTGA

(NCC)

OAZA1 TCCCTGCAGCGGATCCT GTGGCGCTGCGTTTGTC

2.8 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurde GraphPad Prism (Version 8.1.1) genutzt. Vergleiche zwischen

zwei Gruppen wurden mit einem Zweiseitigem t-Test durchgeflhrt. Drei oder mehrere

Gruppen wurden mit Hilfe einer Einfaktoriellen Varianzanalyse (1-way-ANOVA) und

darauffolgendem Student-Newman-Keuls-Test als post-hoc-Analyse verglichen. P-Werte

mussten geringer als 0.05 sein, um als signifikant angesehen zu werden. Alle Daten sind als

Mittelwert +/- Standartfehler gegeben.
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3. Ergebnisse

Die haufigste Ursache fur erhdhte FGF23 Serumkonzentrationen bei humanen Patienten ist
CNI und prospektive Studien haben gezeigt, dass erhdhte FGF23 Level unabhangig mit der
Progression von CNI und der Entwicklung von kardialen Pathologien, assoziiert sind (Wolf
2013). Dennoch ist unklar, inwiefern FGF23 mal3geblich an der Modulation von pathologischen
Prozessen beteiligt ist, die die Progression der CNI oder das Entstehen von LVH in CNI
Patienten vorantreiben. Interstiticlle Fibrose ist ein histologisches Charakteristikum von
voranschreitender CNI und LVH. Daher wurde im Folgendem der Kollagengehalt in
histologischen Schnitten von Herzen und Nieren quantifiziert. Diese wurden zuvor mit Picro-
Sirius-Red gefarbt, da sich diese Farbung als eine der verlasslichsten Methoden herausgestellt
hat, um Kollagenfasern in Geweben zu detektieren (Rich und Whittaker 2005). Es war nétig
Fgf23”/VDR™* Doppelmutanten fiir dieses Versuchsdesign zu verwenden, da Fgf23” Mause
aufgrund der fehlenden Suppression der 1a-Hydroxylase durch FGF23 sehr hohe 1,25(0H).D3
Werte im Serum haben und dadurch an Hyperkalzamie und Hyperphosphatamie leiden, die in
metastatischen Verkalkungen der Eingeweide und einer Lebensspanne von nur wenigen
Wochen resultieren (Shimada et al. 2004a, Sitara et al. 2004). Es ist aber bekannt, dass Fgf23
~ Mause mit einem nicht-funktionalen VDR gesund sind und bis ins hohe Alter untersucht
werden koénnen (Streicher et al. 2012). Daflr ist jedoch eine Rescue Diat nétig, welche mit
Kalzium, Phosphat und Laktose angereichert ist, da diese die Mineralhomd&ostase in VDR

ablatierten Mause normalisiert (Erben et al. 2002).

3.1 Analyse des Kollagengehaltes der Nieren

Um die Frage zu beantworten, ob FGF23 eine Rolle bei der Fibrosierung des Nierengewebes
spielt und damit einen negativen Effekt auf die Progression der CNI hat, haben wir Wildtyp und
Fgf23”/VDR™* Doppelmutanten Mause, bei welchen wir eine CNI durch 5/6 Nx induziert
haben, verglichen. Dazu wurden Paraffinschnitte von Nieren mittels Picro-Sirius-Red gefarbt

und der Kollagengehalt gegen das Gesamtnierengewebe quantifiziert.

Fgf23”/VDRY* Ablation fiihrt zu verminderter peritubulérer Fibrose bei Mausen mit
induzierter CNI

Der Kollagengehalt der Nieren von WT Mausen, bei denen die CNI durch 5/6 Nx ausgeldst

wurde, war signifikant hdher als in der scheinoperierten WT Gruppe. Dies zeigt, dass die 5/6
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Nx geeignet war, um fibrotische Anderungen im Nierengewebe, entsprechend der Progression
von CNI, auszulésen. Generell konnte bei WT Mausen mit induzierter CNI eine signifikant
starkere Fibrose des Nierengewebes im Vergleich zu allen anderen Gruppen festgestellt
werden. Innerhalb der CNI Gruppe gab es einen statistisch signifikanten Unterschied bezlglich
der peritubuléren Fibrose zwischen Fgf23”/VDR>* Mausen und WT Mausen. Dabei fiihrte die
Abwesenheit der beiden Gene zu einer signifikant verringerten peritubuldren Fibrose. Dies
lasst den Riickschluss zu, dass die Fgf23”"/VDR>* Mause zumindest partiell vor der durch 5/6
Nephrektomie induzierten peritubuldren Fibrose geschitzt waren. Dieses Ergebnis wird
nochmals durch die Tatsache unterstrichen, dass zwischen Fgf23”/VDR* Mausen der CNI
Gruppe und WT Mausen der Sham Gruppe zwar der Trend zu einer geringgradigen starkeren
Fibrose bei Fgf23"/VDR™* CNI M&usen zu beobachten war, dieser jedoch nicht statistisch
signifikant war (Abbildung 7).

WT Fgf23VDR
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Abbildung 7: Verminderte peritubulére renale Fibrose bei induzierter CNI durch Abwesenheit von
Fgf23/VDR. Quantifizierung der peritubularen renalen Fibrose, ausgedrickt durch Picro-Sirius-Red
positiv angefarbte Bereiche in % (A) und reprasentative Bilder (B) der Paraffinschnitte von Nieren von
Sham und 5/6 Nx WT und Fgf23/VDR** Doppelmutanten Mausen, welche eine Rescue Diat erhalten
haben, acht Wochen post Op. Jeder Datenpunkt in (A) reprasentiert den Mittelwert +/- den
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Standartfehler von 4-15 Mausen. * bedeutet < 0,05 vs. WT Sham, # bedeutet < 0,05 vs. WT CNI. Zur
statistischen Analyse wurde eine One-way-Anova mit darauffolgendem Student-Newman-Keuls-Test

als post hoc Test genutzt.

Unveranderte peritubulare Fibrose im Vergleich von VDRY* mit WT Ma&usen in

experimenteller CNI

Es kénnte zu den vorherigen Ergebnissen der Einwand gebracht werden, dass die signifikant
geringere Fibrose, die bei Fgf23”/VDR™ Méausen beobachtet wurde, dem nicht
funktionierenden VDR zuzuschreiben ist und nicht der Abwesenheit von Fgf23. Daher wurde
als nachstes untersucht, ob es einen Unterschied bezuglich der Fibrose zwischen WT und
VDR™* Mausen innerhalb der CNI Gruppe gibt. In Abbildung 8 ist zu sehen, dass kein
signifikanter Unterschied bezuglich der peritubularen Fibrose in Abwesenheit eines
funktionierenden VDR Rezeptors nachzuweisen war. VDR” hat also keinen Einfluss auf die
peritubulére Fibrose in CNI. Daher ist die vorherige Beobachtung, dass Fgf23"/VDR* M&use
eine geringere durch 5/6 Nx induzierte peritubulare Fibrose haben, dem Fgf23 Knockout
zuzuschreiben. Dies bestatigt die Hypothese, dass FGF23 zu einer verstarkten renalen
Fibrose bei CNI beitragt.
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Abbildung 8: Unverdnderte peritubulare Fibrose beim Vergleich von VDR CNI mit WT CNI

Mausen. Quantifizierung der peritubuléaren renalen Fibrose, ausgedruckt durch Picro-Sirius-Red positiv
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angefarbte Bereiche in % (A) und reprasentative Bilder (B) der Paraffinschnitte von Nieren von 5/6 Nx
WT und VDR¥2 Mausen, welche eine Rescue Diat erhalten haben, acht Wochen post-OP. Jeder
Datenpunkt in (A) reprasentiert den Mittelwert +/- den Standartfehler von 4-10 Mausen. Zur statistischen

Analyse wurde ein two-tailed t-test genutzt.

3.2 Analyse des Kollagengehaltes der Herzen

Um die Frage zu beantworten, ob FGF23 in induzierter CNI einen Einfluss auf die Fibrose in
Herzen hat, wurden Kryo-Schnitte von Herzen von scheinoperierten WT und Fgf23”/VDR*
Mausen mit WT und Fgf23”/VDR>* Mausen verglichen, bei denen eine CNI induziert wurde.
Diese wurden mit Picro-Sirius-Red gefarbt und der Kollagengehalt wurde gegen das

Gesamtgewebe des linken Ventrikels und des Septums quantifiziert.

Fgf23/VDR Ablation fuhrt zu verminderter Fibrose in den Herzen bei Mausen mit
induzierter CNI

Bei WT Mausen mit induzierter CNI konnte ein signifikant héheres Niveau an Kollagen im
linken Ventrikel gegenlber allen scheinoperierten Gruppen festgestellt werden. Dies zeigt,
dass die induzierte CNI durch 5/6 NX in diesem Versuch, zu einer verstarkten interstitiellen
und perivaskularen Fibrose im linken Herzen beitragt. Die Abwesenheit von Fgf23/VDR flhrte
innerhalb der CNI Gruppe zu einer signifikant verringerten Fibrose im Vergleich zu WT
Mausen. Darliber hinaus konnte aber bei Fgf23”/VDR>* Méausen, bei welchen eine CNI
induziert wurde signifikant mehr Fibrose gegenlber den WT und Fgf23”/VDR"* Mausen der
Sham Gruppe festgestellt werden. Zwischen Fgf23"/VDR** und WT Méusen innerhalb der
Sham Gruppe gab es keine Unterschiede im Kollagengehalt (Abbildung 9).

Diese Ergebnisse fiihren zusammengefasst zu der Erkenntnis, dass der Genotyp Fgf23”
/VDR™* zwar das Kollagenniveau im Vergleich zu WT Mausen innerhalb der CNI Gruppe
verringert, aber insgesamt nur partiellen Schutz vor der durch CNI induzierten interstitiellen

und perivaskularen Fibrose im linken Ventrikel bietet.
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Abbildung 9: Verminderte interstitielle linksventrikulare Fibrose bei induzierter CNI durch
Abwesenheit von Fgf23/VDR. Quantifizierung der interstitiellen und perivaskularen kardialen Fibrose
im linken Ventrikel, ausgedrickt durch Picro-Sirius-Red positiv angeférbte Bereiche in % (A) und
reprasentative Bilder (B) der Kryoschnitte von Herzen von Sham und 5/6 Nx WT und Fgf23//VDR#A
Doppelmutanten Mausen, welche eine Rescue Diat erhalten haben, acht Wochen post-OP. Jeder
Datenpunkt in (A) reprasentiert den Mittelwert +/- den Standartfehler von 3-11 Mausen. * bedeutet <
0,05 vs. WT Sham, # bedeutet < 0,05 vs. WT CNI, Il bedeutet < 0,05 vs Fgf23/VDR Sham. Zur

statistischen Analyse wurde eine One-way-Anova mit darauffolgendem Student-Newman-Keuls-Test
als post-hoc Test genutzt.

VDR in experimenteller CNI hat keinen Einfluss auf die Fibrose im Herzen

Um auch bei der Analyse des Kollagengehaltes der Herzen einen Einfluss des nicht
funktionierenden VDRs auszuschlieBen, haben wir WT Mause mit VDR Mausen nach
induzierter CNI verglichen. Wie in Abbildung 10 zu sehen, ist die interstitielle und perivaskulare
Fibrose durch VDR unverandert im Vergleich zu WT Mé&usen. Dies zeigt zum einen, dass
die verringerte Fibrose von Fgf23”/VDR™* Méusen tatsichlich auf die Abwesenheit von
FGF23 zurlckzufihren ist und zum anderen, dass die Abwesenheit eines funktionierenden

VDR keinen Einfluss auf die linksventrikulare Fibrose in einem Modell von induzierter CNI hat.



27

2.0- 1

1.5+

1.0+

0.5

0.0

Picro Sirius Red positiver Bereich (%)

T
0‘\\ 0‘\\

Qé QQQ.

Abbildung 10: Unveranderte linksventrikulare Fibrose beim Vergleich von VDR CNI mit WT CNI
Mausen. Quantifizierung der interstitiellen und perivaskularen kardialen Fibrose, ausgedriickt durch
Picro-Sirius-Red positiv angefarbte Bereiche in % (A) und reprasentative Bilder (B) der Kryoschnitte von
Herzen von 5/6 Nx WT und VDR~2 Mausen, welche eine Rescue Diat erhalten haben, acht Wochen
post Op. Jeder Datenpunkt in (A) reprasentiert den Mittelwert +/- den Standartfehler von 4-6 Mausen.
Zur statistischen Analyse wurde ein Two-tailed t-test genutzt.

3.3 mRNA Expression nach Behandlung mit Closantel

Wie bereits eingangs beschrieben, gibt es Evidenz daflr, dass FGF23 in den distalen
Nierentubuli Uber eine WNK4-Signalkaskade, die Expression von TRPV5 und NCC in
gesunden Nieren erhoht. Eine verstarkte Natriumreabsorption durch erhéhte FGF23
Serumkonzentrationen, wie sie typischerweise bei CNI vorkommen, kénnte demnach zu einer
Volumenuberladung, erhdhtem Blutdruck und in weiterer Folge zu linksventrikularer
Hypertrophie fihren (Andrukhova et al. 2014a, 2014b). Das bisher als Antiparasitikum
genutzte Medikament Closantel wurde kurzlich als Inhibitor der STE20/SPS-1-related-
Proline/Alanine-rich-Kinase (SPAK) und damit des WNK-Signalwegs entdeckt (Kikuchi et al.
2015). Um weitere Einblicke zu erhalten, welchen Einfluss die Inhibierung des WNK-
Signalwegs in CNI hat, haben wir Sham und 5/6 Nx WT Mausen prophylaktisch Closantel oder
Vehikel (Veh), als Kontrolle, mit dem Futter verabreicht. In weiterer Folge wurde RNA aus den
Nieren der Mause isoliert und die mRNA Expression von Kollagen 1, Kollagen 3, Kollagen 4,
FGFR1, NCC und TRPV5 gemessen.
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Prophylaktische Closantel Administration zeigt einen Trend zu verminderter NCC und
TRPVS5 Expression bei WT Mausen mit induzierter CNI

Die NCC Expression von Mausen der CNI Gruppe war signifikant geringer als in Sham
Mausen, welche Vehikel erhalten haben. Innerhalb der CNI Gruppe konnte durch die Closantel
Behandlung ein Trend zu einer verminderten Expression von NCC gesehen werden, welcher
jedoch nicht statistisch signifikant war. Die Aussagekraft davon ist jedoch nur bedingt, da die
Mause der CNI Veh Gruppe eine geringere NCC Expression als die Mause der Sham Gruppe
gezeigt haben, was im Kontrast zu einschlagiger Evidenz steht, dass erhéhte FGF23

Konzentrationen, wie sie bei CNI vorkommen, zu einer erhéhten NCC Expression flhren.

Bezuglich der TRPV5 Expression konnte bei den Mausen, die Vehikel bekommen haben, kein
Unterschied zwischen der Sham und der CNI Gruppe festgestellt werden. Mause mit
induzierter CNI, welche Closantel erhalten haben, zeigten den Trend zu einer verminderten

TRPV5 Expression. Dieser war jedoch nicht statistisch signifikant.

Unter physiologischen Bedingungen wirkt FGF23 in den Nieren vorzugsweise Uber einen
Rezeptorkomplex der FGFR1 enthalt. Daher wurde nachfolgend die mRNA Expression von
FGFR1 gemessen. Es ist ein Trend zu sehen, dass unabhangig von der Behandlung, Mause
mit induzierter CNI eine geringgradig héhere Expression von FGFR1 gegentber den Mausen

der Sham Veh Gruppe haben. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant.

Prophylaktische Closantel Administration zeigt den Trend, die Kollagenexpression bei

induzierter CNI zu erhohen

Um zu testen, ob die Inhibierung des WNK Signalwegs einen Einfluss auf die Fibrose der
Nieren haben koénnte, wurde in dieser Studie die Expression verschiedener Kollagentypen
untersucht. Es gab einen Trend, dass Tiere mit experimentell induzierter CNI mehr Kollagen 1
exprimieren. Dieses Ergebnis war jedoch aufgrund der hohen Standardabweichung innerhalb
der CNI Gruppen nicht statistisch signifikant. Bezlglich Kollagen 3 konnte bei Mausen die
Closantel erhalten haben, eine signifikant héhere Expression von Kollagen 3 gegenulber
Mausen der CNI Veh und Sham Veh Gruppen festgestellt werden. Die Expression von
Kollagen 4 war bei Mausen mit CNI, ungeachtet der Behandlung, signifikant erhdht im
Vergleich zu Sham Mausen. Insgesamt konnte bei den verschiedenen Kollagentypen ein
Trend zu einer vermehrten Expression durch Administration von Closantel innerhalb der CNI
Gruppen beobachtet werden. Dieser Trend konnte statistisch jedoch nur bei der Expression

von Kollagen 3 bestatigt werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Relative mRNA Expression von Kollagen 1, 3, 4, FGFR1, NCC und TRPVS.
Quantifizierung der mRNA Expression von Kollagen 1,3 und 4, FGFR1, NCC und TRPV5 in
homogenisierten Nieren von scheinoperierten und 5/6 Nx WT Ma&usen, welche acht Wochen lang
Closantel einmal wdchentlich mit dem Futter erhalten haben, acht Wochen post OP. Die Daten wurden
in Bezug auf OAZ1 standardisiert. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 5-8 Mausen +/-
Standartfehler. * bedeutet < 0,05 vs. Sham Veh, # bedeutet < 0,05 vs. CKD Clos. Zur statistischen
Analyse wurde eine One-way-Anova mit darauffolgendem Student-Newman-Keuls-Test als post hoc
Test genutzt.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Abwesenheit von Fgf23/VDR in einem
Mausmodell mit experimenteller CNI die peritubulare renale Fibrose verringert. Dadurch haben
wir FGF23 als wesentlichen Faktor identifiziert, der die histologischen Verdnderungen
wahrend der Progression der CNI verstarkt. Diese Erkenntnis wird von Ergebnissen einer
Studie unterstltzt, in der eine direkte profibrotische Wirkung von FGF23 auf vorgeschadigte
Fibroblasten in Nieren nachgewiesen wurde (Smith et al. 2017). Ob erhéhte FGF23
Konzentrationen jedoch auch profibrotisch auf nicht vorgeschadigte Nieren wirken, ist aktuell
noch unklar. Es wurde gezeigt, dass Patienten, die an XLH leiden, eine Erkrankung, welche
durch chronisch erhdhte FGF23 Serumkonzentrationen charakterisiert ist, keine erhohte
Inzidenz von CNI haben (Eddy et al. 1997). Daher scheint es unwahrscheinlich, dass FGF23
in gesunden Nieren zu einer verstarkten renalen Fibrose flihrt. Bei vorbestehender
Nierenschadigung haben wir FGF23 jedoch als einen potenten Stimulator der interstitiellen
renalen Fibrosierung identifiziert. Unterstitzt durch den Fakt, dass Entziindungsprozesse die
Freisetzung von FGF23 aus dem Knochen stimulieren, kdnnte FGF23 eine Schllisselposition
in der Pathophysiologie der Progression von CNI einnehmen, indem es einen sich selbst
verstarkenden Prozess auslost. Die Fgf23”/VDRY Mause in unserem Versuch waren
allerdings nicht vollkommen vor der Entwicklung der peritubuldren renalen Fibrose geschuitzt.
Es scheint daher wahrscheinlich, dass noch andere Faktoren einen Einfluss auf die
Fibrosierung des Nierengewebes bei CNI haben kdnnten. Als Einschrankungen dieser
Ergebnisse konnte gesehen werden, dass alle Fgf23” Mause gleichzeitig einen nicht
funktionierenden VDR hatten, um die friihe Letalitdt zu vermeiden. VDR* M&use haben zwar
im Vergleich mit WT Mausen, bei induzierter CNI, keinen Unterschied bezuglich der
interstitiellen Fibrose gezeigt, aber dennoch kann der Einfluss des fehlenden Vitamin D-
Signalings nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Darlber hinaus wurden nephroprotektive
Effekte von aKlotho beschrieben (Kuro-o 2019). Bei CNI ist aKlotho typischerweise
runterreguliert (Mencke et al. 2017). Daher ist zudem ein Einfluss von einer mdglicherweise
unterschiedlichen Klotho Expression in WT und Fgf23”/VDR* M&usen mit induzierter CNI

nicht ganzlich auszuschlief3en.

Zahlreiche Studien haben eine Korrelation zwischen erhohtem FGF23 Serumkonzentrationen
bei CNI und Kkardiovaskuldaren Risikofaktoren, wie der Entwicklung von LVH,
Gefalverkalkungen und erhohter Mortalitdt gezeigt (Faul et al. 2011). Die haufigste

kardiovaskulare Komplikation stellt bei CNI in diesem Zusammenhang die LVH dar (Eckardt
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et al. 2013). Auf der anderen Seite gibt es Evidenz, dass Patienten mit FGF23-mediierter
hypophosphatamischer Rachitis keine erhéhte Inzidenz von LVH aufweisen (Takashi et al.
2017). Eine Tatsache, die auch bei Hyp Mausen beobachtet wurde, da diese trotz erhdhtem
FGF23 Serumlevel keine kardialen Veranderungen zeigen (Liu et al. 2018). In dieser Arbeit
haben wir das Kollagenniveau im linken Ventrikel von Mausen mit induzierter CNI quantifiziert
und sind zu dem Ergebnis gekommen, dass bei Fgf23"/VDR"* MA&use eine signifikant
verringerte linksventrikulare interstitielle Fibrose gegenuber WT M&usen festzustellen war.
Dadurch haben wir FGF23 als einen Faktor identifiziert, welcher, zumindest im Rahmen einer
experimentellen CNI, die Fibrosierung des kardialen Gewebes vorantreibt und somit zur
Entstehung von LVH in CNI beitragt. Unsere Ergebnisse werden dabei von einer Studie
unterstitzt, welche direkte hypertrophische Wirkungen von FGF23 auf Kardiomyozyten zeigte.
In dieser Studie wurde ebenfalls ein 5/6 Nx CNI Modell genutzt, jedoch bei Ratten, welche
Antikorper gegen FGFR4 bekamen und dadurch vor der Entwicklung von kardialer Fibrose
und LVH geschitzt waren (Grabner et al. 2015). Im Gegensatz dazu stehen jedoch die
Ergebnisse einer anderen Arbeit, welche zeigte, dass FGF23 keinen Einfluss auf die
Entwicklung von LVH in einem Modell mit experimentell induzierter transversaler Aorten
Konstriktion (TAC) hat. In dieser Studie konnte kein Unterschied in der Entwicklung von LVH
nach TAC zwischen Fgf23"/VDR™* und WT Mausen beobachtet werden (Slavic et al. 2017).
Diese Diskrepanzen kdnnten sich eventuell durch Unterschiede in der Art der Arbeitsbelastung
des Herzens erklaren lassen (Slavic et al. 2017). In CKD ist die Volumeniberladung
hauptverantwortlich fur die kardiovaskularen Pathologien (Hung et al. 2015). Zudem |6sen
Volumeniberladung und zu hohe Druckbelastung unterschiedliche Signalkaskaden bei der
Entstehung von LVH aus (Mohamed et al. 2016). Die natriumkonservierenden Wirkungen im
distalen Tubulus der Niere kénnten eine Briicke schlagen, um dies zu erklaren. Die Studie, die
FGF23 als Regulator der NCC Membranexpression identifizierte, zeigte zudem, dass erhéhte
FGF23 Serumkonzentrationen in Hyp Mausen oder die Applikation von rekombinantem FGF23
zu Volumeniberladung, Hypertension und Herzhypertrophie fliihren (Andrukhova et al. 2014a).
Dieser Erklarungsversuch wird von Studien unterstitzt, die erhdhte FGF23
Serumkonzentrationen wahrend der Progression von CNI in Zusammenhang mit

Hypernatriamie und Hyperkalzamie gebracht haben (Pavik et al. 2013).

Um die Rolle von FGF23 in diesem Zusammenhang naher zu charakterisieren, haben wir die
mMRNA Expression von NCC und TRPVS5 in homogenisierten Nieren von Mausen mit

induzierter CNI bestimmt. Da sich die stimulierenden Wirkungen von FGF23 auf die NCC und
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TRPV5 Expression als abhangig von einem WNK4 beinhaltenden Signalweg herausgestellt
haben, testeten wir dabei den Einfluss des WNK-Signalweg-Inhibitoren Closantel (Andrukhova
et al. 2014a, 2014b). Wir konnten zeigen, dass es bei induzierter CNI einen Trend zu einer
geringeren NCC Expression durch prophylaktische Administration von Closantel gab. Dies
wirde den Erklarungsversuch unterstitzen, bei dem erhdhte FGF23 Serumkonzentrationen
bei CNI zu einer erhohten Vorlast und damit zu LVH fuhren. Leider war aber bei Mausen, die
Vehikel als Kontrolle bekommen haben, ebenfalls eine geringere NCC Expression im
Vergleich zu scheinoperierten Kontrollmausen festzustellen. Letzteres steht im Kontrast zu
einschlagiger Evidenz, dass erhdhte FGF23 Konzentrationen zu einer verstarkten Expression
von NCC in den Nieren fuhren (Andrukhova et al. 2014a, Furusho et al. 2020). Entsprechend
dessen, dass FGF23 Uber den WNK Signalweg die TRPV5 Expression erhéht, konnten wir bei
Mausen mit induzierter CNI, welche Closantel erhalten haben, einen Trend zu einer geringeren
TRPV5 Expression beobachten (Andrukhova et al. 2014b). Dadurch kénnten erhéhte FGF23
Konzentrationen auch in die Entwicklung der Hyperkalzamie bei CNI involviert sein. Laut
aktuellem Wissensstand werden alle physiologischen Wirkungen von FGF23 in den Nieren
durch einen Rezeptorkomplex bestehend aus FGFR1c und membranstandigem Klotho
vermittelt (Erben 2018). Daher haben wir die mRNA Expression von FGFR1 bestimmt. Wir
konnten nur einen geringgradigen Trend zu einer héheren FGFR1 Expression bei CNI
feststellen, welcher aber nicht statistisch signifikant war. In den Studien, welche die
pathologischen Wirkungen von FGF23 auf das Herz oder auf vorgeschadigte Fibroblasten
gezeigt haben, wirkte FGF23 unabhangig von Klotho Uber FGFR4 (Grabner et al. 2015, Smith
et al. 2017). Daher ist es mdglich, dass pathologische FGF23 Wirkungen in den Nieren
ebenfalls Uber FGFR4 vermittelt werden. Dies wirde zu der Tatsache passen, dass bekannte
pathologische Wirkungen von FGF23 vornehmlich Uber FGFR3 und FGFR4 vermittelt werden
(Richter und Faul 2018). Daruber hinaus konnten wir unter Closantel Behandlung keine
verminderte Expression von Kollagen 1, 3 oder 4 in den Nieren von Mausen mit induzierter
CNI feststellen. Es konnte sogar ein Trend zu einer héheren Kollagenexpression durch
Closantel Administration innerhalb der CNI Gruppen beobachtet werden. Dies zeigt, dass die
WNK-Signalweg-Inhibition nicht geeignet war, die interstitielle renale Fibrose zu verbessern.
Eine mdgliche Erklarung daflr kdnnte sein, dass die Inhibierung des WNK-Signalwegs eine
reaktive Erhdhung der FGF23 Serumkonzentrationen zur Folge hatte und FGF23 direkt
profibrotisch wirkt. Diese Hypothese wird durch eine Studie, in der eine direkte profibrotische
Wirkung von FGF23 auf bereits vorgeschadigte Fibroblasten nachgewiesen wurde und unsere

Ergebnisse, dass Fgf23”/VDR* Mause eine signifikant verringerte interstitielle Fibrose
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aufweisen, noch bestarkt. (Smith et al. 2017). Jedoch muss berlicksichtigt werden, dass wir in
diesem Versuchsdesign keine scheinoperierten Mause mit Closantel behandelt haben. Es
kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass Closantel per se fibrotische Veranderungen

auslost.

Insgesamt kdnnte FGF23 einen Schllsselfaktor beziglich der Progression von CNI und der
Entstehung von LVH in CNI darstellen. Die Abwesenheit von Fgf23/VDR flhrte in unseren
Versuchen sowohl zu einer verringerten peritubuldren Fibrose in den Nieren als auch zu einer
verminderten interstitiellen Fibrose im linken Ventrikel. Die genauen molekularen
Mechanismen dahinter sind noch unklar, aber da die Tiere in unserem Versuch nur partiell vor
Entwicklung der interstitiellen Fibrose geschutzt waren, liegt es nahe, dass noch andere
Faktoren die Progression der CNI und das Entstehen von LVH unterstitzen. Da wir ein in vivo
Modell genutzt haben, kdonnte die verminderte interstitielle Fibrose in den Nieren eine
Verlangsamung der Progression der CNI bedeuten und die verminderte linksventrikulare
Fibrose unter anderem darauf zurlickzufuhren sein. Daruber hinaus wurden bereits andere
Faktoren bei CNI beschrieben, die an der Entwicklung von LVH beteiligt sind, zum Beispiel
uramische Toxine wie Indoxylsulfat (Lekawanvijit et al. 2012). Zudem koénnten die
natriumkonservierenden Wirkungen von FGF23, welche eine Volumeniberladung bedingen
einen wesentlichen Einfluss auf die Entstehung von LVH in CNI haben (Andrukhova et al.
2014a).

Zusammengefasst liefern wir mit dieser Arbeit Hinweise darauf, dass FGF23 ein wesentlicher
Faktor sein kdnnte, um die interstitielle Fibrosierung sowohl des Nierengewebes als auch des

linken Ventrikels in einem Mausmodell der 5/6 Nx induzierten CNI voranzutreiben.



35

5. Zusammenfassung

Fibroblast-growth-factor-23 (FGF23) ist ein aus Knochen freigesetztes Hormon, welches durch
erhdhte renale Phosphatausscheidung und einer verminderten Synthese von aktivem Vitamin
D an der Regulierung des Phosphatserumspiegels mafgeblich beteiligt ist. Darliber hinaus
erhoht FGF23 Uber eine Signalkaskade, in die unter anderem With-No-Lysin-Kinase-4 (WNK4)
involviert ist, durch erhdéhte Membranexpression von Na*:Cl—Cotransporter (NCC) und
Transient-Rezeptor-Potential-Vannilloid-5 (TRPV5), die Natrium- und Kalziumreabsorption im
distalen Tubulus der Nieren. Bei chronischer Niereninsuffizienz (CNI) kommt es durch
Abnahme der glomeruldren Filtrationsrate (GFR) zu einem progressiven Anstieg der FGF23
Serumkonzentrationen, die dann bis zu einem Vielfachen Uber dem Normalniveau liegen
kénnen. Erhdhte FGF23 Serumkonzentrationen bei CNI fihren zu einem erhdhten Risiko von
kardiovaskularen Erkrankungen und korrelieren mit einer erhdhten Inzidenz und Pravalenz
von linksventrikularer Hypertrophie (LVH). Auf der anderen Seite sind CNI und LVH bei
Patienten, die an Krankheiten leiden, welche durch primar chronisch erhéhte FGF23
Serumkonzentrationen charakterisiert sind, keine typischen Begleiterscheinungen. Daher ist
es immer noch nicht vollstandig geklart, ob FGF23 einen Biomarker fir eine entgleiste
Phosphathomdostase darstellt oder ob es ein aktiver Modulator von pathologischen Prozessen
bei der Progression von CNI ist. Des Weiteren gibt es Aufgrund kontroverser Daten
Unklarheiten, ob und in welchem Zusammenhang erhdhte FGF23 Serumkonzentrationen und
die Entstehung von LVH stehen. Wir konnten zeigen, dass in mit Picro-Sirius-Red gefarbten
histologischen Praparaten, von Nieren und Herzen von Mausen, in welchen zuvor durch 5/6
Nephrektomie (5/6 Nx) eine CNI induziert wurde, der Genotyp Fgf23"/VDR signifikant
geringere Kollagenniveaus gegeniiber WT bedingte. Beziiglich VDR Ma&usen und WT
Mausen mit induzierter CNI war kein Unterschied im Kollagengehalt feststellbar. Dadurch
konnten wir FGF23 als einen wesentlichen Faktor identifizieren, welcher die interstitielle
Fibrosierung sowohl des Nierengewebes als auch des linken Ventrikels in einem Mausmodell
der 5/6 Nx induzierten CNI vorantreibt.



36

6. Summary

Fibroblast-growth-factor-23 (FGF23) is a bone-derived hormone causing an augmented renal
phosphate excretion and the suppression of the synthesis of active vitamin D in the kidney.
Therefore, it is a major regulator of the phosphate homeostasis. In distal renal tubules, FGF23
activates a with-no-lysin-kinase-4 (WNK4) signalling pathway leading to an augmented
membrane expression of Na":Cl—cotransporter (NCC) and transient-receptor-potential-
vannilloid-5 (TRPV5) and therefore to an increased urinary sodium and calcium retention. In
chronic kidney disease (CKD) the decrease in glomerular filtration rate (GFR) leads to a
progressive accumulation of FGF23. In the process of CKD FGF23 can reach several-fold
higher serum levels as in physiological circumstances. Increased FGF23 serum levels are
correlate positively with higher risk of cardiovascular diseases and higher incidence and
prevalence of left ventricular hypertrophy (LVH). In contrast, CKD and LVH are not common
findings in diseases which are characterised by primary chronically elevated FGF23 levels.
Therefore, it is still uncertain whether FGF23 is just a biomarker of an inadequate phosphate
homeostasis or a modulator of pathological processes during the progression of CKD.
Furthermore, there are controversial data describing the role of FGF23 in the development of
LVH. This study reveals that the genotype Fgf23"/VDR"* leads to a significant reduced renal
and cardiac fibrosis compared to WT mice with 5/6 nephrectomy (5/6 Nx) -induced CKD. To
measure the collagen levels, heart and kidney slices from mice were stained with picrosirius
red. The amount of collagen was shown to be equal between VDR* and WT mice with induced
CKD. Thus, FGF23 was identified as an essential factor promoting the interstitial fibrosis of

renal and left ventricular cardiac tissue in a mouse model with 5/6 Nx-induced CKD.
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