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1. Einleitung 
Die Prävalenz von chronischer Niereninsuffizienz (CNI) in der Weltbevölkerung beträgt 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 lässt sich etwas mehr als die Hälfte auf kardiovaskuläre Erkrankungen 

zurückführen (Go et al. 2004). Weitere Komplikationen, die mit CNI einhergehen, sind 

Mineralisierungsstörungen und Anämie. Jedoch sind kardiovaskuläre Erkrankungen die 

Hauptursache für das Versterben von CNI Patienten. Die häufigste Kardiovaskuläre 

Komplikation im Zusammenhang mit CNI ist eine linksventrikuläre Hypertrophie (LVH), welche 

zu diastolischer Dysfunktion, kongestivem Herzversagen, Arrhythmien und plötzlichem 

Herzversagen führen kann (Eckardt et al. 2013). 

Bei Patienten, die an CNI leiden, konnte eine signifikant erhöhte Menge von Fibroblast-growth-

factor-23 (FGF23) im Serum nachgewiesen werden (Larsson et al. 2003). Darüber hinaus hat 

sich gezeigt, dass die Serumkonzentration von FGF23 mit dem Verlust der Nierenfunktion 

schrittweiße ansteigt (Wolf 2013). Die genaue Ursache für den Anstieg von FGF23 zu Beginn 

einer CNI ist jedoch noch nicht ganz geklärt (Isakova et al. 2011). Es hat sich herausgestellt, 

dass erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen zu einem erhöhten Risiko von kardiovaskulären 

Erkrankungen und einer erhöhten Mortalität bei CNI Patienten führen (Gutiérrez et al. 2008). 

Eine weitere Studie zeigte, dass erhöhte FGF23 Serum-Konzentrationen, unabhängig von 

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

Dennoch gibt es noch Unklarheiten über die Mechanismen, wie erhöhte 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 Ansätze 

genutzt. Dies beinhaltete sowohl Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäuse als auch die pharmakologische 

Inhibition des FGF23 Signalwegs durch den WNK-Inhibitor Closantel. 
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1.1 Fibroblast-Growth-Factor 23 
Im Jahr 2000 wurde FGF23 in ventrolateralen Thalamuskernen in Gehirnen von Mäusen 

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 Aminosäuren) großes Protein, bestehend aus einer FGF-Homologie-Domäne 

am N-Terminus und einem für FGF23 spezifischen 71 Aminosäuren langen C-Terminus. 

Zusammen mit fgf21 und den orthologen Genen fgf15 und fgf19 bildet fgf23 phylogenetisch 

die fgf19 Untergruppe. Ihnen 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 führt zu 

vermindertem Wachstum, einer verkürzten Lebenszeit, Unfruchtbarkeit, Arteriosklerose, 

Hautatrophie, Osteoporose, ektopischen Verkalkungen und Lungenemphysemen. Da diese 

Symptome dem menschlichen Altern ähneln, nahm man zunächst 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 Göttin benannt, die den Lebensfaden spinnt. 

Unter physiologischen Umständen zeigt FGF23 eine geringe Affinität für alle Isoformen der 

FGF-Rezeptoren (FGFR) (Yu et al. 2005). Unterstützt von dem Fakt, dass Fgf23-/- Mäuse einen 

ähnlichen Phänotyp wie Klotho-/- Mäuse zeigen, führte dies zu der Entdeckung, dass αKlotho 

einen obligaten Co-Rezeptor für die Funktion von FGF23 darstellt, indem es kanonische FGFR 

in für FGF23 spezifische Rezeptoren umwandelt (Kurosu et al. 2006, Urakawa et al. 2006). 

Dadurch sind physiologische hormonale Wirkungen von FGF23 auf Gewebe beschränkt, die 

klotho exprimieren. Dieser Rezeptor-Komplex ist in Abbildung 1  dargestellt. Klotho wird 

hauptsächlich in den distalen Tubuli contorti der Nieren und der Plexus Chorioideus im Gehirn 

(Kuro-o et al. 1999) exprimiert. Darüber hinaus wird klotho in geringeren Mengen in den 

proximalen Nierentubuli und den Nebenschilddrüsen exprimiert (Hu et al. 2010, Andrukhova 

et al. 2012). 

Klotho kodiert für αKlotho, ein Single-Pass Transmembranprotein, dessen extrazelluläre 

Domäne aus zwei homologen Typ 1 Beta-Glykosidase Domänen (KL1 und KL2) besteht 

(Tohyama et al. 2004). Die extrazelluläre Domäne kann von der Zelloberfläche durch 

membranständige proteolytische Enzyme gelöst werden und so in die systemische Zirkulation 
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gelangen (Imura et al. 2007). Darüber hinaus kann eine lösliche Isoform von Klotho durch 

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

Es wird angenommen, dass lösliches Klotho unabhängig von FGF23 die Aktivität von 

verschiedenen Ionen-Kanälen und Transportern reguliert. Obwohl lösliches Klotho in der Lage 

ist, Komplexe mit FGFR zu bilden, scheint es dennoch unwahrscheinlich, dass lösliches Klotho 

FGF23-abhängige Signalkaskaden vermittelt, da diese durch lösliches Klotho erheblich 

schwächer aktiviert werden als durch membranständiges Klotho (Kurosu et al. 2006, Kuro-o 

2019). 

Die Signalweiterleitung der verschiedenen FGF-Liganden wird durch vier verschiedene 

ubiquitäre FGFR vermittelt (FGFR 1-4), welche alle Tyrosinkinase-Rezeptoren sind. Mittels 

alternativem RNA-Splicing werden verschiedene FGFR Isoformen synthetisiert. Die 

extrazelluläre Domäne von FGFR1 und FGFR2 besteht aus zwei bis drei Immunglobulin-

ähnlichen Domänen, an die der FGF-Ligand bindet. Klotho bindet mit unterschiedlicher Affinität 

an die verschiedenen FGFR. Es hat eine geringere Affinität zu FGFR2 als zu den c-Isoformen 

von FGFR1, FGFR3 und FGFR4. Die endokrinen FGF-Liganden, wie FGF23 besitzen keine 

Heparan-Sulfat-bindende Domäne und sind daher auf die Anwesenheit des 

membranständigen Klotho als Co-Rezeptor für die FGFR angewiesen. Wenn Klotho mit einem 

der FGFR einen Komplex gebildet hat, steigt die Affinität dieses Komplexes für FGF23 an. Die 

maximale Signalübertragungsstärke 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 führt zur Phosphorylierung nachfolgender Signalmoleküle (Ornitz 

und Itoh 2015). Darüber hinaus wurde beschrieben, dass physiologische Wirkungen von 

FGF23 in den Nieren durch Binden an den FGFR1c ausgelöst werden, welcher zugleich der 

FGFR ist und Klotho als Kofaktor braucht, um eine ausreichende Affinität zu seinem Liganden 

zu entwickeln (Erben 2018). FGF23 kann aber auch Klotho-unabhängig 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 erhöht ist und pathologische Wirkungen sichtbar 

werden (Richter und Faul 2018). 
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Abbildung 1: FGF23-αKlotho-FGFR1c-Komplex. Fibroblast-growth-factor-Rezeptoren bestehen aus 

zwei bis drei Immunglobulin-ähnlichen Domänen (D2 und D3) und einer intrazelluläreren Kinase-

Domäne. αKlotho besteht aus zwei homologen Domänen (KL1 und KL2). Die KL2 Domäne bindet mit 

ihrem Rezeptor-bindendem-Arm (RBA) an die D3 Domäne des Fibroblast-growth-factor-receptor 1c 

(FGFR1c). In den von αKlotho und FGFR1c gebildeten Zwischenraum kann nun Fibroblast-growth-

factor-23 binden, indem er mit seinem C-Terminus an αKlotho und mit seinem N-Terminus an die D2-

Domäne 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 erhöhte renale 

Phosphatausscheidung und einer verminderten Synthese von aktivem Vitamin D an der 

Regulierung des Phosphatserumspiegels maßgeblich beteiligt ist (Shimada et al. 2001, 2004a, 

2004b). Unter physiologischen Bedingungen stellen Knochen die Hauptquelle für FGF23 dar. 

Dort wird es von Osteoblasten und Osteozyten gebildet (Yoshiko et al. 2007, Martin et al. 

2012). Die Ausschüttung von FGF23 ist dabei abhängig von Vitamin D und dem 

Phosphatserumspiegel (Saito et al. 2005). Wie bereits beschrieben, ist die Spezifität von 

FGF23 von der Verteilung der Klotho-FGFR-Komplexe in den Geweben abhängig. Da Klotho 

vorwiegend in den Nieren exprimiert wird, sind diese zugleich das Hauptzielorgan für FGF23 

(Kuro-o et al. 1999, Tacer et al. 2010).  

Der zugrundeliegende Mechanismus durch den ein erhöhter Phosphatserumspiegel dazu 

führt, dass Osteozyten vermehrt FGF23 produzieren, ist noch unklar. Ein Erklärungsversuch 

wäre, dass Osteozyten möglicherweise einen Phosphat-Sensing-Rezeptor synthetisieren, 
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ähnlich wie die Zellen der Nebenschilddrüse für Kalzium (Brown et al. 1993). Es hat sich 

gezeigt, dass bei Hypokalzämie ein Ansteigen des Phosphatserumspiegels nicht zu einer 

vermehrten FGF23 Ausschüttung führt und vice versa. Es gibt Evidenzen, dass die 

Ausschüttung von FGF23 nicht nur vom Phosphatserumspiegel alleine abhängig ist, sondern 

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

Erhöhte Serumkonzentrationen von 1,25(OH)2D3 erhöhen die Produktion von FGF23, welches 

wiederum die Bildung von 1,25(OH)2D3 herunterreguliert, indem es das Enzymlevel der 1α-

Hydroxylase herunterreguliert, welches das Schlüsselenzym für die Umwandlung von 

25(OH)2D3 zu 1,25(OH)2D3 darstellt. Wenn 1,25(OH)2D3 an den Vitamin-D-Rezeptor (VDR) 

bindet, führt dies über 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 erhöht 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-abhängigen Signalkaskaden führt, die letztendlich die fgf23 Expression erhöhen (Lavi-

Moshayoff et al. 2010, Rhee et al. 2011). Im Gegenzug dazu unterdrückt FGF23 die Synthese 

und Sekretion von PTH (Ben-Dov et al. 2007). Obwohl die Nebenschilddrüsen klotho 

exprimieren, haben Studien gezeigt, dass FGF23 mittels einer Calcineurin-abhängigen 

Signalkaskade, PTH auch unabhängig von membranständigem Klotho unterdrücken kann 

(Olauson et al. 2013). 

Eine Studie, in der Mäuse entweder mit Deoxycorticosteronacetat behandelt oder auf eine 

salzarme Diät gesetzt wurden, hat gezeigt, dass ein erhöhtes Level an Aldosteron bei Mäusen 

einen Anstieg an FGF23 bewirkt. Diese erhöhte fgf23 Expression wurde unter anderem durch 

die Gabe von Withaferin A, einem NFκB-Inhibitoren, verhindert (Zhang et al. 2016). Da die 

Promotorregion von fgf23 ein Nuclear factor κB (NFκB) responsives Element enthält, könnte 

die durch Aldosteron verursachte Aktivierung von NFκB für die erhöhte Expression von fgf23 

verantwortlich sein. Unter dieser Annahme könnten auch pro-inflammatorische Zytokine wie 

IL-1, IL-6 und Tumor-Nekrose-Faktor, durch eine Aktivierung von NFκB, eine Erhöhung der 

fgf23 Expression bewirken (Kuro-o 2019). 

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

zusammengefasst, die die Mineralhomöostase maßgeblich regulieren. 
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Abbildung 2: FGF23 – PTH – Vitamin D – Achse. PTH stimuliert in den Nieren die vermehrte Bildung 

und Freisetzung von 1α,25(OH)2D3, dessen steigende Serumkonzentrationen im Gegenzug dazu, die 

weitere Freisetzung von PTH supprimieren. Darüber hinaus führt PTH zu einer vermehrten Expression 

von fgf23 und dadurch zu einer verstärkten Freisetzung von FGF23 aus den Knochen in die systemische 

Zirkulation. Steigende FGF23 Serumkonzentrationen haben eine inhibitorische Wirkung auf die 

Synthese von PTH. Des Weiteren führt FGF23 zu einer verminderten Aktivität der 1α-Hydroxylase, 

wodurch die Bildung von 1,25(OH)2D3 aus 25(OH)2D3 supprimiert wird. Im Gegensatz dazu führen 

höhere Serumkonzentrationen von 1α,25(OH)2D3 im Sinne einer negativen Feedback-Schleife zu einer 

erhöhten Freisetzung von FGF23 aus den Knochen. 

 

1.4 Renale Effekte von FGF23 

Da die Nieren, wie weiter oben bereits erwähnt, 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-abhängige 

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 unterdrückt FGF23 die Phosphatreabsorption im proximalen 

Tubulus, indem es die Menge an NaPi-2a und NaPi-2c Molekülen an der luminalen Membran 

reduziert (Shimada et al. 2004a, 2004b, 2005). Unter physiologischen Bedingungen scheint 

NaPi-2c bei Mäusen jedoch eine untergeordnete Rolle bezüglich der Phosphat Homöostase 
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zu spielen, da die phosphaturische Wirkung von FGF23 fast ausschließlich 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 für 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 bezüglich 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 Mäusen komplett zu 

verhindern (Gattineni et al. 2014, Erben und Andrukhova 2017). 

Es hat sich gezeigt, dass Zellen des proximalen Tubulus, den für den FGF23 Signalweg 

notwendigen Kofaktor Klotho, synthetisieren und das FGF23 eine Signalkaskade über  die 

Extrazellulär-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) führt (Andrukhova et al. 2012). Diese 

Phosphorylierung von NHERF-1 führt 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 ist ebenfalls durch eine verminderte 

Membranexpression von NaPi-2a im proximalen Tubulus bedingt. Die Bindung von PTH an 

den PTHR führt über 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 könnten eine Erklärung dafür liefern, weshalb basale PTH 

Konzentrationen für eine adäquate 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 Zelloberfläche an einen Komplex an, welcher aus FGFR und 

Klotho besteht. Dies führt zur Aktivierung von ERK1/2, welches nachfolgend SGK1 aktiviert, die dann 

NHERF-1 phosphoryliert und somit aktiviert. NHERF-1 sorgt für 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 ausgelöst werden, 

welches die Kinasen PKA und PKC aktiviert. 

 

Zusätzlich zu diesen Effekten auf die renale Phosphatregulierung, ist FGF23 auch in den 

Vitamin D Metabolismus des proximalen Tubulus involviert. Unter physiologischen Umständen 

sind die Nieren der Hauptbildungsort von 1,25(OH)2D3, der biologisch aktiven Form von 

Vitamin D (Fraser 1980). 

FGF23 sorgt für eine verringerte Expression von Cyp27b1, welches für 1α-Hydroxylase, das 

Schlüsselenzym für die Umwandlung von 25(OH)2D3 in 1,25(OH)2D3, kodiert (Shimada et al. 

2004a). 1α-Hydroxylase wird hauptsächlich in den Zellen des proximalen Tubulus exprimiert 

(Brunette et al. 1978). Ähnlich wie FGF23 bewirkt auch 1,25(OH)2D3 eine Verringerung der 

Synthese und Aktivität der 1α-Hydroxylase, wohingegen PTH diese stimuliert (Verstuyf et al. 

2010). Mäuse mit fgf23-/- und klotho-/- Mutationen zeigen trotz Hyperkalzämie und niedrigen 

PTH Serumkonzentrationen eine erhöhte Synthese der 1α-Hydroxylase (Yoshida et al. 2002, 
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Shimada et al. 2004b). Diese Tatsache verdeutlicht die Wichtigkeit der inhibitorischen Wirkung 

von FGF23 auf die Aktivität der 1α-Hydroxylase und suggeriert sogleich die Notwendigkeit von 

Klotho in diesem Zusammenspiel. Daher scheint es aktuell so, dass die Wirkung von FGF23 

auf die 1α-Hydroxylase im proximalen Tubulus, von Klotho abhängig ist. Dabei sind die 

Rezeptoren FGFR 1,3 und 4 involviert,  wobei FGFR1 wahrscheinlich den Wichtigsten in 

diesem Zusammenhang darstellen könnte (Han et al. 2016b, Erben und Andrukhova 2017). 

Die genauen intrazellulären Mechanismen, durch die der FGF23 Signalweg zu einer 

Verminderung der Synthese und Aktivität der 1α-Hydroxylase führt, sind jedoch bis auf die 

Beteiligung von ERK1/2 noch unbekannt (Ranch et al. 2011).  

Gleichzeitig könnte FGF23 die Expression von Cyp24a1, welches für das Enzym 24-

Hydroxylase kodiert, erhöhen. 24-Hydroxylase ist als wichtigster Faktor, für die Umwandlung 

von 25(OH)2D3 zu 24,25(OH)2D3, einer inaktiven Form von Vitamin D, verantwortlich (Jones et 

al. 2012). Jedoch stellt sich aufgrund der Tatsache, dass 1,25(OH)2D3 ein sehr potenter 

Stimulator der 24-Hydroxylase ist, die Frage, ob FGF23 einen eigenständigen 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(OH)2D3 unterstützen wesentlich die phosphatsenkenden 

Effekte von FGF23, da dadurch weniger Phosphat im Gastrointestinaltrakt aufgenommen wird.  

 

Abbildung 4: Regulation der 1,25(OH)2D3 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 führt, die über ERK1/2 zu einer verminderten Aktivität der 1α-Hydroxylase und damit zu 

einer reduzierten Bildung von 1,25(OH)2D3 aus 25(OH)2D3 führt. Die genauen intrazellulären 

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 membranständigem 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 beschränken 

(Farrow et al. 2009). Den löslichen Isoformen von Klotho wurde eine kalziumkonservierende 

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

Da jedoch unklar war, wie die löslichen Isoformen von Klotho, die aufgrund ihres 

Molekülgewichtes für den glomerulären Filter impermeabel sind, in den distalen Tubulus 

gelangen sollten, um dort ihre angeblich Kalziumkonservierende Wirkung auszuüben, führte 

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 membranständigem Klotho bindet (Andrukhova et al. 2014b). 

Daher wird aktuell angenommen, dass FGF23 über 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 löst das Binden von FGF23 an einen 

FGFR-Klotho-Komplex die ERK1/2 SGK-1 Signalkaskade aus. Im distalen Tubulus resultiert 

FGF23-Signaling zusätzlich in einer Phosphorylierung von WNK4, welche sich als essenziell 

für die natrium- und kalziumkonservierende Wirkung von FGF23 herausgestellt hat 

(Andrukhova et al. 2012, 2014a, 2014b). 

WNK-Kinasen kontrollieren den intrazellulären 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 führt eine Aktivierung von SGK1 zu einer 

Phosphorylierung und somit Aktivierung von WNK4 (Ring et al. 2007). WNK4 reguliert im 

distalen Tubulus unteranderem Ionenkanäle 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 transzelluläre Kalziumtransport und damit die Reabsorption von Kalzium aus dem Urin 

wird durch die Membranexpression von TRPV5 an Zellen des distalen Tubulus limitiert. 

Dadurch bilden die Anzahl an TRPV5 Glykoproteinen und ihr Öffnungszustand die Grundlage 

für die hormonelle Regulation der Kalziumreabsorption aus dem Urin (Lambers et al. 2006). 

Wie weiter oben bereits angedeutet, führt der FGF23 Signalweg im distalen Tubulus, 

unabhängig von Vitamin D,  über eine Aktivierung von WNK4 zu einer deutlich erhöhten 

Expression von TRPV5, erhöhtem transzellulärem 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 eigenständige, direkte Wirkung 

von FGF23 auf Zellen des distalen Tubulus ist (Andrukhova et al. 2014b). 

 

Abbildung 5: Regulation der Kalziumreabsorption im distalen Tubulus durch FGF23. FGF23 aus 

der systemischen Zirkulation bindet an den FGFR-Klotho Komplex, was zur Auslösung der ERK1/2-

SGK1 Signalkaskade und in weiterer Folge zur Komplexbildung von WNK1/4  mit TRPV5  führt. Daraus 

resultiert, dass mehr vollständig glykolisierte TRPV5 Moleküle vom Golgi-Apparat in die luminale 

Membran eingebaut werden und somit die Kalziumreabsorption aus dem Primärharn erhöht wird. 

Intrazelluläres Ca2+ 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 über NCC und epitheliale Na+ 

Kanäle (ENaC) statt. FGF23 reguliert im distalen Nephron die Membranexpression und 

Aktivität von NCC. Nach Bindung an einen FGFR1c-αKlotho-Komplex führt die 

Phosphorylierung von WNK4 zu einer Aktivierung von NCC. Dadurch erhöht der FGF23 

Signalweg im distalen Tubulus die Membranexpression von NCC und führt zu einer 

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

Durch die Bindung an Mineralokortikoidrezeptoren (MR) reguliert Aldosteron durch erhöhte 

Synthese der alpha-Untereinheit des ENaC, dessen Membranexpression und damit die 

Natriumreabsorption im distalen Nephron (May et al. 1997). Ähnlich wie FGF23 kann 

Aldosteron jedoch auch NCC aktivieren. Der Signalweg dafür 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 Schlüsselposition im 

renalen Natrium Handling ein (Lang et al. 2009). Jedoch führt eine Aktivierung von SGK1 durch 

FGF23 nicht zu einer erhöhten ENaC Expression im distalen Tubulus. Dar Grund dafür ist 

noch unklar (Andrukhova et al. 2014a). 

Letztere Studie zeigte zudem, dass die erhöhte NCC Expression nach Applikation von 

rekombinantem FGF23, zu erhöhtem Blutvolumen, erhöhtem Blutdruck und Herzhypertrophie 

führt. Weitere Erkenntnisse in diesem Zusammenhang waren, dass eine natriumarme Diät die 

durch FGF23 verursachte Hypertension zusätzlich verschlimmert (Andrukhova et al. 2014a). 

Ein möglicher Grund dafür könnte sein, dass geringe Natriumserumkonzentrationen zu einer 

vermehrten Aldosteron Freisetzung führen. Dabei könnten FGF23 und Aldosteron, die beide 

SGK1 aktivieren, synergistische Wirkungen auf die Aktivierung von NCC und die Volumen 

Homöostase haben (Erben und Andrukhova 2017). 
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Abbildung 6: Regulation der renalen Natriumreabsorption im distalen Tubulus. Aldosteron führt 

durch Bindung an den Mineralokortikoidrezeptor zu einer erhöhten 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 über ERK1/2, SGK1 und WNK4 zu einer erhöhten Membranexpression von NCC führt. 

Aldosteron kann aber auch über Aktivierung von SGK1, WNK1/4 und nachfolgend SPAK die luminale 

Membranexpression von NCC erhöhen. Dadurch erhöhen Aldosteron und FGF23 über NCC die 

Natriumreabsorption aus dem Primärharn. In dieser Grafik ist der FGF23 Signalweg mit grünen Pfeilen, 

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

 

1.5 FGF23 bei chronischer Niereninsuffizienz 

Wie bereits weiter oben erwähnt, können bei Patienten, die an CNI leiden, erhöhte FGF23 

Serumkonzentrationen nachgewiesen werden. Bei CNI kommt es ungeachtet ihres Auslösers 

zu einer Abnahme der Glomerulären Filtrationsrate (GFR) und dadurch zu einer verminderten 

renalen Phosphatausscheidung und zur Hyperphosphatämie. Da erhöhte 

Phosphatserumkonzentrationen wiederum die Ausschüttung von FGF23 stimulieren, steigt 

das FGF23 Level während CNI mit Abnahme der GFR progressiv an (Larsson et al. 2003, Wolf 

2013). Es ist jedoch unklar, weshalb es in frühen 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 erhöhen (Isakova et al. 2011). Aktuelle Studien legen den Schluss nahe, dass 

erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen in frühen Stadien der CNI dabei helfen die renale 

Phosphatexkretion pro verbleibendem Nephron zu erhöhen und so vor den dramatischen 

Folgen einer Hyperphosphatämie zu schützen (Jüppner et al. 2010). Ergänzend dazu könnte 

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). Darüber hinaus könnte die 

kalziumkonservierende Wirkung von FGF23 in späteren Stadien der CNI, bei denen Vitamin 

D erniedrigt ist, dazu beitragen, die Kalziumserumkonzentration zu regulieren (Andrukhova et 

al. 2014b). Sobald jedoch in späteren CNI Stadien eine ausgeprägte Hyperphosphatämie 

vorhanden ist, könnte die durch FGF23 verursachte Kalziumreabsorption zum Entstehen von 

vaskulären Verkalkungen beitragen (Erben und Andrukhova 2017). Ob erhöhte 

Serumkonzentrationen an FGF23 jedoch zu einer verstärkten Aktivierung des WNK-

Signalwegs führen, 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 erhöhten FGF23 Konzentrationen in den Fokus gerückt.  

Als Überbegriff für die verschiedenen Entgleisungen der Mineralhomöostase und des 

Knochenmetabolismus bei CNI wurde der Begriff „chronic kidney disease-mineral and bone 

disorder“ (CKD-MBD) eingeführt. Dabei sind eine beeinträchtigte Knochenmineralisierung und 

eine erhöhte Freisetzung von FGF23 aus dem Knochen wesentliche Kennzeichen von CKD-

MBD. Es wurde gezeigt, dass FGF23 unabhängig von Klotho über 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, führt (Murali et al. 2016, Andrukhova et al. 2018).  

Erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen korrelieren bei CNI Patienten positiv mit 

kardiovaskulären Risikofaktoren wie LVH, Gefäßverkalkungen und einer erhöhten 

Mortalitätsrate (Faul et al. 2011). LVH ist die Folge einer erhöhten Vor-/Nachlast im Herzen 

und ist charakterisiert durch eine reaktive interstitielle und perivaskuläre Fibrose. Wenn das 

Herz über einen längeren Zeitraum zu hoher Arbeitsbelastung ausgesetzt ist, führt 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 unabhängige Prädiktoren für 

kardiovaskuläre Mortalität (Dweck et al. 2011). 

Es hat sich herausgestellt, dass FGF23  einen direkten, von Klotho unabhängigen Effekt auf 

Kardiomyozyten hat und hypertrophe strukturelle Veränderungen im Herzmuskel auslöst (Faul 

et al. 2011). In weiterführenden 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 rückgängig zu 

machen (Grabner et al. 2017). 

Es gibt aber auch Evidenz, dass Patienten, die an Krankheiten leiden, welche durch chronisch 

erhöhte FGF23 Konzentrationen charakterisiert sind, wie die FGF23-mediierte 

hypophosphatämische Rachitis, keine erhöhte Inzidenz von LVH aufweisen (Takashi et al. 

2017). Dies wurde zudem unabhängig auch bei Hyp Mäusen, einem Mausmodell, welches x-

linked Hypophosphatämie (XLH) aufweist, bestätigt.  Eine Studie mit diesen Mäusen konnte, 

trotz erhöhter FGF23 Serumkonzentrationen, weder histologische kardiale Veränderungen 

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

Des Weiteren wurden nach Applikation von rekombinanten FGF23 eine erhöhte NCC 

Synthese in den distalen Nierentubuli beobachtet. Da CNI per se schon zu einer Aktivierung 

des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) führt und eine amplifizierende Wirkung 

von Aldosteron auf FGF23 möglich scheint, könnten erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen, 

wie sie bei CNI vorkommen, eine wichtige Rolle bezüglich Hypervolämie, Hypertension und 

der Entwicklung von LVH bei CNI spielen (Lattanzio und Weir 2010, Andrukhova et al. 2014a).  

Bei Patienten mit frühen CNI Stadien konnte ein Zusammenhang zwischen erhöhten FGF23 

Serumkonzentrationen und pro-inflammatorischen Zytokinen wie Interleukin-6 (IL6) oder C-

reaktivem Protein (CRP) festgestellt werden. FGF23 induziert über FGFR4, unabhängig von 

Klotho, die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen in Hepatozyten. 

Entzündungsprozesse verstärken wiederum die Freisetzung von FGF23 aus dem Knochen, 

was eine Aufwärtsspirale zur Folge haben könnte (Vervloet 2019). Darüber hinaus wurden 

weitere proinflammatorische Wirkungen von FGF23 auf Makrophagen und vorgeschädigten 

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 bestätigen einen Zusammenhang zwischen erhöhten FGF23 

Serumkonzentrationen in Patienten mit CNI und der Entstehung von LVH. Jedoch ist LVH bei 

Patienten mit FGF23-mediierter hypophosphatämischer Rachitis, welche durch chronisch 

erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen charakterisiert ist, keine übliche Begleiterscheinung. 

Im Verlauf von CNI kann FGF23 Serumkonzentrationen erreichen, die weit über dem 

Normalniveau liegen. FGF23 führt zu einer verstärkten renalen Phosphatexkretion. Es ist 

bekannt, dass eine erhöhte Phosphatausscheidung aus den Nieren tubuläre Schäden 

induziert. Des Weiteren gibt es Studien, die nahe legen, dass FGF23 pro-inflammatorische 

Effekte auf vorgeschädigte Fibroblasten in den Nieren hat. Dennoch ist es immer noch nicht 

vollständig geklärt, ob FGF23 einen Biomarker für eine entgleiste Phosphathomöostase 

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 erhöhte 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 näher zu 

charakterisieren. Die Hypothese dieser Arbeit war, dass FGF23 bei CNI zu einer verstärkten 

peritubulären Fibrose in den Nieren und interstitiellen Fibrose im linken Ventrikel und somit zur 

Progression der CNI und zur Entstehung von LVH bei CNI beiträgt. Dafür wurde der 

Kollagengehalt in Herzen und Nieren von Fgf23-/-/VDR∆/∆ mit WT Mäusen verglichen, nachdem 

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

Des Weiteren gibt es Evidenz, dass FGF23 über den WNK Signalweg in gesunden Nieren die 

Kalzium- und Natriumreabsorption durch eine verstärkte Expression von NCC und TRPV5 im 

distalen Tubulus erhöht. 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 Mäusen mit induzierter CNI führt. 
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2. Materialien & Methoden 

2.1 Tiere 
Heterozygote VDR+/Δ Mäuse (Erben et al. 2002) wurden mit heterozygoten fgf23+/- (Sitara et 

al. 2004) Mäusen gepaart, um doppelt heterozygote Tiere zu erzeugen. Die dafür verwendeten 

Mäuse wurden zuvor auf den genetischen Hintergrund C57BL/6 zurückgekreuzt. Die durch 

diese Verpaarungen erhaltenen doppelt heterozygoten Nachkommen wurden untereinander 

gekreuzt, um Wild-Typ (WT), VDRΔ/Δ, fgf23-/- und fgf23-/-/VDRΔ/Δ Mäuse zu erhalten. Die 

genomische DNA der Mäuse wurde mittels Schwanzbiopsien gewonnen und mit einer 

Multiplex PCR wie bereits beschrieben genotypisiert (Hesse et al. 2007). Alle Experimente 

wurden an drei Monate alten männlichen Mäusen durchgeführt. Die Mäuse 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 Diät gewährt. Die Rescue 

Diät (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 gefüttert und zwar lebenslang. Diese 

Diät zeigte sich als geeignet, die Mineralhomöostase von VDR ablatierten Mäusen zu 

normalisieren (Erben et al. 2002). Zum Zwecke der Organgewinnung wurden die Mäuse acht 

Wochen nach Induktion der CNI durch 5/6 Nephrektomie mittels Entbluten aus der V. cava 

caudalis euthanasiert. Dies fand unter Allgemeinanästhesie 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 Veterinärmedizinischen Universität 

Wien und des Bundesministeriums für Bildung, Wissenschaft und Forschung genehmigt 

(BMWF-68.205/0054-II/3b/2013). 

2.2 Chronisches Niereninsuffizienz Modell 
Die chronische Niereninsuffizienz (CNI) wurde durch eine 5/6 Nephrektomie (5/6 NX) 

ausgelöst. Dies beinhaltete einen zweistufigen Prozess (Leelahavanichkul et al. 2010), in 

welchem zuerst Teile der linken Niere entfernt wurden und sieben Tage später die gesamte 

rechte Niere. Dies ist die gebräuchlichste Methode, um die humane CNI nachzustellen 

(Hewitson et al. 2009). Die Mäuse 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 

Allgemeinanästhesie mit Isofluran statt. Im ersten Schritt wurde die Kapsel der linken Niere 

gelöst und der craniale und caudale Nierenpol entfernt. Der Zugang fand dabei über die linke 
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Flanke statt. Anfallende Blutungen wurden mit fibrillärer Kollagen Hämostase (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 über die rechte Flanke gewählt. 

Bei den scheinoperierten (Sham) Kontrollmäusen erfolgte die Operation wie folgt: Im ersten 

Schritt wurde die linke Flanke eröffnet, cranialer und caudaler Pol der linken Niere ermittelt 

und dann die Inzision wieder verschlossen. Im nächsten 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 genäht. 

Zum postoperativen Schmerzmanagement wurde den Mäusen 72 Stunden lang das 

Analgetikum Piritramid über das Trinkwasser verabreicht. Dazu wurde ein Fläschchen 

Piritramid mit 10 ml 10%iger Glukose Lösung in 250 ml Leitungswasser gegeben. Die ersten 

24 Stunden nach der Operation wurden die Mäuse kontinuierlich überwacht. 

2.3 Behandlung der Tiere 
Für einen Versuch wurde WT Mäusen, welche zuvor scheinoperiert oder eine 5/6 Nx erhalten 

haben, eine Closantel-haltige Diät gefüttert. Dazu wurde Closantel (Abcam) in 100 % Ethanol 

gelöst und unter das Futter gemischt. Begonnen wurde mit einer Closantel Konzentration von 

30 mg/kg Futter, um eine Initialdosis von 5 mg/kg Körpermasse zu erhalten. Hierbei wurde von 

einer durchschnittlichen Futteraufnahme von 5 g/Tag/Maus und einer Bioverfügbarkeit von 

50 % ausgegangen. Danach wurde Closantel einmal wöchentlich verabreicht, um die 

Plasmakonzentration konstant zu halten. Die Initialdosis Closantel wurde den Mäusen am 

ersten Tag nach der 5/6 Nx gegeben. Die letzte Dosis wurde an Tag 50 post-OP verabreicht. 

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

2.4 Histologie der Herzen 
Die Mausherzen wurden ursprünglich im Ganzen in flüssigen Stickstoff schockgefroren. Vor 

der Bearbeitung wurden die Mausherzen für 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 Blöcke in 15 µm Schritten 

getrimmt, um eine gerade Schnittfläche zu erhalten. Es wurden bei einer Temperatur von -18 

bis -20 °C 6 µm dicke Schnitte angefertigt und 3-5 Schnitte auf jeden Objektträger gegeben. 

Die fertigen Kryoschnitte wurden bis zur Färbung auf -80 °C tiefgekühlt gelagert. Zur 

Darstellung von Kollagen im Gewebe wurden Kryoschnitte von Herzen mittels Picro-Sirius-
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Red-Färbung (0,5 g Sirius Red F3B und 500 ml 1,3 % Pikrinsäure-Solution) angefärbt. Die bei 

-80 °C tiefgekühlten Kryoschnitte wurden zwei Stunden luftgetrocknet und wieder bei -20 °C 

über Nacht zwischengelagert. Darauf erfolgte die Fixierung mit Aceton für 90 Sekunden und 

anschließendem Trocknen bei Raumtemperatur für fünf Minuten. Die Färbung mit Picro-Sirius-

Red-Solution wurde lichtgeschützt durchgeführt und umfasste für die Kryoschnitte der Herzen 

eine Dauer von 90 Minuten. Die Schnitte wurden danach mehreren Waschschritten 

unterzogen. Als erstes lichtgeschützt und auf einem Rüttler, dreimal für jeweils drei Minuten in 

angesäuertes Wasser (0,83 ml konzentrierter HCL (37 %) in einem Liter destilliertem Wasser). 

Daraufhin wurden die Objektträger zweimal für jeweils drei Minuten in Isopropanol gegeben 

und zweimal für jeweils 21 Minuten in Xylol. Danach wurden die Schnitte mit DePeX 

eingedeckt und lichtgeschützt bis zur mikroskopischen Evaluierung gelagert. 

2.5 Histologie der Nieren 
Als Vorbereitung für die Histologie wurden die Nieren über Nacht in 4 % Paraformaldehyd 

(PFA) fixiert und dann 5 µm dicke Schnitte angefertigt. Zur Darstellung von Kollagen im 

Gewebe wurden Paraffinschnitte von Nieren mittels Picro-Sirius-Red-Färbung angefärbt. Für 

die Entparaffinierung wurden die Schnitte zuerst zweimal für je 15 Minuten in Xylol gegeben. 

Danach jeweils fünf Minuten in Isopropanol, 70%igen Ethanol und 40%igen Ethanol, in 

genannter Reihenfolge. Abschließend wurden die Schnitte zweimal für jeweils zweieinhalb 

Minuten in destilliertes Wasser gegeben. Die Färbung mit Picro-Sirius-Red Solution wurde 

lichtgeschützt durchgeführt und umfasste für die Paraffinschnitte der Nieren eine Dauer von 

90 Minuten. Die Schnitte wurden danach mehreren Waschschritten unterzogen: als erstes 

lichtgeschützt, zweimal jeweils drei Minuten in angesäuertem Wasser. Die Objektträger 

wurden manuell getrocknet und anschließend zweimal jeweils drei Minuten in Isopropanol und 

zweimal für jeweils sieben Minuten in Xylol gegeben. Danach wurden die Schnitte mit DePeX 

eingedeckt und lichtgeschützt 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 

Vergrößerung und einer Lichtintensität von 6,8 für die Nieren und 10,0 für die Herzen 

gearbeitet. Dafür wurden bei den Nieren vier Regionen, verteilt über den gesamten Kortex, 

ausgewählt. Bei den Herzen wurden ebenfalls vier Regionen, aus dem linken Ventrikel und 

dem Septum, ausgewählt. Anschließend wurde die PSR-positive Fläche mit ImageJ (Version 
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2.0.0) quantifiziert. Die PSR-positive Fläche wurde in Bezug auf das gesamte Nierengewebe, 

beziehungsweiße auf das Herzgewebe des linken Ventrikels und Septums, ausgedrückt. 

2.7 RNA Isolation und RT-qPCR 
Zur Vorbereitung für die RNA Extraktion wurden Nieren mit flüssigem Stickstoff 

schockgefrostet und in einer Schwingmühle (Retsch, MM200) bei einer Frequenz von 30,0 Hz 

über eine Zeit von 20 Sekunden homogenisiert. Dem homogenisierten Nierengewebe wurden 

700 µl Trifast (VWR, peqGOLD, 100 ml, # 30-2010) zugegeben. Nach dem Auftauen wurden 

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

In einem weiteren Arbeitsschritt wurden die Proben zum Auftauen auf normales Eis gegeben. 

Danach wurden sie für zehn Minuten bei 4 °C mit 12.000 x g zentrifugiert und der Überstand 

in neue autoklavierte Gefäße überführt. Im nächsten Schritt wurde den Proben 75 µl 1-Bromo-

3-Chloropropan (BCP) pro 1 ml Trifast hinzugegeben. Die Proben wurden gevortext und auf 

Raumtemperatur acht Minuten inkubiert. Als nächstes wurden die Proben für 15 Minuten bei 

4 °C mit 12000 x g zentrifugiert und die wässrige Phase in neue autoklavierte Gefäße 

überführt. Die organische Phase, welche DNA und Proteine enthielt, wurde verworfen. Den 

übrigen Proben wurden nun 375 µl Isopropanol pro 1 ml Trifast hinzugefügt, die Gemische für 

5 10 Sekunden gevortext und für 30 Minuten bei -20 °C in den Gefrierschrank gegeben. 

Danach wurden die Proben für acht Minuten bei 4 °C mit 12000 x g zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Die folgenden zwei Waschschritte wurden doppelt ausgeführt: Jeder 

Probe wurde 1 ml 75%iges Ethanol pro 1 ml Trifast hinzugegeben, das Gemisch für 5 Minuten 

mit 12000 x g zentrifugiert, danach das Ethanol dekantiert und das übergebliebene RNA Pellet 

für 8 Minuten luftgetrocknet. Abschließend wurde die erhaltene RNA in RNAse-freiem Wasser 

gelöst.  

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) durchgeführt. Dafür 

wurden 1 µg RNA pro Ansatz verwendet. Die RT- qPCR wurde mit einem Vii 7 Real-Time PCR 

System (Thermo Fisher Scientific) durchgeführt. Dazu wurde ein 5x HOT FIREPOL Eva Green 

qPCR Mix (#08-25-00020, Medibena) und jeweils 1 µl cDNA verwendet. Eine Melting Curve 

Analyse wurde durchgeführt, um sicherzustellen, dass bei der qPCR Reaktion keine 

Nebenprodukte amplifiziert wurden. Die Expression der Gene wurde im Verhältnis 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 
(NCC) 

CCATCGTAGACCCCATCAATG TGGCCAGCAGCACAGTGA 

OAZ1 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 durchgeführt. 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 häufigste Ursache für erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen bei humanen Patienten ist 

CNI und prospektive Studien haben gezeigt, dass erhöhte FGF23 Level unabhängig mit der 

Progression von CNI und der Entwicklung von kardialen Pathologien, assoziiert sind (Wolf 

2013). Dennoch ist unklar, inwiefern FGF23 maßgeblich an der Modulation von pathologischen 

Prozessen beteiligt ist, die die Progression der CNI oder das Entstehen von LVH in CNI 

Patienten vorantreiben. Interstitielle 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 gefärbt, da sich diese Färbung als eine der verlässlichsten Methoden herausgestellt 

hat, um Kollagenfasern in Geweben zu detektieren (Rich und Whittaker 2005). Es war nötig 

Fgf23-/-/VDR∆/∆ Doppelmutanten für dieses Versuchsdesign zu verwenden, da Fgf23-/- Mäuse 

aufgrund der fehlenden Suppression der 1α-Hydroxylase durch FGF23 sehr hohe 1,25(OH)2D3 

Werte im Serum haben und dadurch an Hyperkalzämie und Hyperphosphatämie 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-

/- Mäuse mit einem nicht-funktionalen VDR gesund sind und bis ins hohe Alter untersucht 

werden können (Streicher et al. 2012). Dafür ist jedoch eine Rescue Diät nötig, welche mit 

Kalzium, Phosphat und Laktose angereichert ist, da diese die Mineralhomöostase in VDR 

ablatierten Mäuse 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 Mäuse, bei welchen wir eine CNI durch 5/6 Nx induziert 

haben, verglichen. Dazu wurden Paraffinschnitte von Nieren mittels Picro-Sirius-Red gefärbt 

und der Kollagengehalt gegen das Gesamtnierengewebe quantifiziert.  

Fgf23-/-/VDR∆/∆ Ablation führt zu verminderter peritubulärer Fibrose bei Mäusen mit 
induzierter CNI 

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

wurde, war signifikant höher als in der scheinoperierten WT Gruppe. Dies zeigt, dass die 5/6 
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Nx geeignet war, um fibrotische Änderungen im Nierengewebe, entsprechend der Progression 

von CNI, auszulösen. Generell konnte bei WT Mäusen mit induzierter CNI eine signifikant 

stärkere Fibrose des Nierengewebes im Vergleich zu allen anderen Gruppen festgestellt 

werden. Innerhalb der CNI Gruppe gab es einen statistisch signifikanten Unterschied bezüglich 

der peritubulären Fibrose zwischen Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen und WT Mäusen. Dabei führte die 

Abwesenheit der beiden Gene zu einer signifikant verringerten peritubulären Fibrose. Dies 

lässt den Rückschluss zu, dass die Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäuse zumindest partiell vor der durch 5/6 

Nephrektomie induzierten peritubulären Fibrose geschützt waren. Dieses Ergebnis wird 

nochmals durch die Tatsache unterstrichen, dass zwischen Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen der CNI 

Gruppe und WT Mäusen der Sham Gruppe zwar der Trend zu einer geringgradigen stärkeren 

Fibrose bei Fgf23-/-/VDR∆/∆ CNI Mäusen zu beobachten war, dieser jedoch nicht statistisch 

signifikant war (Abbildung 7). 

 

A B 

 

 

 

 

Abbildung 7: Verminderte peritubuläre renale Fibrose bei induzierter CNI durch Abwesenheit von 
Fgf23/VDR. Quantifizierung der peritubulären renalen Fibrose, ausgedrückt durch Picro-Sirius-Red 

positiv angefärbte Bereiche in % (A) und repräsentative Bilder (B) der Paraffinschnitte von Nieren von 

Sham und 5/6 Nx WT und Fgf23-/-/VDR∆/∆ Doppelmutanten Mäusen, welche eine Rescue Diät erhalten 

haben, acht Wochen post Op. Jeder Datenpunkt in (A) repräsentiert den Mittelwert +/- den 
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Standartfehler von 4-15 Mäusen. * 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. 

 

Unveränderte peritubuläre Fibrose im Vergleich von VDR∆/∆ mit WT Mäusen in 
experimenteller CNI 

Es könnte zu den vorherigen Ergebnissen der Einwand gebracht werden, dass die signifikant 

geringere Fibrose, die bei Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen beobachtet wurde, dem nicht 

funktionierenden VDR zuzuschreiben ist und nicht der Abwesenheit von Fgf23. Daher wurde 

als nächstes untersucht, ob es einen Unterschied bezüglich der Fibrose zwischen WT und 

VDR∆/∆ Mäusen innerhalb der CNI Gruppe gibt. In Abbildung 8 ist zu sehen, dass kein 

signifikanter Unterschied bezüglich der peritubulären Fibrose in Abwesenheit eines 

funktionierenden VDR Rezeptors nachzuweisen war. VDR∆/∆ hat also keinen Einfluss auf die 

peritubuläre Fibrose in CNI. Daher ist die vorherige Beobachtung, dass Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäuse 

eine geringere durch 5/6 Nx induzierte peritubuläre Fibrose haben, dem Fgf23 Knockout 

zuzuschreiben. Dies bestätigt die Hypothese, dass FGF23 zu einer verstärkten renalen 

Fibrose bei CNI beiträgt. 

A 

 

B 

Abbildung 8: Unveränderte peritubuläre Fibrose beim Vergleich von VDR∆/∆ CNI mit WT CNI 
Mäusen. Quantifizierung der peritubulären renalen Fibrose, ausgedrückt durch Picro-Sirius-Red positiv 
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angefärbte Bereiche in % (A) und repräsentative Bilder (B) der Paraffinschnitte von Nieren von 5/6 Nx 

WT und VDR∆/∆ Mäusen, welche eine Rescue Diät erhalten haben, acht Wochen post-OP. Jeder 

Datenpunkt in (A) repräsentiert den Mittelwert +/- den Standartfehler von 4-10 Mäusen. 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∆/∆ 

Mäusen mit WT und Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen verglichen, bei denen eine CNI induziert wurde. 

Diese wurden mit Picro-Sirius-Red gefärbt und der Kollagengehalt wurde gegen das 

Gesamtgewebe des linken Ventrikels und des Septums quantifiziert. 

Fgf23/VDR Ablation führt zu verminderter Fibrose in den Herzen bei Mäusen mit 
induzierter CNI 

Bei WT Mäusen mit induzierter CNI konnte ein signifikant höheres Niveau an Kollagen im 

linken Ventrikel gegenüber allen scheinoperierten Gruppen festgestellt werden. Dies zeigt, 

dass die induzierte CNI durch 5/6 NX in diesem Versuch, zu einer verstärkten interstitiellen 

und perivaskulären Fibrose im linken Herzen beiträgt. Die Abwesenheit von Fgf23/VDR führte 

innerhalb der CNI Gruppe zu einer signifikant verringerten Fibrose im Vergleich zu WT 

Mäusen. Darüber hinaus konnte aber bei Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen, bei welchen eine CNI 

induziert wurde signifikant mehr Fibrose gegenüber den WT und Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen der 

Sham Gruppe festgestellt werden. Zwischen Fgf23-/-/VDR∆/∆ und WT Mäusen innerhalb der 

Sham Gruppe gab es keine Unterschiede im Kollagengehalt (Abbildung 9). 

Diese Ergebnisse führen zusammengefasst zu der Erkenntnis, dass der Genotyp Fgf23-/-

/VDR∆/∆ zwar das Kollagenniveau im Vergleich zu WT Mäusen innerhalb der CNI Gruppe 

verringert, aber insgesamt nur partiellen Schutz vor der durch CNI induzierten interstitiellen 

und perivaskulären Fibrose im linken Ventrikel bietet.  
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Abbildung 9: Verminderte interstitielle linksventrikuläre Fibrose bei induzierter CNI durch 
Abwesenheit von Fgf23/VDR. Quantifizierung der interstitiellen und perivaskulären kardialen Fibrose 

im linken Ventrikel, ausgedrückt durch Picro-Sirius-Red positiv angefärbte Bereiche in % (A) und 

repräsentative Bilder (B) der Kryoschnitte von Herzen von Sham und 5/6 Nx WT und Fgf23-/-/VDR∆/∆ 

Doppelmutanten Mäusen, welche eine Rescue Diät erhalten haben, acht Wochen post-OP. Jeder 

Datenpunkt in (A) repräsentiert den Mittelwert +/- den Standartfehler von 3-11 Mäusen. * bedeutet < 

0,05 vs. WT Sham, # bedeutet < 0,05 vs. WT CNI, II 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 auszuschließen, haben wir WT Mäuse mit VDR∆/∆ Mäusen nach 

induzierter CNI verglichen. Wie in Abbildung 10 zu sehen, ist die interstitielle und perivaskuläre 

Fibrose durch VDR∆/∆ unverändert im Vergleich zu WT Mäusen. Dies zeigt zum einen, dass 

die verringerte Fibrose von Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen tatsächlich auf die Abwesenheit von 

FGF23 zurückzuführen ist und zum anderen, dass die Abwesenheit eines funktionierenden 

VDR keinen Einfluss auf die linksventrikuläre Fibrose in einem Modell von induzierter CNI hat. 
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Abbildung 10: Unveränderte linksventrikuläre Fibrose beim Vergleich von VDR∆/∆ CNI mit WT CNI 
Mäusen. Quantifizierung der interstitiellen und perivaskulären kardialen Fibrose, ausgedrückt durch 

Picro-Sirius-Red positiv angefärbte Bereiche in % (A) und repräsentative Bilder (B) der Kryoschnitte von 

Herzen von 5/6 Nx WT und VDR∆/∆ Mäusen, welche eine Rescue Diät erhalten haben, acht Wochen 

post Op. Jeder Datenpunkt in (A) repräsentiert den Mittelwert +/- den Standartfehler von 4-6 Mäusen. 

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 dafür, dass FGF23 in den distalen 

Nierentubuli über eine WNK4-Signalkaskade, die Expression von TRPV5 und NCC in 

gesunden Nieren erhöht. Eine verstärkte Natriumreabsorption durch erhöhte FGF23 

Serumkonzentrationen, wie sie typischerweise bei CNI vorkommen, könnte demnach zu einer 

Volumenüberladung, erhöhtem Blutdruck und in weiterer Folge zu linksventrikulärer 

Hypertrophie führen (Andrukhova et al. 2014a, 2014b). Das bisher als Antiparasitikum 

genutzte Medikament Closantel wurde kürzlich 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 Mäusen prophylaktisch Closantel oder 

Vehikel (Veh), als Kontrolle, mit dem Futter verabreicht. In weiterer Folge wurde RNA aus den 

Nieren der Mäuse 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 
TRPV5 Expression bei WT Mäusen mit induzierter CNI 

Die NCC Expression von Mäusen der CNI Gruppe war signifikant geringer als in Sham 

Mäusen, 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 

Mäuse der CNI Veh Gruppe eine geringere NCC Expression als die Mäuse der Sham Gruppe 

gezeigt haben, was im Kontrast zu einschlägiger Evidenz steht, dass erhöhte FGF23 

Konzentrationen, wie sie bei CNI vorkommen, zu einer erhöhten NCC Expression führen.  

Bezüglich der TRPV5 Expression konnte bei den Mäusen, die Vehikel bekommen haben, kein 

Unterschied zwischen der Sham und der CNI Gruppe festgestellt werden. Mäuse 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 über einen 

Rezeptorkomplex der FGFR1 enthält. Daher wurde nachfolgend die mRNA Expression von 

FGFR1 gemessen. Es ist ein Trend zu sehen, dass unabhängig von der Behandlung, Mäuse 

mit induzierter CNI eine geringgradig höhere Expression von FGFR1 gegenüber den Mäusen 

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

Prophylaktische Closantel Administration zeigt den Trend, die Kollagenexpression bei 
induzierter CNI zu erhöhen 

Um zu testen, ob die Inhibierung des WNK Signalwegs einen Einfluss auf die Fibrose der 

Nieren haben könnte, 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. Bezüglich Kollagen 3 konnte bei Mäusen die 

Closantel erhalten haben, eine signifikant höhere Expression von Kollagen 3 gegenüber 

Mäusen der CNI Veh und Sham Veh Gruppen festgestellt werden. Die Expression von 

Kollagen 4 war bei Mäusen mit CNI, ungeachtet der Behandlung, signifikant erhöht im 

Vergleich zu Sham Mäusen. 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 bestätigt werden (Abbildung 11). 
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Abbildung 11: Relative mRNA Expression von Kollagen 1, 3, 4, FGFR1, NCC und TRPV5. 
Quantifizierung der mRNA Expression von Kollagen 1,3 und 4, FGFR1, NCC und TRPV5 in 

homogenisierten Nieren von scheinoperierten und 5/6 Nx WT Mäusen, welche acht Wochen lang 

Closantel einmal wöchentlich 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 Mäusen +/- 

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. 



31 
 

 

4. Diskussion 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Abwesenheit von Fgf23/VDR in einem 

Mausmodell mit experimenteller CNI die peritubuläre renale Fibrose verringert. Dadurch haben 

wir FGF23 als wesentlichen Faktor identifiziert, der die histologischen Veränderungen 

während der Progression der CNI verstärkt. Diese Erkenntnis wird von Ergebnissen einer 

Studie unterstützt, in der eine direkte profibrotische Wirkung von FGF23 auf vorgeschädigte 

Fibroblasten in Nieren nachgewiesen wurde (Smith et al. 2017). Ob erhöhte FGF23 

Konzentrationen jedoch auch profibrotisch auf nicht vorgeschädigte Nieren wirken, ist aktuell 

noch unklar. Es wurde gezeigt, dass Patienten, die an XLH leiden, eine Erkrankung, welche 

durch chronisch erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen charakterisiert ist, keine erhöhte 

Inzidenz von CNI haben (Eddy et al. 1997). Daher scheint es unwahrscheinlich, dass FGF23 

in gesunden Nieren zu einer verstärkten renalen Fibrose führt. Bei vorbestehender 

Nierenschädigung haben wir FGF23 jedoch als einen potenten Stimulator der interstitiellen 

renalen Fibrosierung identifiziert. Unterstützt durch den Fakt, dass Entzündungsprozesse die 

Freisetzung von FGF23 aus dem Knochen stimulieren, könnte FGF23 eine Schlüsselposition 

in der Pathophysiologie der Progression von CNI einnehmen, indem es einen sich selbst 

verstärkenden Prozess auslöst. Die Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäuse in unserem Versuch waren 

allerdings nicht vollkommen vor der Entwicklung der peritubulären renalen Fibrose geschützt. 

Es scheint daher wahrscheinlich, dass noch andere Faktoren einen Einfluss auf die 

Fibrosierung des Nierengewebes bei CNI haben könnten. Als Einschränkungen dieser 

Ergebnisse könnte gesehen werden, dass alle Fgf23-/- Mäuse gleichzeitig einen nicht 

funktionierenden VDR hatten, um die frühe Letalität zu vermeiden. VDR∆/∆ Mäuse haben zwar 

im Vergleich mit WT Mäusen, bei induzierter CNI, keinen Unterschied bezüglich der 

interstitiellen Fibrose gezeigt, aber dennoch kann der Einfluss des fehlenden Vitamin D-

Signalings nicht gänzlich ausgeschlossen werden. Darüber hinaus wurden nephroprotektive 

Effekte von αKlotho beschrieben (Kuro-o 2019). Bei CNI ist αKlotho typischerweise 

runterreguliert (Mencke et al. 2017). Daher ist zudem ein Einfluss von einer möglicherweise 

unterschiedlichen Klotho Expression in WT und Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäusen mit induzierter CNI 

nicht gänzlich auszuschließen. 

Zahlreiche Studien haben eine Korrelation zwischen erhöhtem FGF23 Serumkonzentrationen 

bei CNI und kardiovaskulären Risikofaktoren, wie der Entwicklung von LVH, 

Gefäßverkalkungen und erhöhter Mortalität gezeigt (Faul et al. 2011). Die häufigste 

kardiovaskuläre 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 

hypophosphatämischer Rachitis keine erhöhte Inzidenz von LVH aufweisen (Takashi et al. 

2017). Eine Tatsache, die auch bei Hyp Mäusen beobachtet wurde, da diese trotz erhöhtem 

FGF23 Serumlevel keine kardialen Veränderungen zeigen (Liu et al. 2018). In dieser Arbeit 

haben wir das Kollagenniveau im linken Ventrikel von Mäusen mit induzierter CNI quantifiziert 

und sind zu dem Ergebnis gekommen, dass bei Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäuse eine signifikant 

verringerte linksventrikuläre interstitielle Fibrose gegenüber WT Mäusen 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 beiträgt. Unsere Ergebnisse werden dabei von einer Studie 

unterstützt, 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 

Antikörper gegen FGFR4 bekamen und dadurch vor der Entwicklung von kardialer Fibrose 

und LVH geschützt 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 Mäusen beobachtet werden (Slavic et al. 2017). 

Diese Diskrepanzen könnten sich eventuell durch Unterschiede in der Art der Arbeitsbelastung 

des Herzens erklären lassen (Slavic et al. 2017). In CKD ist die Volumenüberladung 

hauptverantwortlich für die kardiovaskulären Pathologien (Hung et al. 2015). Zudem lösen 

Volumenüberladung und zu hohe Druckbelastung unterschiedliche Signalkaskaden bei der 

Entstehung von LVH aus (Mohamed et al. 2016). Die natriumkonservierenden Wirkungen im 

distalen Tubulus der Niere könnten eine Brücke schlagen, um dies zu erklären. Die Studie, die 

FGF23 als Regulator der NCC Membranexpression identifizierte, zeigte zudem, dass erhöhte 

FGF23 Serumkonzentrationen in Hyp Mäusen oder die Applikation von rekombinantem FGF23 

zu Volumenüberladung, Hypertension und Herzhypertrophie führen (Andrukhova et al. 2014a). 

Dieser Erklärungsversuch wird von Studien unterstützt, die erhöhte FGF23 

Serumkonzentrationen während der Progression von CNI in Zusammenhang mit 

Hypernatriämie und Hyperkalzämie gebracht haben (Pavik et al. 2013). 

Um die Rolle von FGF23 in diesem Zusammenhang näher zu charakterisieren, haben wir die 

mRNA Expression von NCC und TRPV5 in homogenisierten Nieren von Mäusen mit 

induzierter CNI bestimmt. Da sich die stimulierenden Wirkungen von FGF23 auf die NCC und 
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TRPV5 Expression als abhängig 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 

würde den Erklärungsversuch unterstützen, bei dem erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen 

bei CNI zu einer erhöhten Vorlast und damit zu LVH führen. Leider war aber bei Mäusen, die 

Vehikel als Kontrolle bekommen haben, ebenfalls eine geringere NCC Expression im 

Vergleich zu scheinoperierten Kontrollmäusen festzustellen. Letzteres steht im Kontrast zu 

einschlägiger Evidenz, dass erhöhte FGF23 Konzentrationen zu einer verstärkten Expression 

von NCC in den Nieren führen (Andrukhova et al. 2014a, Furusho et al. 2020). Entsprechend 

dessen, dass FGF23 über den WNK Signalweg die TRPV5 Expression erhöht, konnten wir bei 

Mäusen mit induzierter CNI, welche Closantel erhalten haben, einen Trend zu einer geringeren 

TRPV5 Expression beobachten (Andrukhova et al. 2014b). Dadurch könnten erhöhte FGF23 

Konzentrationen auch in die Entwicklung der Hyperkalzämie bei CNI involviert sein. Laut 

aktuellem Wissensstand werden alle physiologischen Wirkungen von FGF23 in den Nieren 

durch einen Rezeptorkomplex bestehend aus FGFR1c und membranständigem Klotho 

vermittelt (Erben 2018). Daher haben wir die mRNA Expression von FGFR1 bestimmt. Wir 

konnten nur einen geringgradigen Trend zu einer höheren 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 vorgeschädigte Fibroblasten 

gezeigt haben, wirkte FGF23 unabhängig von Klotho über FGFR4 (Grabner et al. 2015, Smith 

et al. 2017). Daher ist es möglich, dass pathologische FGF23 Wirkungen in den Nieren 

ebenfalls über FGFR4 vermittelt werden. Dies würde zu der Tatsache passen, dass bekannte 

pathologische Wirkungen von FGF23 vornehmlich über FGFR3 und FGFR4 vermittelt werden 

(Richter und Faul 2018). Darüber hinaus konnten wir unter Closantel Behandlung keine 

verminderte Expression von Kollagen 1, 3 oder 4 in den Nieren von Mäusen mit induzierter 

CNI feststellen. Es konnte sogar ein Trend zu einer höheren 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 mögliche Erklärung dafür könnte sein, dass die Inhibierung des WNK-Signalwegs eine 

reaktive Erhöhung der FGF23 Serumkonzentrationen zur Folge hätte und FGF23 direkt 

profibrotisch wirkt. Diese Hypothese wird durch eine Studie, in der eine direkte profibrotische 

Wirkung von FGF23 auf bereits vorgeschädigte Fibroblasten nachgewiesen wurde und unsere 

Ergebnisse, dass Fgf23-/-/VDR∆/∆ Mäuse eine signifikant verringerte interstitielle Fibrose 
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aufweisen, noch bestärkt. (Smith et al. 2017). Jedoch muss berücksichtigt werden, dass wir in 

diesem Versuchsdesign keine scheinoperierten Mäuse mit Closantel behandelt haben. Es 

kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass Closantel per se fibrotische Veränderungen 

auslöst.  

Insgesamt könnte FGF23 einen Schlüsselfaktor bezüglich der Progression von CNI und der 

Entstehung von LVH in CNI darstellen. Die Abwesenheit von Fgf23/VDR führte in unseren 

Versuchen sowohl zu einer verringerten peritubulären 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 geschützt waren, liegt es nahe, dass noch andere 

Faktoren die Progression der CNI und das Entstehen von LVH unterstützen. Da wir ein in vivo 

Modell genutzt haben, könnte die verminderte interstitielle Fibrose in den Nieren eine 

Verlangsamung der Progression der CNI bedeuten und die verminderte linksventrikuläre 

Fibrose unter anderem darauf zurückzuführen sein. Darüber hinaus wurden bereits andere 

Faktoren bei CNI beschrieben, die an der Entwicklung von LVH beteiligt sind, zum Beispiel 

urämische Toxine wie Indoxylsulfat (Lekawanvijit et al. 2012). Zudem könnten die 

natriumkonservierenden Wirkungen von FGF23, welche eine Volumenüberladung 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 könnte, um die interstitielle Fibrosierung sowohl des Nierengewebes als auch des 

linken Ventrikels in einem Mausmodell der 5/6 Nx induzierten CNI voranzutreiben.
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5. Zusammenfassung  
Fibroblast-growth-factor-23 (FGF23) ist ein aus Knochen freigesetztes Hormon, welches durch 

erhöhte renale Phosphatausscheidung und einer verminderten Synthese von aktivem Vitamin 

D an der Regulierung des Phosphatserumspiegels maßgeblich beteiligt ist. Darüber hinaus   

erhöht FGF23 über eine Signalkaskade, in die unter anderem With-No-Lysin-Kinase-4 (WNK4) 

involviert ist, durch erhöhte 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 glomerulären Filtrationsrate (GFR) zu einem progressiven Anstieg der FGF23 

Serumkonzentrationen, die dann bis zu einem Vielfachen über dem Normalniveau liegen 

können. Erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen bei CNI führen zu einem erhöhten Risiko von 

kardiovaskulären Erkrankungen und korrelieren mit einer erhöhten Inzidenz und Prävalenz 

von linksventrikulärer Hypertrophie (LVH). Auf der anderen Seite sind CNI und LVH bei 

Patienten, die an Krankheiten leiden, welche durch primär chronisch erhöhte FGF23 

Serumkonzentrationen charakterisiert sind, keine typischen Begleiterscheinungen. Daher ist 

es immer noch nicht vollständig geklärt, ob FGF23 einen Biomarker für eine entgleiste 

Phosphathomöostase 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 erhöhte FGF23 Serumkonzentrationen und 

die Entstehung von LVH stehen. Wir konnten zeigen, dass in mit Picro-Sirius-Red gefärbten 

histologischen Präparaten, von Nieren und Herzen von Mäusen, in welchen zuvor durch 5/6 

Nephrektomie (5/6 Nx) eine CNI induziert wurde, der Genotyp Fgf23-/-/VDR∆/∆ signifikant 

geringere Kollagenniveaus gegenüber WT bedingte. Bezüglich VDR∆/∆ Mäusen und WT 

Mäusen 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.
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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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