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1. Einleitung

1.1 Chronische Niereninsuffizienz und kardiovaskulare Erkrankungen

Die chronische Niereninsuffizienz (chronic kidney disease, CKD) ist mit einer
Pravalenz von 13,4 % ein globales Gesundheitsproblem! mit steigender weltweiter
Mortalitatsrate.> Eine CKD liegt definitionsgemaB vor, wenn Uber mindestens drei
Monate eine glomerulare Filtrationsrate (GFR) von unter 60 ml/min pro 1,73 m? oder
Zeichen der Nierenschadigung, wie beispielsweise eine Albuminurie oder
Auffalligkeiten in der Bildgebung oder Histologie, vorliegen.® Die Ursachen fir die
Entwicklung einer CKD sind in verschiedenen Regionen der Erde unterschiedlich. In
Landern mit hohen und mittleren Einkommen stellen Bluthochdruck und Diabetes
mellitus die fihrenden Ursachen dar.* Zu den h&ufigsten Todesursachen von CKD-
Patienten gehoren zu 30,2 % kardiovaskulare Ereignisse® und etwa 50 % der Patienten
mit Herzinsuffizienz leiden zusatzlich an einer CKD.® Die Rate der kardiovaskularen
Ereignisse bei CKD-Patienten ist mit erhdéhten Serumspiegeln des phosphaturischen
Hormons Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) assoziiert, dabei ist die Assoziation zur
Herzinsuffizienz starker als die zu atherosklerotischen Ereignissen.” Der negative
Einfluss der CKD auf das kardiovaskulare System ist unter anderem durch eine
erhdhte FGF23-Konzentration im Serum bedingt. FGF23 wirkt prohypertroph,
proarrhythmogen und profibrotisch auf kardiale Zellen,2° ist ein Risikofaktor flr
chronische Inflammation und Andmie bei CKD-Patienten,? ist bei Patienten ohne CKD
mit erhéhten Blutdrucken assoziiert und fihrt bei Mausen ohne Nierenerkrankung zur
Hypertonie."'2 Erhohte FGF23-Serumkonzentrationen sind sowohl bei Patienten mit
CKD als auch unabhangig von der Nierenfunktion mit einem erhéhten Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen und Herzinsuffizienz assoziiert.'® Auch bei
padiatrischen CKD-Patienten nach Nierentransplantation ist ein hoher FGF23-Spiegel
weiterhin mit einer schlechteren linksventrikularen Funktion assoziiert.'* Die sich
verschlechternde kardiale Funktion bei CKD kann wiederum zu einem kardiorenalen
Syndrom Typ 4 flhren, das als chronische Nierenschadigung mit folgend
einhergehender kardialer Dysfunktion definiert wird.'®



1.2 Die Wirkung von FGF23 mit und ohne Klotho

FGF23 ist ein 30 kDa groBes, phosphaturisches Hormon, das im Knochen von
Osteoblasten und Osteozyten exprimiert und sezerniert wird.'® In Abhangigkeit seines
Kofaktors a-Klotho (im Folgenden als Klotho bezeichnet) hemmt FGF23 die renale
Rlckresorption von Phosphat Uber die Hemmung der Natrium-Phosphat-
Kotransporter NaPi-2a und NaPi-2c im proximalen Tubulus (Abbildung 1A). Zuséatzlich
fohrt FGF23 Uber die Reduktion der renalen Synthese von aktivem Vitamin D
(Calcitriol) zu einer verringerten intestinalen Phosphataufnahme. Die Verringerung der
renalen Calcitriol-Synthese geschieht durch die Inhibition des Enzyms CYP27B1, das
der Hydroxylierung von Vitamin D dient, sowie durch die Induktion von CYP24A1, das
am Abbau von aktivem Vitamin D beteiligt ist.'”:18

A Niere B Herz
FGF23 + Klotho FGF23 ohne Klotho
| |
FGFR1 FGFR4
| |
Hemmung von Aktivierung der
NaPi-2a & NaPi-2c Calcineurin/NFAT-Signalkaskade
| |
Phosphatausscheidung T Induktion prohypertropher Gene

Abbildung 1. Schaubild der Wirkungen von FGF23 mit und ohne den Kofaktor Klotho
an Niere und Herz. A: An der Niere fihrt FGF23 gemeinsam mit seinem Kofaktor
Klotho zur Aktivierung des FGFR1 und nachfolgend zur Hemmung der
Phosphattransporter NaPi-2A  und NaPi-2c und damit zu einer erhdhten
Phosphatausscheidung. B: Am Herzen aktiviert FGF23 Klotho-unabhangig den FGF-
Rezeptor 4, wodurch es zur Aktivierung der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade und zur
Induktion prohypertropher Gene kommt.

Die Wirkung von Klotho ist bedeutend flr den physiologischen und pathologischen
Einfluss von FGF23 auf den Organismus. Klotho-Knockoutmause zeigen Symptome

des Alterns, wie zum Beispiel atherosklerotische Veranderungen und frihes
-2-



Versterben.’® Umgekehrt fiihrt die parenterale Gabe von Klotho bei Mausen mit
experimenteller Urdmie zu reduziertem kardialen Remodeling.?? Klotho-abhangig
reguliert FGF23 die Phosphathomdostase des Kérpers Uber die Wirkung an renalen
Tubuluszellen sowie die Calciumhomdostase Uber eine herabgesetzte Expression und
Sekretion von Parathormon in den Nebenschilddriisen.?! Die Klotho-unabhéngigen
Wirkungen von FGF23 treten vor allem bei stark erhdhten FGF23-
Serumkonzentrationen auf, da FGF23 als endokrines FGF ohne Klotho eine geringe
Bindungsaffinitat fir FGF-Rezeptoren hat.?? So fiihrt FGF23 Klotho-unabhangig zu
pathologischen Zellveranderungen wie der kardialen Hypertrophie und Fibrose sowie
der renalen Fibrose.?! Die herzschadigende Wirkung von FGF23 entsteht durch die
Klotho-unabhéangige Aktivierung des FGF-Rezeptor 4 (FGFR4), die zur
Phosphorylierung der Phospholipase C gamma (PLCy) und einem vermehrten
Calcium-Einstrom in Kardiomyozyten filhrt. Uber die nachfolgende Aktivierung des
Calcineurin/NFAT-Signalwegs (nuclear factor of activated T-cells) werden
prohypertrophe Gene induziert, die ein hypertrophes Wachstum von Kardiomyozyten
beglinstigen?324 (Abbildung 1B). Entsprechend dieser molekularen Beobachtungen ist
die Aktivierung des kardialen FGF23/FGFR4-Komplexes mit einer LVH bei Patienten
mit CKD assoziiert.?®

FGF23 steigt mit sinkender GFR an, noch bevor Erhdhungen des Parathormons oder
von Phosphat auftreten.?® Der Rickkopplungsmechanismus der vermehrten
proteolytischen Spaltung des biologisch aktiven FGF23 bei hohen FGF23-
Serumkonzentrationen scheint bei Patienten mit CKD verringert zu sein.?” Die
erhéhten FGF23-Serumkonzentrationen und die verringerte Spaltung und damit
Inaktivierung halten die Phosphatkonzentration zu Beginn der Niereninsuffizienz im
Normbereich. Bei terminaler Niereninsuffizienz steigt die FGF23-Serumkonzentration
auf bis zu 1000-fach erhéhte Werte an?® und ist mit einem erhéhten kardiovaskularen
Risiko assoziiert.”2%30 Weiterhin zeigt sich bei Patienten mit CKD schon in friihen
Stadien der Erkrankung eine Klotho-Defizienz,3! die zu einer FGF23-Resistenz der
Nieren, voranschreitender CKD und extrarenalen Komplikationen fiihrt (Abbildung 2).32
Abgesehen vom Knochen wird FGF23 auch endogen im Herzen von Kardiomyozyten
exprimiert.3® Die kardiale FGF23-Expression steigt in Mausmodellen eines
Myokardinfarktes®* und der linksventrikularen Hypertrophie (LVH) ohne ursachliche
CKD,® in uramischen Ratten3® sowie in Patienten mit CKD?® an (Abbildung 2).



Niere Kardiorenales Syndrom Herz
CKD LVH

“ <o \\

oth Kardiales
Klotho- FGF231
Defizienz

Phosphat

FGF23 1
Knochen

Abbildung 2. Vereinfachtes Schaubild der Interaktionen zwischen Niere, Knochen und
Herz bei CKD. Bei CKD ist die renale Phosphatausscheidung reduziert. Das folglich
erhéhte Serum-Phosphat flihrt zur erhéhten Synthese und Sekretion von FGF23 im
Knochen, das profibrotisch auf die Niere und prohypertroph auf das Herz wirkt. Die
geschadigte Niere exprimiert weniger Klotho und die so entstehende Klotho-Defizienz
fihrt zu einer voranschreitenden CKD und LVH. Die Expression von kardialem FGF23
ist bei CKD sowie bei CKD-unabhangiger LVH gesteigert. Die gesteigerte endogene
Expression von FGF23 in Kardiomyozyten fUhrt zur LVH und umgekehrt. Die
chronische kardiale Dysfunktion fUhrt Uber das kardiorenale Syndrom Typ 2 zur
Nierenschadigung. Umgekehrt fOhrt die chronisch geschadigte Niere Uber das
kardiorenale Syndrom Typ 4 zur kardialen Dysfunktion.

1.3 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

Das systemische Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist einer der
Blutdruck-regulierenden Mechanismen des Korpers. Nimmt die Durchblutung des
juxtaglomerularen Apparates der Niere ab, wird Renin ausgeschittet. Renin spaltet
das in Leber und Fettgewebe synthetisierte Glykoprotein Angiotensinogen (Agt) zu
Angiotensin | (Ang I). Ang | wird durch das Angiotensin Converting Enzyme (ACE), das
hauptsachlich in Endothelzellen der Lunge gebildet wird, zu Angiotensin Il (Ang II)
gespalten. Ang Il aktiviert den Angiotensin |lI-Rezeptor Typ 1 (AT1R) im zentralen
Nervensystem und in den BlutgefaBen. Diese Aktivierung fuhrt zu einer peripheren
Vasokonstriktion, zentral zur Sympathikusaktivierung und zur Aldosteron-
Ausschittung durch die Nebennierenrinde. Aldosteron 16st eine erhdhte

Ruckresorption von Natrium und Wasser im distalen Tubulus und damit eine Erhéhung
-4 -



des Blutdrucks aus.®” Dadurch kann bei verringertem Blutdruck die glomerulare
Filtrationsrate aufrechterhalten werden.

Durch eine reduzierte Anzahl an Glomeruli, eine Uberaktivitdt des sympathischen
Nervensystems und eine folgend erhéhte Reninproduktion besteht bei Patienten mit
CKD eine chronische Aktivierung des RAAS.® Die Aktivierung des RAAS flhrt zur
Aggravation der CKD und Entwicklung einer LVH.3%4% Ang Il und Aldosteron I6sen
prohypertrophe und profibrotische Effekte am Herzgewebe bei Nagetieren und
Patienten aus,*'* so wie es, wie oben beschrieben, ebenfalls durch FGF23
beobachtet werden konnte. Vice versa zeigt die Inhibition des RAAS in klinischen
Studien einen protektiven Effekt beziiglich kardiovaskularer Ereignisse*64’ und
verhindert die Entwicklung einer LVH.*® Experimentell konnte gezeigt werden, dass die
subkutane Injektion von Angiotensin 1-7 eine Reduktion einer Ang ll-induzierten LVH
bei Ratten*® bewirkt und ein reduzierter Ang Il/Ang 1-7-Quotient in 5/6
nephrektomierten (Nx) Ratten mit einem verringerten kardialen Remodeling assoziiert
ist.50

Neben dem systemischen RAAS wird in verschiedenen Organen, unter anderem im
Herzen, ein lokales RAAS diskutiert.>" So wurden Agt und Renin in Kardiomyozyten
und kardialen Fibroblasten neonataler Ratten®?> und ACE, Ang I, Ang Il und AT+1R im
Herzgewebe von Ratten und Menschen nachgewiesen.5® Im Herzgewebe von CKD-
Patienten unter Dialysetherapie konnte unsere Arbeitsgruppe kirzlich eine erhdhte
Agt-Expression und deren Assoziation zu einer verstarkten kardialen Fibrose

feststellen.%*

14 Interaktionen zwischen FGF23 und dem RAAS

In den letzten Jahren wurden verschiedene Interaktionen zwischen FGF23 und dem
RAAS gezeigt. In Ang lI-behandelten Ratten stieg die Konzentration des zirkulierenden
FGF23 sowie auch die Expression des kardialen FGF23 signifikant gegenuber
Kontrolltieren an.#:5455 Durch die Gabe von Klotho konnte in Mausen die Ang II-
induzierte kardiale Hypertrophie und Fibrose gemindert werden,%® was darauf hinweist,
dass die Hemmung pathologischer FGF23-Signalkaskaden mittels Klotho die Wirkung
des RAAS reduziert. Des Weiteren inhibiert aktives Vitamin D die Renin-Expression,®’
so dass postuliert wird, dass FGF23 tber die Hemmung von aktivem Vitamin D indirekt
zur Aktivierung des RAAS beitragen kann%8 (Abbildung 3). Einer weiteren Hypothese
-5-



nach kénnte FGF23 direkt Uber die Hemmung von ACE2, das Ang | und Il in die
vasodilatativ wirkenden Formen Angiotensin 1-9 und Angiotensin 1-7 umwandelt,>®
aktivierend auf das RAAS wirken, so wie es im Mausmodell der CKD beobachtet

wurde.®0
; _____________________________________________________ FGF23
! Angiotensinogen A
Vitamin D — Renin l
. . ACE2 - . .
Angiotensin | 7 Angiotensin 1-9
ACE l
Angiotensin Il ACE2 Angiotensin 1-7
\.
Aldosteron Angiotensin Il —
J Rezeptoren
Mineralokortikoid-
Rezeptor
Vasokonstriktion, Vasodilatation,
Blutdruckanstieg Blutdrucksenkung

Abbildung 3. Schematische Darstellung der RAAS-Aktivierung inklusive der ACE2-
Achse und der méglichen Interaktion von FGF23 mit dem RAAS (gestrichelte Pfeile).

2. Arbeitshypothese

In Zusammenschau der oben genannten Hinweise stellten wir die Hypothese auf, dass
FGF23 neben der Induktion der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade zusatzlich Uber eine
Aktivierung des intrakardialen RAAS zur Hypertrophie der Kardiomyozyten und zur
Fibrose des Herzens flhrt (Abbildung 4). Innerhalb des gemeinsam bearbeiteten
Projekts und der in geteilter Erstautorenschatft veroffentlichten Publikation bearbeitete
Herr Jonas Lischka den Teil unserer Arbeitshypothese bezlglich der Fibrose. Mein
Projektanteil konzentrierte sich auf die Untersuchung der Hypertrophie der
Kardiomyozyten. Aus diesem Grund werde ich mich auch im Folgenden vornehmlich
auf den hypertrophen Effekt von FGF23 auf das Herz beziehungsweise auf die

Herzmuskelzellen konzentrieren.



A :

; ;
;/ FGFR4 /.'/ FGFR4
.P'/ »
Intrakardiales RAAS | | Intrakardiales RAAS |
1} \
\ | calcineurin A/NFAT | \ | calcineurin A/NFAT |
.\. .\-
‘\. .\.
B \
Kardiale Hypertrophie ‘ Kardiale/Renale Fibrose

Abbildung 4. Arbeitshypothesen bezlglich der FGF23-vermittelten kardialen
Hypertrophie und Fibrose. A: Als bewiesen gilt, dass FGF23 Uber die Aktivierung der
FGFR4/Calcineurin/NFAT-Signalkaskade eine kardiale Hypertrophie induziert
(durchgezogene Pfeile). Der Hypothese nach kénnte FGF23 zusétzlich Gber die
Aktivierung des intrakardialen RAAS zur Ausbildung einer Hypertrophie beitragen
(gestrichelte Pfeile). B: Experimentell wurde gezeigt, dass die FGF23-abhangige
Aktivierung der FGFR4/Calcineurin/NFAT-Signalkaskade die Entstehung einer
renalen Fibrose fordert®!2 (durchgezogene Pfeile). Der Hypothese nach kdnnte die
FGF23-induzierte kardiale Fibrose ebenfalls durch die Aktivierung der
FGFR4/Calcineurin/NFAT-Signalkaskade und/oder die Induktion des intrakardialen
RAAS bedingt sein (gestrichelte Pfeile). Die Hypothese B wurde im Rahmen unseres
Projektes von Jonas Lischka bearbeitet.

Die Basis der Arbeitshypothese dieses Projektes war die Beobachtung, dass bei CKD-
Patienten mit erhdhten FGF23-Spiegeln,?528 einem aktivierten RAAS,* einer Klotho-
Defizienz®' sowie verringerten Vitamin D-Spiegeln, 83 vier Dysregulationen vorliegen,
die mit kardiovaskularen Ereignissen bei CKD in Verbindung gebracht werden. Vice
versa zeigten sich Calcitriol (aktives Vitamin D) und Klotho in Versuchen an Ratten mit
experimenteller Uramie als kardioprotektiv wirksam.20:36

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die Gabe von Calcitriol bei
urdmischen 5/6Nx-Ratten zur einer Reduktion der FGF23-vermittelten LVH, der
kardialen Expression von FGFR4 und der Aktivierung von Calcineurin/NFAT sowie zu
einem verstarkten Cleavage von aktivem FGF23 im Herzgewebe fiihrte.®® Aus diesen
Beobachtungen ergab sich die Frage, wie die kardioprotektive Wirkung von Calcitriol
vermittelt wird. Im humanen FGF23-Gen auf Chromosom 12 liegen Vitamin D
responsive elements (VDRE), was auf eine Vitamin D-vermittelte Induktion von FGF23

-7-



hindeutet.®* Paradoxerweise flihrt Calcitriol zu erhdhten FGF23-Serumspiegeln und
einer erhdhten FGF23-Expression im Knochen von Mausen sowie zu einer verstarkten
FGF23-Synthese in isolierten Osteoblasten von Ratten,%6 was der Hypothese nach
eher zu einer Herzschadigung als zur Protektion beitragen musste. Auf welchem
molekularen Mechanismus die Verbesserung des Herzphanotypen durch Calcitriol
basiert, ist noch nicht abschlieBend geklart. Ein gemeinsam genutzter Signalweg von
Vitamin D und FGF23 kénnte das RAAS sein, das bei CKD-Patienten sowohl durch
eine Vitamin D-Defizienz als auch durch erhéhte FGF23-Spiegel aktiviert wird und zur
Entstehung einer kardialen Hypertrophie und Fibrose beitragt.4%:49.58.59

Aufgrund dieses Zusammenhangs widmeten wir uns der Frage, ob ein intrakardiales
RAAS innerhalb von Kardiomyozyten existiert und ob die prohypertrophen Wirkungen
von FGF23 neben der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade Uber eine Aktivierung des
intrakardialen RAAS ausgeldst werden kénnten. Dazu sollten Kardiomyozyten
neonataler Ratten (neonatal rat ventricular myocytes, NRVM) auf die Expression von
RAAS-Genen untersucht werden sowie der Einsatz von Cyclosporin A (CsA) bzw.
Losartan (Los) und Spironolacton (Spiro) zur jeweiligen Kostimulation mit FGF23
erfolgen (Abbildung 5).

Intrakardiales RAAS

Spiro==d MR P AT1R
/\: Calcineurin A/NFAT [f==CsA
Los \

.\'
.\‘
4

Kardiale Hypertrophie

Abbildung 5. Arbeitshypothese der FGF23-vermittelten kardialen Hypertrophie Uber
die Aktivierung des intrakardialen RAAS bzw. der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade
und Ansatzpunkte von Spironolacton (Spiro), Losartan (Los) und Cyclosporin A (CsA)
innerhalb der Signalkaskaden.



Cyclosporin A ist ein Calcineurin-Inhibitor, der den Signalweg der FGF23-vermittelten
Aktivierung von Calcineurin/NFAT blockt. Losartan ist ein AT1R-Blocker, der zur
kompetitven  Hemmung von Ang |l fohrt.  Spironolacton ist ein
Mineralokortikoidrezeptor-Antagonist und wirkt damit den Wirkungen von Aldosteron
entgegen. Losartan und Spironolacton wirden also die vorgeschlagene FGF23-
vermittelte kardiale Hypertrophie Uber eine Aktivierung des intrakardialen RAAS
inhibieren. Der Anteil der jeweiligen hypertrophen Signalwege sollte Uber den
Vergleich der RAAS-Inhibitoren mit CsA herausgestellt werden.

2.1 Experimentelle Umsetzung der Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwieweit das intrakardiale RAAS
bei der FGF23-vermittelten kardialen Hypertrophie (Abbildung 1B) involviert ist und
damit die oben aufgeflhrte Arbeitshypothese geprift werden. Im ersten Teil wurden
5/6Nx-Ratten als Modell der experimentellen Uramie in Hinblick auf die Entstehung
einer LVH sowie der Fgf23 mRNA-Expression in Herz und Knochen untersucht. Die
kardiale Expression der RAAS-assoziierten Gene wurde bestimmt und mit dem Grad
der LVH korreliert.

Im zweiten Teil wurden frisch isolierte NRVM fir 48 Stunden mit rekombinantem
FGF23 (rFGF23) stimuliert und die Induktion der RAAS-Gene im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen quantifiziert. Um zwischen der FGF23-vermittelten
Aktivierung der Calcineurin/NFAT- und der RAAS-Kaskade unterscheiden zu kénnen,
wurden Kostimulationen mit rFGF23 und CsA bzw. Losartan oder Spironolacton
durchgefihrt. Outcome-Parameter der Hypertrophie in vitro waren die GrdBe der
NRVM sowie die mRNA-Expression der prohypertrophen Marker ANP und BNP.

2.2  Erklarung zur Publikation der Daten

Die Ergebnisse dieses Projektes (Ineke Béckmann) und einer weiteren medizinischen
Doktorarbeit (Jonas Lischka) wurden im September 2019 unter geteilter
Erstautorenschaft im Peer Reviewed Journal International Journal of Molecular
Sciences (IF 4,556) publiziert. Die experimentelle Durchflihrung erfolgte eigenstéandig
und unabhangig voneinander in zwei aufeinanderfolgenden StrucMed-Programmen
2017 und 2018.



Ineke B6ckmann hat wie folgt zur Publikation beigetragen:

- Mitarbeit an der Projekt- und Versuchsplanung

- Histologische Analyse und Quantifizierung der Fibrose in Rattenherzen

- RNA-Isolation, cDNA-Synthese und quantitative real-time PCR der
Herzgewebe von Sham- und 5/6Nx-Ratten (ausschlieBlich bearbeitet durch
Ineke Bockmann, inklusive der Untersuchung linksventrikulérer Fibrose)

- Kultivierung, Stimulation und Ernte von NRVM und NRCF (Neonatal Rat
Cardiac Fibroblasts, kardiale Fibroblasten neonataler Ratten)

- Mikroskopie und Quantifizierung der Gr6Be von NRVM

- RNA-Isolation, cDNA-Synthese und quantitative real-time PCR der NRVM und
NRCF

- Analyse, statistische und graphische Auswertung sowie Darstellung der
erhobenen Daten

- Erstellen von Abbildungen fir das Manuskript

- Schreiben des Manuskripts

-10 -



3. Publikation

“FGF23-Mediated Activation of Local RAAS Promotes
Cardiac Hypertrophy and Fibrosis”

Ineke Bockmann'f, Jonas Lischka ', Beatrice Richter'2, Jennifer Deppe’, Anja
Rahn3, Dagmar-Christiane Fischer?, Jorg Heineke*5, Dieter Haffner!, Maren
Leifheit-Nestler’

" Department of Pediatric Kidney, Liver and Metabolic Diseases, Pediatric Research
Center, Hannover Medical School, Hannover, Germany

2 Division of Nephrology, Department of Medicine, The University of Alabama at
Birmingham, Alabama, USA

3 Department of Pediatrics, Rostock University Medical Center, Rostock, Germany

4 Department of Cardiology and Angiology, Experimental Cardiology, Hannover
Medical School, Hannover, Germany

5 Department of Cardiovascular Research, European Center for Angiosciences,
German Center for Cardiovascular Research (DZHK), Medical Faculty Mannheim,
Heidelberg University, Mannheim, Germany

T These authors contributed equally to this work.

-11 -



S International Journal of

7
Molecular Sciences m\D\Py

Article

FGF23-Mediated Activation of Local RAAS Promotes
Cardiac Hypertrophy and Fibrosis

Ineke Bockmann 1'*, Jonas Lischka I, Beatrice Richter 12, Jennifer Deppe 1 Anja Rahn 3
Dagmar-Christiane Fischer 3, Jorg Heineke °, Dieter Haffner 1 and Maren Leifheit-Nestler 1*

1 Department of Pediatric Kidney, Liver and Metabolic Diseases, Pediatric Research Center,

Hannover Medical School, 30625 Hannover, Germany; boeckmann.ineke@mh-hannover.de (I.B.);
lischka.jonas@mh-hannover.de (J.L.); beatricerichter@uabmc.edu (B.R.);
deppe.jennifer@mh-hannover.de (J.D.); haffner.dieter@mh-hannover.de (D.H.)

Division of Nephrology, Department of Medicine, The University of Alabama at Birmingham,
Birmingham, AL 35294, USA

Department of Pediatrics, Rostock University Medical Center, 18057 Rostock, Germany;
anja.rahn@med.uni-rostock.de (A.R.); dagmar-christiane.fischer@med.uni-rostock.de (D.-C.E.)
Department of Cardiology and Angiology, Experimental Cardiology, Hannover Medical School,
30625 Hannover, Germany; joerg.heineke@medma.uni-heidelberg.de

Department of Cardiovascular Research, European Center for Angiosciences, German Center for
Cardiovascular Research (DZHK), Medical Faculty Mannheim, Heidelberg University,

68167 Mannheim, Germany

*  Correspondence: leifheit-nestler.maren@mh-hannover.de; Tel.: +49-511-532-7815

t These authors contributed equally to this work.

check for
Received: 30 July 2019; Accepted: 16 September 2019; Published: 18 September 2019 updates

Abstract: Patients with chronic kidney disease (CKD) are prone to developing cardiac hypertrophy
and fibrosis, which is associated with increased fibroblast growth factor 23 (FGF23) serum
levels. Elevated circulating FGF23 was shown to induce left ventricular hypertrophy (LVH) via
the calcineurin/NFAT pathway and contributed to cardiac fibrosis by stimulation of profibrotic
factors. We hypothesized that FGF23 may also stimulate the local renin—angiotensin—aldosterone
system (RAAS) in the heart, thereby further promoting the progression of FGF23-mediated cardiac
pathologies. We evaluated LVH and fibrosis in association with cardiac FGF23 and activation of RAAS
in heart tissue of 5/6 nephrectomized (5/6Nx) rats compared to sham-operated animals followed
by in vitro studies with isolated neonatal rat ventricular myocytes and fibroblast (NRVM, NRCF),
respectively. Uremic rats showed enhanced cardiomyocyte size and cardiac fibrosis compared with
sham. The cardiac expression of Fgf23 and RAAS genes were increased in 5/6Nx rats and correlated
with the degree of cardiac fibrosis. In NRVM and NRCFE, FGF23 stimulated the expression of RAAS
genes and induced Ngal indicating mineralocorticoid receptor activation. The FGF23-mediated
hypertrophic growth of NRVM and induction of NFAT target genes were attenuated by cyclosporine
A, losartan and spironolactone. In NRCF, FGF23 induced Tgfb and Ctgf, which were suppressed by
losartan and spironolactone, only. Our data suggest that FGF23-mediated activation of local RAAS in
the heart promotes cardiac hypertrophy and fibrosis.

Keywords: fibroblast growth factor 23; left ventricular hypertrophy; cardiac fibrosis;
renin-angiotensin-aldosterone system; chronic kidney disease

1. Introduction

Chronic kidney disease (CKD) is a global health issue [1] affecting over 850 million people
worldwide according to the International Society of Nephrology (ISN). One of the major causes of
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death in this patient population are cardiovascular events [2,3], which are partially attributed to rising
fibroblast growth factor 23 (FGF23) serum levels in CKD [4]. FGF23 is a phosphaturic hormone, mainly
produced in osteocytes and osteoblasts [5]. Clinical studies in CKD patients showed a correlation
of elevated FGF23 levels to left ventricular hypertrophy (LVH) [6,7]. Experimental research has
further revealed that FGF23 directly induces LVH independently of its co-factor klotho by activation
of FGF receptor 4 and subsequent calcineurin/nuclear factor of activated T cells (NFAT) signaling
in vitro and in vivo [8,9]. Moreover, FGF23 is expressed by cardiomyocytes [10], and cardiac FGF23
expression is increased in uremic rats [11], transverse aortic constriction-operated mice [12] or mice
after myocardial infarction [13] as well as in patients with CKD [14] and heart failure [15].

Activation of the renin-angiotensin—aldosterone system (RAAS) exacerbates renal failure [16]
and contributes to LVH [17] in patients with CKD. When being less perfused, the juxtaglomerular
apparatus secretes renin (REN), an enzyme that is responsible for cleaving liver-derived angiotensinogen
(AGT) to angiotensin I (Angl), which is then further metabolized by angiotensin converting enzyme
(ACE) to angiotensin II (Angll). Amongst other effects, Angll leads to peripheral vasoconstriction,
activation of sympathetic nervous system and secretion of aldosterone from the adrenal glands by
activating angiotensin II receptor type 1 (AT;R). Aldosterone enhances Na*™ and H,O reabsorption in
the distal tubules, effectively increasing blood pressure [18]. Apart from the systemic RAAS, various
tissues, including the heart, show local RAAS expression [19]. Although the expression of RAAS in
the heart remains controversial, Agt as well as Ren have been detected in both neonatal rat ventricular
myocytes (NRVM) and cardiac fibroblasts (NRCF) [20], whereas ACE, Angl, Angll and AT{R have
been shown in myocardial tissue [19]. Furthermore, experimental and clinical studies have revealed
both Angll and aldosterone induce LVH in rodents and patients and lead to cardiac fibrosis in
mice [21-25]. Recently, FGF23 has been linked to RAAS. On the one hand, Angll and aldosterone
increase FGF23 serum levels in rodents [21,26] and Angll enhances, although to a lesser extent compared
to the bone, cardiac specific FGF23 expression in wild-type mice [21]. On the other hand, FGF23
is discussed to activate RAAS by inhibiting renal expression of ACE2 [27], an enzyme converting
Angll to the vasodilative and cardioprotective Ang 1-7 [28]. Additionally, FGF23-mediated reduction
of 1,25-dihydroxy vitamin D3 (1,25(0OH),D3) levels [29] leading to the activation of renin, which is
physiologically inhibited by active vitamin D [30]. In addition, we recently showed increased expression
of AGT in myocardial tissue of CKD patients on dialysis and in cultured NRVM stimulated with FGF23
using fibrosis profiler PCR array analysis [31]. Although, the underlying molecular mechanisms are
unknown, we hypothesized that FGF23-induced activation of the local RAAS contributes to cardiac
pathologies in CKD.

Here, we investigated whether FGF23-mediated activation of endogenous cardiac RAAS
contributes to cardiac hypertrophy and fibrosis by using the well-established 5/6 nephrectomy
(5/6Nx) rat model of experimental uremia followed by in vitro analyses in NRVM and NRCFE.

2. Results

2.1. Cardiac Hypertrophy and Left Ventricular (LV) Fibrosis Are Enhanced in Experimental Uremia
and Associated with Increased FGF23 Synthesis in Heart and Bone

Cardiac hypertrophy and fibrosis are common comorbidities in CKD patients [32] and it
is well-established that FGF23 directly promotes LVH via calcineurin/NFAT signaling activation
in uremia [9,33]. Whether FGF23 contributes to the development of cardiac fibrosis is still
controversial [31,34]. Here, we used 5/6Nx to induce CKD in rats and investigated LVH and LV
fibrosis in association with FGF23. As published before [11], 5/6Nx rats showed increased heart weight
to body weight ratio accompanied with enhanced cardiomyocyte size, enhanced mRNA expression
of Fgf23 in heart and bone tissue and significantly decreased phosphorylation of NFAT suggesting
FGF23-mediated activation of calcineurin/NFAT pathway due to uremia (Table 1). Moreover, cardiac
Fgf23 expression significantly correlated with the cardiomyocyte cross-sectional area (r = 0.680;
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p = 0.011), while the expression of Fgf23 in the bone just missed a statistically significant correlation
with the cardiomyocyte size (r = 0.546; p = 0.051).

Table 1. Characteristics of sham and 5/6 nephrectomized (5/6NXx) rats.

Characteristics Sham 5/6Nx p Value
Number of rats (n) 6 6

Heart weight/body weight (mg/g) 2.8 +0.1 3.7+02 0.0005
Cardiomyocyte size (um?) 344 + 19 598 + 57 0.0038
Cardiac Fgf23 mRNA (2-94CT) 1.00 + 0.07 9.29 +3.15 0.0250
Bone Fgf23 mRNA (2~4dCT) 1.00+£020  11.93+391 0.0129
Cardiac Fgfrl mRNA (2-94CT) 1.00 + 0.06 791 +249 0.0196
Cardiac Fgfr4 mRNA (2-44CT) 1.00+0.07 2191 +10.56 0.0022
Cardiac pNFAT protein (fold change) 1.00 0.27 £0.18 0.0291

Values are presented as mean + standard error of mean using data from a rat cohort published before [11].

In addition to LVH, 5/6Nx rats developed severe LV fibrosis compared with sham as indicated by
picrosirius red stained myocardial tissue and quantification of collagen matrix deposition (Figure 1A).
The amount of LV fibrosis correlated with the cross-sectional area of cardiomyocytes (Figure 1B)
and with both cardiac and bone Fgf23 mRNA expression (Figure 1C,D).
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Figure 1. The 5/6 nephrectomized (5/6NXx) rats develop left ventricular (LV) fibrosis, which correlates
with fibroblast growth factor 23 (Fgf23) expression. (A) Representative bright field and polarized
light microscopy images of picrosirius red-stained myocardial tissue of 5/6Nx and sham-operated
rats and quantification of interstitial collagen fiber deposition demonstrating increased LV fibrosis
in 5/6Nx rats (scale bar, 50 um). (B-D) Pearson’s correlations of LV fibrosis with cross-sectional area
of cardiomyocytes, and cardiac and bone Fgf23 mRNA expression as determined by quantitative
real-time PCR using Gapdh as housekeeping gene. Clear dots, sham-operated rats; black dots, 5/6Nx
rats. All values are shown as mean + SEM; ** p < 0.01; n = 5-6 rats per group.
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2.2. Cardiac Expression of RAAS-Associated Genes is Increased in 5/6Nx Rats and Correlates with LV Fibrosis

Studies conducted in neonatal rat hearts and autopsied human hearts postulate the presence
of endogenous RAAS in the heart [20,35], which contributes to cardiac hypertrophy and diastolic
dysfunction [36,37]. Next, we investigated the local expression of RAAS-associated genes in heart tissue
of 5/6Nx rats compared to sham and determined whether induction of uremia modulated the activation
of RAAS. Cardiac-specific expression of Agt, Ren, Ace and ATIR were induced in 5/6Nx rats, although
the latter did not reach statistical significance (Figure 2A-D). Remarkably, enhanced cardiac expression
of Agt, Ace and AT1R correlated with the degree of LV fibrosis (Figure 2E-G), indicating the interaction
of local RAAS activation and fibrotic remodeling in hearts of CKD rats. Interestingly, uremia-induced
cardiac Fgf23 significantly correlated with endogenous Agt mRNA expression (Figure 2H) as first
parameter of the RAAS pathway. As we have shown previously, cardiomyocyte size, cardiac
Fgf23 synthesis and expression of Fgfr4 were negatively associated with pNFAT in 5/6Nx rats [11].
In the present study, LV fibrosis did not correlate with Fgfr4 (r = 0.144, p = 0.346) and activation of NFAT
(r=—0.359, p = 0.154), indicating that LV fibrosis in 5/6Nx rats was not mediated via FGF23-activated
FGFR4/calcineurin/NFAT pathway. Taken together, these in vivo results suggest a direct relationship
between FGF23, local RAAS and the progression of LV fibrosis in experimental uremia.
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Figure 2. Here, 5/6 nephrectomy (5/6Nx) in rats induces cardiac expression of renin-angiotensin
-aldosterone system (RAAS)-associated genes that correlates with left ventricular (LV) fibrosis. (A-C)
Quantitative real-time PCR analyses in 5/6Nx rats show cardiac-specific induction of angiotensinogen
(Agt), renin (Ren) and angiotensin converting enzyme (Ace), while (D) cardiac angiotensin II receptor
type 1 (AT1R) mRNA expression is not significantly induced. (E-G) Pearson’s correlations of LV fibrosis
with cardiac expression of Agt, Ace and ATIR, and (H) of cardiac Fgf23 with Agt mRNA expression.
Clear dots, sham-operated rats; black dots, 5/6Nx rats. All values are shown as mean + SEM; * p < 0.05,
*** p < 0.001; n = 5-6 rats per group.
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2.3. FGF23 Activates Local RAAS in Cardiomyocytes and Cardiac Fibroblasts in vitro by Increasing Expression
of Agt, Ren, Ace and Ngal

To verify the activation of RAAS, we analyzed the impact of FGF23 on RAAS-associated genes in
NRVM and NRCF individually. Agt, Ren, Ace and ATIR were all clearly expressed in both cardiac
cell types. In NRVM, FGF23 stimulation induced Agt and Ren (Figure 3A,B) and slightly increased
Ace expression, although the latter did not reach statistical significance (p = 0.0705) (Figure 3C).
On the contrary, FGF23 treatment did not alter mRNA expression levels of ATIR in NRVM (Figure 3D).
However, as an indirect approach to determine FGF23-mediated production of Angll and aldosterone,
we quantified the expression of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (Ngal), which is a direct
marker for mineralocorticoid receptor (MR) activation [38]. In NRVM, Ngal was induced in response
to treatments with FGF23 and aldosterone as positive control (Figure 3E).
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Figure 3. FGF23 induces RAAS-associated genes in neonatal rat ventricular myocytes (NRVM)
and cardiac fibroblasts (NRCF) in vitro as shown by quantitative real-time PCR. (A-D) In NRVM,
FGEF23 treatment increases the mRNA expression of angiotensinogen (Agt) and renin (Ren), whereas
the effects of FGF23 on angiotensin converting enzyme (Ace) and angiotensin II receptor type 1
(AT1R) expression levels are not statistically significant. (E) FGF23 and aldosterone (Aldo) induce

the mRNA expression
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of neutrophil gelatinase-associated lipocalin (Ngal) in NRVM. (F-I) In NRCF, Agt, Ace and Ren
mRNA expressions are enhanced after FGF23 treatment, but FGF23 does not significantly induce
ATIR. (J) Ngal mRNA expression is elevated upon FGF23 and aldosterone stimulation. All values are
shown as mean + SEM; * p < 0.05, ** p < 0.01, ** p < 0.001, *** p < 0.0001 versus control; n = 6-8
independent cell isolations.

In NRCE Agt, Ren and Ace were markedly induced by FGF23 (Figure 3F-H). A potential influence
of FGF23 on AT1R mRNA expression was not statistically significant (p = 0.1801; Figure 3I). Nevertheless,
consistent with FGF23-mediated effects observed in NRVM, Ngal expression in NRCF was stimulated
by FGF23 and aldosterone (Figure 3J). In summary, these data affirmed our recent findings on
FGF23-enhanced cardiac expression of Agt [31] and suggest that FGF23 further stimulates RAAS by
induction of Ren and Ace in cardiomyocytes and cardiac fibroblasts in vitro. Moreover, the elevation of
Ngal mRNA levels points towards an increased aldosterone activity because of FGF23 treatment in
both cardiac cell types.

2.4. FGF23-Induced Hypertrophy in Cultured Cardiomyocytes is Prevented by Cyclosporine A, Losartan
and Spironolactone

In order to distinguish between FGF23-mediated cardiac hypertrophy via induction of
calcineurin/NFAT pathway or activation of RAAS, we stimulated NRVM with FGF23 in the presence
and absence of calcineurin inhibitor cyclosporine A (CsA), angiotensin receptor blocker losartan
(Los) and steroidal mineralocorticoid receptor (MR) antagonist spironolactone (Spiro) followed by
quantification of cardiomyocyte cell size as demonstrated by fluorescent-labeled sarcomeric x-actinin
staining and expression of prohypertrophic NFAT target genes. In line with previous experimental
studies [8,9], FGF23 stimulation resulted in hypertrophic growth of NRVM and induction of atrial
natriuretic peptide (ANP) and brain natriuretic peptide (BNP), well-established markers for cardiac
hypertrophy [39], which were inhibited by co-treatment with CsA (Figure 4A-C). Importantly, blockade
of AT1R by Los and MR by Spiro also prevented FGF23-mediated cardiomyocyte cell hypertrophy to
the same extent as CsA (Figure 4A). Moreover, the induction of ANP and BNP by FGF23 was clearly
suppressed in the presence of Los, whereas inhibition of hypertrophic genes by co-treatment with Spiro
did not reach statistical significance (Figure 4B,C). Phenylephrine served as positive control for cardiac
hypertrophy and induction of ANP and BNP [40]. Taken together, besides the established activation
of calcineurin/NFAT pathway by FGF23, our data suggest a RAAS-mediated signaling cascade of
FGF23-induced cardiac hypertrophy.

Ctrl  FGF23 FGF23 FGF23 FGF23
+CsA +Llos + Spiro

ANP
(27-ddCT)
BNP
(27-ddCT)

Ctrl FGF23 FGF23 FGF23 FGF23 PE ) Ctl  FGF23 FGF23 FGF23 FGF23 PE
+CsA +Llos + Spiro +CsA +Llos + Spiro

Figure 4. FGF23-induced hypertrophy in cultured NRVM is prevented by cyclosporine A (CsA),
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losartan (Los) and spironolactone (Spiro). (A) Representative immunofluorescent images of NRVM
stained with sarcomeric x-actinin (green) and DAPI (blue) (scale bar, 50 pm), and quantification of
NRVM size show significant induction of hypertrophic growth after treatment with FGF23, which is
ameliorated by co-treatment with CsA, Los and Spiro. Phenylephrine (PE) served as positive control.
(B,C) Quantitative real-time PCR analyses reveal FGF23-mediated increase of mRNA expression of
prohypertrophic markers ANP and BNP, which is inhibited by CsA, Los and Spiro. Gapdh served
as housekeeping gene. All values are shown as mean + SEM; ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001
versus control; § p < 0.05, 8558 p < 0.0001 versus FGF23; 1 = 5-9 independent cell isolations.

2.5. FGF23-Mediated Induction of Profibrotic Markers TGFB, CTGFE and Collagen 1 is Attenuated by Inhibition
of AT1R and MR

Due to stress stimuli or cardiac injury, Angll and aldosterone are induced and promote
the differentiation of cardiac fibroblasts into activated myofibroblasts [23,41]. Myofibroblasts proliferate
and migrate within the cardiac tissue and induce collagen synthesis and extracellular matrix (ECM)
remodeling, which finally results in fibrosis and cardiac dysfunction. On the molecular level, AnglI binds to
AT1R and induces the expression of ECM proteins, transforming growth factor 3 (TGF) and endothelin-1
among others via activation of different signaling mediators. TGFf3 binds to a heterodimer complex of TGFf3
receptors and the fibrotic effect is further enhanced [42]. By using fibrosis PCR array analysis, we recently
showed that FGF23 stimulated above-mentioned fibrosis-associated factors in NRVM and NRCF [31].
However, it is unclear whether FGF23 induces cardiac fibrosis via calcineurin/NFAT signaling [43] or
through activation of RAAS. Thus, we stimulated NRCF with FGF23 in the presence or absence of CsA,
Los and Spiro and investigated proliferation, TGFf3 and connective tissue growth factor (CTGF) induction
as key mediators of fibrotic remodeling [42] and collagen (COL) production as functional endpoint of
fibrosis [44]. TGFP and Angll served as positive controls for induction of profibrotic markers [23,42]
as well as for proliferation of NRCF [45,46]. FGF23 promoted the proliferation of NRCF to the same
extent as TGFf3 and Angll but FGF23-mediated proliferation was neither suppressed by inhibition of
calcineurin nor by Los or Spiro co-treatment (Figure 5A). FGF23 enhanced Tgfb and Ctgf mRNA levels,
which were reduced by pharmacological blockade of AT1R and MR (Figure 5B,C). However, only the latter
reached levels of statistical significance. Interestingly, FGF23-stimulated Coll expression was attenuated
by inhibition of calcineurin through CsA and blockade of RAAS by co-treatment with Los and Spiro
(Figure 5D). These data indicate that FGF23 mediates the induction of fibrotic remodeling mediators
mainly through the activation of RAAS followed by Angll and aldosterone synthesis.
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Figure 5. FGF23 stimulates the proliferation of NRCF and induces the expression of the profibrotic
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markers collagen 1 (Col1), transforming growth factor beta 1 (Tgfb) and connective tissue growth factor
(Ctgf). (A) The proliferation of NRCF increases in response to stimulation with FGF23, which was
not inhibited in the presence of cyclosporine A (CsA), losartan (Los) or spironolactone (Spiro)
as demonstrated by MTS-based proliferation assay. (B-D) The mRNA expression of Tgfb, Ctgf
and Col1 in NRCF is increased upon FGF23 stimulation as measured by quantitative real-time PCR.
Co-treatment with Los and Spiro inhibits the induction of fibrotic markers by FGF23, while CsA has
lesser effects. TGFf3 and angiotensin II (Angll) served as positive controls. Horizontal dotted lines
represent the level of controls. All values are shown as mean + SEM; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
% 1) < 0.0001 versus control; § p < 0.05 versus FGF23; n = 5-9 independent cell isolations.

3. Discussion

One of the main causes of CVD in CKD are the increased circulating FGF23 levels, which were
shown to induce LVH via the calcineurin/NFAT pathway [9,33] and to contribute to cardiac fibrosis
through the activation of profibrotic factors [31,34]. In addition, both clinical and experimental
research has shown increased activation of systemic RAAS in CKD [47,48], e.g., due to increased
sympathetic activity [49] and reduced glomerular filtration rate leading to increased blood volume [50],
which might further promote LVH and fibrosis in these patients. Whether a stimulated local RAAS in
the heart contributes to CVD in CKD has not yet been extensively investigated. Although, FGF23 is
discussed to stimulate RAAS [27,29,31], which may be an alternative mechanism for the progression of
FGF23-mediated cardiac pathologies, the underlying molecular mechanisms are not well understood,
yet. The present study showed that experimental uremia and FGF23 stimulation induced the activation
of cardiac RAAS promoting LVH and cardiac fibrosis, which could be pharmacologically blocked by
losartan and spironolactone in vitro. In particular, we showed considerable induction of RAAS genes in
heart tissue of 5/6Nx rats, which correlated with the degree of LV fibrosis. Thus, local RAAS activation
potentially contributes to the progression of CVD as comorbidity in renal failure. The local induction
of RAAS genes in the heart supported recently published data from Beraldo et al. showing enhanced
expression of AGT, ACE, and AT1R in heart tissue of 5/6Nx rats [51]. However, the expression levels of
all three genes were higher in the present study which might be due to a longer CKD progression (twelve
weeks versus eight weeks) and a different 5/6 renal ablation (two-step versus single-step surgery).
Our data further complies with findings on increased Agt formation and elevated levels of local Angll
in hearts of uremic rats and heart failure patients [52,53]. In the present study, cardiac Fgf23 correlated
with Agt expression in experimental uremia and FGF23 increased expression of RAAS-associated genes
in both NRVM and NRCF in vitro, confirming previous work of our research group [31]. In NRVM
and NRCF, FGF23 stimulated Ren mRNA most likely by direct effects. However, the increased Ren
expression in myocardial tissue of 5/6Nx rats might also result indirectly from FGF23-mediated
inhibition of active vitamin D synthesis in CKD. FGF23 decreases renal 1,25(OH), D3 levels by both
promoting its degradation and downregulating its synthesis [29], whereas active vitamin D in turn
has been shown to decrease Ren mRNA levels in kidney-derived cells in vitro [30], and specifically
in the heart of vitamin D receptor knockout mice [54]. Moreover, Freundlich et al. attributed
cardioprotective effects of the vitamin D analog paricalcitol to the suppression of cardiac Agt and Ren
expression in 5/6Nx rats [52]. In consideration of FGF23-induced downregulation of vitamin D [29],
these findings suggest another molecular mechanism of FGF23-triggered myocardial RAAS activation
that promotes LVH. Nevertheless, it has to be further proven whether the FGF23-mediated induction
of Ren in cardiac cells results from a local downregulation of 1,25(0OH), D5 synthesis.

Although AT R was not regulated on transcriptional level in NRVM and NRCF, Ngal, as target of
the MR and indirect surrogate marker for aldosterone activity, was significantly induced upon FGF23
stimulation in vitro. These data suggest that FGF23 stimulated the activation of RAAS and thereby,
resulting in enhanced Angll and aldosterone synthesis to further trigger cardiac hypertrophy
and fibrosis. However, Ngal per se also correlates with the progression of CVD in CKD patients [55,56]
and mediates cardiac fibrosis in mice after myocardial ischemia [57]. The present study supports these
findings by demonstrating a protective role of MR inhibition by spironolactone on FGF23-mediated
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hypertrophic growth of NRVM, induction of prohypertrophic genes and fibrosis-associated factors
TGEFf, CTGF and collagen 1.

Multiple in vivo and in vitro studies demonstrated that FGF23-induced LVH is mediated by FGFR4
and successive phospholipase Cy/calcineurin/NFAT signaling [8,9,14]. This is further consolidated
by the present data on hypertrophic growth of NRVM and induction of fetal NFAT target genes ANP
and BNP in response to FGF23 treatment. Furthermore, our findings confirm that FGF23-induced
hypertrophy is prevented by pharmacological inhibition of calcineurin in vitro. It was shown in mice
and patients that AnglIl and aldosterone induce LVH through inflammatory processes, which then
is attenuated by treatment with angiotensin receptor blocker (ARB) and mineralocorticoid receptor
antagonists (MRA), respectively [22,23,25]. Mhatre et al. recently showed that FGF23 and AngllI
induce a Ca?* release from nucleoplasmic Ca?* stores in NRVM, which was associated with cellular
hypertrophy [58]. In addition, they demonstrated the inhibition of FGF23-induced cellular hypertrophy
by losartan. Furthermore, FGF23 stimulation induced intracellular synthesis and secretion of Angll
in NRVM [58], indicating that Angll mediates FGF23-triggered hypertrophy in vitro. In addition to
the findings of Mhatre et al., inhibition of MR and ARB, in the present study, exerted similar protective
effects on FGF23-mediated NRVM hypertrophy on cellular and gene expression level. Beyond that,
our findings further point to an interaction of FGF23 and activated RAAS in cardiac fibrosis.

Pathological LVH is accompanied by cardiac fibrosis, which is enhanced in patients with
CKD [59]. Accordingly, experimental uremia induced by 5/6Nx in rats enhanced LV fibrosis,
which correlated with cardiomyocyte size. FGF23-mediated LVH is well documented [8,9,11,14,33],
whereas the association to cardiac fibrosis is controversial [31,34]. Recently, FGF23 has been
found to promote fibrosis in injury-primed renal fibroblasts through activation of both TGF{/Smad
and FGFR4/PLCy/calcineurin/NFAT signaling [60,61], and to cause cardiac fibrosis by upregulating
-catenin and TGFf in vitro and after myocardial infarction in vivo [34]. Using a fibrosis RT-PCR
array in myocardial tissue of CKD patients on dialysis, AGT, TGFf receptor/Smad complexes, TGFB
and CTGF were significantly enhanced compared to controls, accompanied with more pronounced
interstitial collagen fiber deposition, whereas in NRCF stimulated with FGF23 show no alteration
of, Agt, Tgfb and Ctgf. However, FGF23 induced TGFf} receptor/Smad complexes, collagen synthesis
and extracellular matrix remodeling factors in vitro [31]. Whether FGF23 induces profibrotic processes
in the heart and whether this is mediated via calcineurin/NFAT or additional pathways still remains
unclear. Here, enhanced LV fibrosis correlated with both bone and cardiac-specific Fgf23 expression,
implying a causal relation, which was further supported by in vitro findings on FGF23-induced
Tgfb, Ctgf and Coll expression and proliferation of NRCF. Although, Coll was slightly reduced,
Tgfb and Ctgf were not suppressed by inhibition of calcineurin through CsA in NRCE, which is
in contrast to FGF23-triggered fibrosis in the kidney via calcineurin/NFAT [61]. Alternatively, our
data suggest FGF23 promotes cardiac fibrosis by activating local RAAS, since LV fibrosis of 5/6Nx
rats significantly correlated with enhanced cardiac mRNA expression levels of Agt, Ace and ATIR,
and FGF23-induced fibrotic processes were prevented by co-treatment with Los and Spiro in NRCF.
Both Angll and aldosterone cause myocardial fibrosis in mice, which may be attenuated by ARB
and MRA, respectively [22,23,41,50].

The inductions of AGT, REN, ACE and AT1R on transcriptional level were shown to be mediated
by the transcription factor activator protein 1 (AP-1), e.g., via activation of ERK1/2 [62-65]. In addition,
the induction of AGT was further linked to activation of signal transducer and activator of transcription 3
(Stat3), glucocorticoid receptor, and CCA AT/enhancer-binding protein beta (CEBP-f3) [66]. Interestingly,
in atrial fibrillation, FGF23 mediated profibrotic response via Stat3 and Smad pathways in cardiac
fibroblasts [67], and CEBP-f3 was significantly upregulated in myocardial tissue of patients on dialysis,
which showed enhanced LVH and LV fibrosis [31]. Since FGF23 directly induced genes of RAAS in
NRVM and NRCE, specific signaling mediators and transcription factors should be investigated in
future studies.
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One limitation of the present study is the associative nature of the invivo data.
Moreover, the removal of one kidney and the excision of 2/3 of the other kidney cause a large
amount of kidney bleeding and infection, which on the one hand, increase the postoperative mortality
of the animals, and on the other hand, can induce side effects such as inflammation, which might
affect the investigated results. However, the 5/6Nx rat model of CKD is a well-established model of
experimental uremia and widely used for several decades. Thereby it was shown that 5/6Nx in rodents
shares features with the progressioin of human CKD, e.g., progressive loss of glomerular filtration
rate, glomerulosclerosis, tubulointerstitial fibrosis, and proteinuria [68]. Thus, it is an excellent animal
model for the translation to human disease, because 5/6Nx to rats and mice is a good stimulation of
renal failure after loss of kidney function in humans [69,70].

Taking all results into account, our findings elucidate clinically observed interactions of elevated
FGF23 levels and efficacy of RAAS inhibitors. In the Prevention of Events with Angiogensin Converting
Enzyme Inhibition (PEACE) trial, FGF23 levels were associated with increased risk of cardiovascular
death or heart failure even when adjusted for renal function and established cardiovascular markers,
and, intriguingly, ACE inhibition by trandolapril significantly reduced these risks, but only for patients
in the top quartile of FGF23 plasma concentrations [71]. These insights in patients with stable ischemic
heart disease were also noticed in heart failure patients, who only benefited from ACE inhibition in
case of elevated FGF23 levels [72].

In summary, we demonstrated an activation of endogenous cardiac RAAS in experimental
uremia correlating with the progression of LV fibrosis and in response to FGF23 treatment in
cardiomyocytes and cardiac fibroblasts in vitro. Our data confirm that FGF23-induced hypertrophic
growth of cardiomyocytes is mediated by calcineurin/NFAT signaling and support the hypothesis
that FGF23-mediated activation of local RAAS in the heart promotes cardiac hypertrophy and fibrosis
in vitro and in vivo. These findings may at least partly explain why increased FGF23 plasma levels are
associated with a better response to ACE inhibitor therapy in stable ischemic heart disease and chronic
systolic heart failure [71,72].

4. Materials and Methods

4.1. Animal Experiments

The 5/6 nephrectomy (5/6Nx) and sham operation was performed in each n = 6 male Sprague
Dawley rats as described previously [73]. Twelve weeks after surgery, animal weights were
recorded, hearts were isolated and weighted, cardiac mid-chamber sections were fixed in 4%
paraformaldehyde followed by paraffin-embedding for histological analysis, and residual cardiac
tissue was snap-frozen in liquid nitrogen for molecular analysis. All experimental procedures
were performed in accordance with the national animal protection guidelines from Directive
2010/63/EU of the European Parliament on the protection of animals used for scientific purposes,
and approved by the Landesamt fiir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei (LALLF)
Mecklenburg-Vorpommern (LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-024/06). The description of the rat cohort
and the determination of cardiac hypertrophy and FGF23/FGFR4 signaling pathway inducing LVH
was published before [11].

4.2. Picrosirius Red Staining and Quantification of Myocardial Fibrosis

After deparaffinization in xylene followed by hydration in descending alcohol series, three pm
thick cardiac mid-chamber sections were incubated in picrosirius red solution in 1.2% picric acid.
For determination of cardiac fibrosis, five pictures per rat were taken using a 20X objective on a Zeiss
Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss Microscopy, Goettingen, Germany) and quantification of
interstitial collagen fibers were performed with Image J software [74,75].
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4.3. Isolation and Culture of Neonatal Rat Ventricular Myocytes (NRVM) and Cardiac Fibroblasts (NRCF)

Cells were isolated from one-day-old neonatal Sprague-Dawley rats by Percoll gradient
as described previously [76]. In brief, hearts were extracted and digested in collagenase II (Worthington
Biochemical, Lakewood, NJ, USA) and pancreatin (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) solution.
Cells were then separated into an upper phase of NRCF and a lower phase of NRVM by centrifugation
in Percoll gradient. Then 6 x 10° NRVM were seeded on 6 cm cell culture plates coated with 0.5% gelatin
in NRVM plating medium including DMEM (Biochrom, Berlin, Germany) with 20% M199 (Pantech
Biosolutions, Ruggel, Liechtenstein), 5% fetal bovine serum (FBS) (Serana Europe, Pessin, Germany)
and 10% horse serum. Likewise, 6 x 10° NRCF were seeded on 6 cm cell culture plates using NRCF
plating medium (DMEM with 10% FBS). NRVM were used on the second day after isolation and NRCF
were used from passage 1-2.

4.4. Stimulation of Isolated NRVM and NRCF

NRVM and NRCF were starved overnight in DMEM with 20% M199 and DMEM with 1% FBS,
respectively. The next day, NRVM and NRCF were stimulated for 48 h with recombinant human
FGF23 (NRVM, 100 ng/mL; NRCEF, 10 ng/mL; R&D Systems, Wiesbaden, Germany) alone and in
combination with 100 nM cyclosporine A (CsA), 1 uM losartan (Los) or 10 uM spironolactone (Spiro).
Angiotensin II (Angll) at 100 nM, aldosterone (Aldo) at 100 nM, transforming growth factor 1 (TGFf)
at 0.5 ng/mL, and phenylephrine (PE) at 20 uM (all from Bio-Techne/Tocris, Wiesbaden, Germany)
served as positive controls.

4.5. Immunofluorescence Staining and Morphometry of Cultured NRVM

For immunofluorescence-based quantification of NRVM size, cells were fixed with 4%
paraformaldehyde in DPBS and permeabilized by 0.25% Triton X-100. Cells were incubated
with mouse monoclonal antibody against sarcomeric x-actinin at 3 pg/mL (EA-53; Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany) in 2.5% BSA in DPBS for 1 h followed by secondary Cy3-conjugated goat
anti-mouse antibody at 2 ug/mL (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) in 2.5% BSA in DPBS
for 30 min. For visualization of nuclei, NRVM were incubated with 4’,6-diamidino-2-phenylindole
at 200 ng/mL (DAPI; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany) in DPBS for 12 min. Images of NRVM
were taken on a Zeiss Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss Microscopy, Goettingen, Germany)
with a 20x objective. Average cardiomyocyte cell size was quantified by measuring at least 100 cells
per group using Carl Zeiss Zen software.

4.6. RNA Isolation, cDNA Synthesis and Quantitative Real-Time PCR Analysis

For total RNA isolation from cells and rat hearts, the RNeasy Mini Kit was used according to
the manufacturer’s protocol. 500 ng mRNA was transcribed into cDNA according to the data sheet of
the QuantiTect Reverse Transcription Kit. Real-time polymerase chain reaction was run in triplets on
a 7900 HT Fast RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) using the QuantiFAST
SYBR Green PCR Kit (all kits from Qiagen, Hilden, Germany). For rat primer sequences see Table 2.
Relative gene expression levels of stimulated cells compared to control-treated cells were calculated by
the use of the 2744CT method using SDS Software v2.4 (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany)
and Gapdh served as a housekeeping gene.

4.7. Cell Proliferation Assay

Firstly, 5000 NRCF per well were seeded on a 96-well plate in quadruplicates per group.
After stimulation for 48 h, 20 pL. of MTS-based CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay (Promega, Mannheim, Germany) was added per well and incubated for 4 h followed
by measuring the absorbance at 490 nm with a Tecan M200 Infinite Pro 96-well plate reader
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(Tecan, Crailsheim, Germany). Values of absorbance were presented as percent proliferation of

control cells.

Table 2. Rat primer sequences for quantitative real-time PCR analysis.

Gene Forward (5’-3') Reverse (5'-3')

Gapdh ACTCCACGACATACTCAGCAC CATCAACGACCCCTTCATT
Agt CAGCACGACTTCCTGACTTGGAT GGATGCTGTGA GAACCTCTCCCA
Ren AGGATCAGTGCTGAATGGGGTGA GGTTGTGAATCTCACAGGCAGTGT
Ace TGCCTAGATCCCAAGGTGACTTTGA CAACTTCATGGCATCTGCCAGCA

ATIR GCTCTGCCACATTCCCTGAGTTA CTTGGGGCAGTCATCTTGGATTCT
Ngal GATGTTGTTATCCTTGAGGCCC CACTGACTACGACCAGTTTGCC

ANP AAATCCCGTATACAGTGCGG GGAGGCATGACCTCATCTTC
BNP CCAGAACAATCCACGATGC TCGAAGTCTCTCCTGGATCC
Coll AAGGGTCCTTCTGGAGAACC TGGAGAGCCAGGGAGACCCA
Tefb GCAACAACGCAATCTATGAC CCCTGTATTCCGTCTCCTT
Ctef CTGGAAGACACATTTGGCCC CAGAAGGTATTGTCATTGGT

4.8. Statistical Analysis

Values are presented as mean + standard error of mean (SEM) using GraphPad Prism software
7.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Gaussian’s distribution was analyzed by Shapiro Wilk or
D’Agostino Pearson test and differences between groups were compared by the use of 2-tailed t-test or
Mann-Whitney U test, respectively. Correlation analyses between parameter in sham and 5/6Nx rats
were done by Pearson’s correlation using SPSS software version 25 (IBM, Armonk, NY, USA). p values
<0.05 were considered as statistically significant.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die im Folgenden kursiv geschriebenen Angaben von Abbildungen und Tabellen
beziehen sich auf die Daten in der Publikation.

Bei Patienten mit CKD liegen stark erhohte FGF23-Serumspiegel vor,?® die mit der
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen, LVH und Fibrose des Herzens assoziiert
sind.824 Das chronische renokardiale Syndrom, auch kardiorenales Syndrom Typ 4,
fihrt durch Flassigkeitstiiberschuss zu erhdhter Vor- und Nachlast, zu kardialem
Remodeling, LVH und zahlreichen weiteren pathologischen Veranderungen von Herz
und Niere.® Die chronische Aktivierung des RAAS bei CKD38 tragt zur Entwicklung der
kardialen Hypertrophie und Fibrose bei.“%%” Zusétzlich zum systemischen RAAS
existiert im Herzen ein lokales RAAS®™-53, jedoch wurden bisher noch nicht alle
Komponenten dessen in den einzelnen Zelltypen des Herzens untersucht. Unsere
Arbeitsgruppe konnte kurzlich in PCR-Array-Analysen eine verstérkte Expression von
Agtin NRVM nach FGF23-Stimulation zeigen.5* Parallel fanden Mhatre et al. Hinweise
daflr, dass FGF23 Uber Ang Il zur Hypertrophie von NRVM flhrt.68 In dieser Arbeit
sollte geklart werden, ob FGF23 zusatzlich zum bekannten Signalweg Uber
Calcineurin/NFAT auch Uber eine Aktivierung des intrakardialen RAAS eine kardiale
Hypertrophie ausldst.

41 FGF23 fiihrt in 5/6Nx-Ratten Uber die Calcineurin/NFAT-Signalkaskade zur
kardialen Hypertrophie

Wie zuvor beschrieben,¢ zeigten die 5/6Nx-Ratten 10 Wochen nach Urédmiebeginn ein
erhdhtes relatives Herzgewicht, vergréBerte Kardiomyozyten, eine erh6hte mRNA-
Expression von Fgf23 in Herz- und Knochengewebe sowie eine verringerte
Phosphorylierung von NFAT, was auf eine Aktivierung des Calcineurin/NFAT-
Signalwegs durch die Uramie hinweist (Tabelle 1). Dabei korrelierte die GréBe der
Kardiomyozyten mit der Expression von Fgf23 im Herzgewebe, was auf FGF23 als
Ausléser der kardialen Hypertrophie bei stark verringerter Nierenfunktion hindeutet.

Zusatzlich zur LVH entwickelten die 5/6Nx-Ratten eine linksventrikulare Fibrose, die
mit der Fgf23-Expression in Herz und Knochen und der KardiomyozytengréBe
korrelierte (Abbildung 1). Letzteres deutet darauf hin, dass es sich bei der vorliegenden
LVH um eine pathologische Hypertrophie handelt und nicht um eine Anpassung an
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physiologische Stimuli, wie etwa vermehrte korperliche Aktivitat.®® Auch und gerade
bei Patienten mit CKD tritt das fibrotische Remodeling zeitgleich mit der LVH auf.”® Die
Korrelation der Fgf23-Expression in Herz und Knochen mit der linksventrikularen
Fibrose deutet darauf hin, dass ein bisher kontrovers diskutierter Zusammenhang
zwischen FGF23 und der Entwicklung einer kardialen Fibrose®*7! bestehen konnte.

4.2 Die intrakardiale Expression von Agt, Ren, Ace und AT1R ist bei Ratten nach

5/6-Nephrekiomie  erhdht und korreliert mit der Ausbildung der

linksventrikularen Fibrose

Um unserer Hypothese, dass FGF23 auch Uber eine Aktivierung des kardialen RAAS
zur LVH fuhrt, nachzugehen, bestimmten wir die Expression von Agt, Ren, Ace und
AT1R im Herzgewebe der 5/6Nx-Ratten im Vergleich zu den Sham-operierten
Kontrolltieren. Die intrakardiale Expression der vier Faktoren des RAAS war in allen
Tieren nachweisbar, wobei die mMRNA-Level von Agt, Ren und Ace in den urdmischen
Ratten signifikant hdéher waren als in der korrespondierenden Sham-Gruppe
(Abbildung 2A-C). Die Expression von AT1R stieg in den 5/6Nx-Ratten ebenfalls an,
verpasste mit p=0,0566 die statistische Signifikanz allerdings knapp (Abbildung 2D).
Diese Daten passen zu einer kurz von unserer Arbeit verdffentlichten Studie von
Beraldo et al., die ebenfalls eine LVH und kardiale Fibrose sowie eine erh6hte mRNA-
Expression von Agt, Ace und AT1R im Herzgewebe von 5/6Nx-Ratten acht Wochen
nach Induktion der Uramie zeigen konnten.>% Einen Bezug zur FGF23-Synthese in den
urdmischen Ratten stellten Beraldo et al. dabei nicht her. Die Induktion von Agt, Ace
und ATT1R nach 5/6-Nephrektomie korrelierte in unserer Studie mit dem Grad der
linksventrikularen Fibrose (Abbildung 2E-G) und die Fgf23-Expression im Herzgewebe
korrelierte mit der mRNA-Expression von Agt (Abbildung 2H). Diese Daten deuten
darauf hin, dass das kardiale FGF23 Einfluss auf die Induktion des Ausgangspunktes
des RAAS hat und so zur Ausbildung eines pathologischen Herzph&anotyps beitragen
kann. Dies bestatigt die Daten einer vorangegangenen Studie unserer Arbeitsgruppe,
in der eine erhdhte AGT-Expression im Herzgewebe von CKD-Patienten sowie in
FGF23-stimulierten NRVM gezeigt wurde.>

Die Erhéhung der Ren-Expression in den Herzen der urdmischen Tiere kann neben
einer direkten Stimulation durch FGF23 auch dadurch bedingt sein, dass die
Hemmung von Renin durch das in der Urdmie reduzierte Vitamin D38 verringert wird.
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Eine erhdhte Konzentration von FGF23 kann so indirekt zur Aktivierung des RAAS und
damit zur Entstehung einer LVH und Fibrose flhren. Diese Theorie wird davon
unterstltzt, dass Paricalcitol, ein Agonist des Vitamin D-Rezeptors, in 5/6Nx-Ratten

sowie CKD-Patienten die Uramie-bedingte kardiale Hypertrophie verringert.”?

4.3 Agt, Ren, Ace und AT1R werden in NRVM und NRCF exprimiert und teilweise
durch FGF23-Stimulation induziert

Zur Verifizierung der FGF23-induzierten pathologischen Hypertrophie in Hinblick auf
die Beteiligung eines intrakardialen RAAS ohne im Rattenmodell eventuell vorliegende
systemische Confounder flhrten wir in vitro-Studien mit NRVM und NRCF durch. In
beiden Zelltypen konnten wir die Expression von Agt, Ren, Ace und AT1R nachweisen
(Abbildung 3A-D und F-I). Die Expression von Agt und Ren in NRVM und NRCEF ist
vorbeschrieben,%? ACE und AT1R wurden bisher in Herzgewebe von Mensch und
Ratte nachgewiesen,3 nicht jedoch in isolierten Herzzelltypen. Somit konnten wir die
Existenz eines lokalen kardialen RAAS bestatigen und um das Vorkommen in
unterschiedlichen kardialen Zelltypen ergénzen.

Die Expression von Agtund Ren stieg unter Stimulation mit rFGF23 in beiden Zelltypen
an (Abbildung 3 A-B und F-G). Die erhéhte Expression von Agtin NRVM nach FGF23-
Stimulation wurde von unserer Arbeitsgruppe zuvor schon beschrieben.®* Unsere
Beobachtungen, dass auBerdem die Expression von Ren ansteigt und beide Gene
auch in NRCF durch FGF23 induziert werden, sind hingengen neu. Zudem zeigte sich
in NRCF eine Induktion der Ace-Expression (Abbildung 3H). Auch wenn die mRNA-
Expression des AT1R in NRVM und NRCF durch die Behandlung mit rFGF23
unverandert blieb (Abbildung 3D und ), konnten wir eine Induktion von Ngal
nachweisen (Abbildung 3E und J). Das Neutrophilengelatinase-assoziierte Lipocalin
(NGAL) ist ein Glycoprotein, das von neutrophilen Granulozyten als Reaktion auf
Inflammation freigesetzt wird.”3’4 Da NGAL auch durch eine vermehrte
Aldosteronsynthese von neutrophilen Granulozyten ausgeschuttet wird, gilt es als
Marker flir die Aktivitat des Mineralokortikoidrezeptors (MR).”® So liegt im Herzgewebe
von doppelt-transgenen Mausen mit einer Kardiomyozyten-spezifischen MR-
Uberexpression und von Wildtyp-M&usen nach Gabe von Aldosteron sowie in
Aldosteron-stimulierten klonalen Kardiomyozyten von Ratten-Embryonen eine erhdhte
Expression von Ngal vor.”®
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Zusammenfassend zeigen unsere in vitro-Daten aus den NRVM und NRCF eine
FGF23-vermittelte Induktion der RAAS-Komponenten und deuten auf eine erhdhte
Aldosteronaktivitat hin. Daraus I&sst sich schlieBen, dass die erhdhte kardiale und
ossare Synthese von FGF23 auch im Tiermodell der experimentellen Uréamie eine
vermehrte Aktivierung des intrakardialen RAAS bedingen kdnnte.

44 FGF23 fuhrt durch die Aktivierung des intrakardialen RAAS zum hypertrophen
Wachstum von NRVM in vitro

Um den Einfluss der FGF23-vermittelten Aktivierung des intrakardialen RAAS im
Vergleich zum Calcineurin/NFAT-Signalweg bewerten zu kbnnen, fihrten wir in NRVM
Kostimulationen mit rFGF23 und CsA, dem Angiotensin-Rezeptorblocker (ARB)
Losartan sowie dem MR-Blocker Spironolacton durch. Wie bereits in experimentellen
Studien vorbeschrieben,2324 flihrte die Stimulation der NRVM mit rFGF23 zu einem
hypertrophen Wachstum der Kardiomyozyten und einer gesteigerten Expression der
prohypertrophen Marker ANP und BNP. Beides konnte durch Kostimulation von
rFGF23 mit CsA gehemmt werden (Abbildung 4A-C). Die Kostimulation mit Losartan
konnte sowohl das FGF23-induzierte hypertrophe Zellwachstum als auch die
gesteigerte ANP- und BNP-Expression der NRVM in gleichem AusmalB wie CsA
hemmen. Aufféllig war, dass die Kostimulation mit Spironolacton das hypertrophe
Wachstum durch FGF23 ebenfalls unterdriicken konnte, wéahrend sie auf die
Expression der hypertrophen Marker keinen statistisch signifikanten Einfluss hatte
(Abbildung 4A-C). Diese Ergebnisse bestatigen unsere Forschungshypothese, dass
FGF23 abgesehen vom gut beschriebenen Calcineurin/NFAT-Signalweg auch Uber
die Aktivierung des intrakardialen RAAS eine kardiale Hypertrophie auslésen kann.
Die Aktivierung des lokalen RAAS im Herzgewebe kdnnte demnach auch zur
Ausbildung kardiovaskularer Erkrankungen bei CKD beitragen. Die Hemmung der
kardialen Hypertrophie durch Spironolacton in vitro unterstreicht die zuvor
beschriebene Korrelation von NGAL mit dem kardialen Remodeling nach
Myokardinfarkt in Wildtyp-Mausen, die Korrelation zwischen erhdhtem Serum-NGAL
und einer reduzierten Ejektionsfraktion des linken Ventrikels bei Patienten mit
stattgehabtem Myokardinfarkt’” sowie die Assoziation von erhdhtem NGAL im Plasma
mit dem gehauften Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen bei Patienten mit CKD.”®
Ob der ARB Losartan im Gegensatz zu Spironolacton die FGF23-induzierte
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Expression prohypertropher Gene effektiver reduzieren kann, weil es die Wirkung von
Ang Il vermindert, Aldosteron weniger freigesetzt wird und der Ansatzpunkt nicht wie
bei Spironolacton erst am MR liegt, muss in folgenden Studien genauer untersucht
werden. Die Ergebnisse von Mhatre et al., die eine Verbindung der FGF23-induzierten
Hypertrophie mit einer erhdhten Produktion und Sekretion von Ang |l statuieren,8
wirden diese Hypothese unterstitzen. Sie zeigten in NRVM, dass sowohl Ang Il als
auch FGF23 Uber eine erhbhte Calcium-Freisetzung aus dem nukleoplasmatischen
Calcium-Speicher eine kardiale Hypertrophie induzieren, die mit Losartan geblockt

werden konnte.

45 Neue Erkenntnisse unserer Studie

Wir konnten in dieser Arbeit erstmalig die vollstandige Existenz eines lokalen kardialen
RAAS mit den Komponenten Agt, Ren, ACE und AT1R im Rattenherzgewebe in vivo
sowie in Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten neonataler Ratten in vitro zeigen.
Des Weiteren ist das intrakardiale RAAS sowohl nach experimenteller Urdmie in der
Ratte als auch durch Stimulation mit rFGF23 in NRVM und NRCF erhéht und kann zur
Entwicklung einer kardialen Hypertrophie beitragen. Unsere Daten deuten darauf hin,
dass die Hemmung des FGF23-induzierten intrakardialen RAAS durch ARB und MR-
Antagonisten den gleichen antihypertrophen Effekt zeigt wie der Einsatz von
Calcineurin-Inhibitoren. Zusammenfassend wird damit unsere Forschungshypothese
bestétigt, dass FGF23 nicht nur Uber den Calcineurin/NFAT-Signalweg, sondern auch
Uber die Aktivierung des intrakardialen RAAS eine kardiale Hypertrophie begulnstigt,
wodurch sich ein weiterer méglicher Ansatzpunkt einer Therapie oder Prophylaxe der
LVH bei CKD ergibt.

4.6 Therapiemodglichkeiten der FGF23-ausgeldsten kardiovaskuldren
Erkrankungen bei CKD

Erhdohte FGF23-Plasmaspiegel korrelieren mit einem hdéheren Risiko fir
kardiovaskulare Ereignisse und Herzinsuffizienz bei Patienten mit und ohne CKD.”:'3
Bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom ist die FGF23-Plasmakonzentration mit
dem Risiko erneuter kardiovaskularer Ereignisse assoziiert.” Wie in Abbildung 6
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gezeigt, gibt es einige denkbare therapeutische Optionen der FGF23-vermittelten

hypertrophen Signalkaskade.

RAASI
ACEZj‘ Vitamin D

FGF23-AK

FGF237, KIOthO‘I/\ /EZ;:jftnlliing
FGRRA -~

CKD

Klotho
’ FGFR4-AK

Abbildung 6. Darstellung mdoglicher therapeutischer Optionen, um ein FGF23-
induziertes kardiales Remodeling bei CKD zu verringern oder dem vorzubeugen. Die
verschiedenen Ansatze werden im folgenden Text genauer beschrieben und ihre
Wirksamkeit diskutiert. AK=Antikorper.

4.6.1 Direkte Inhibition von FGF23

Die globale Inhibition von FGF23, die mittels Burosumab bei erwachsenen und
padiatrischen Patienten mit X-linked Hypophosphatamie gute Therapieergebnisse
zeigt,8 ist zur Linderung der LVH bei Patienten mit milder bis moderater CKD keine
Option. Die Hemmung von FGF23 mit neutralisierenden Antikérpern im uramischen
Rattenmodell reduzierte zwar den CKD-assoziierten Hyperparathyreoidismus,
allerdings konnte die AntikOrper-Behandlung die Uramie-induzierte LVH sowie
hamodynamische Parameter nicht verbessern und die behandelten Tiere zeigten eine
erhohte Mortalitdt bei erhdhtem Serum-Phosphat und Kalzifizierung der Aorta.®
Studien mit Inhibitoren von oder Antikdrpern gegen FGF23 wurden mit CKD-Patienten
noch nicht durchgefihrt. Bei Patienten unter Dialysetherapie kd&nnten die
Hyperphosphatamie und die GefaBkalzifizierung durch die Ultrafiltration von Phosphat
mittels Dialyse geringer ausfallen und die protektiven Effekte einer Behandlung mit
FGF23-Antikdrpern Uberwiegen. Klinische Studien zu dieser Hypothese stehen noch
aus und ein Tiermodell der Dialyse, das die Ultrafiltration umfasst, wurde noch nicht

entwickelt.
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Eine Hemmung aller FGFRs mittels Pan-FGFR-Antikdrper flhrte in urdmischen Ratten
und der Zellkultur zur Reduktion der LVH.?* In Ratten mit einer normalen
Nierenfunktion |6ste die Pan-FGFR-Inhibition allerdings eine Hyperphosphatamie, die
Kalzifizierung von Weichteilgewebe und eine kardiovaskulare Dysfunktion aus.® Eine
Inhibition des spezifischen FGF23-Rezeptors auf Kardiomyozyten, des FGFRA4,
verhindert im Tiermodell mit urdmischen Ratten sowie in zellkulturellen Versuchen mit
NRVM die Ausbildung einer kardialen Hypertrophie.?® Ein FGFR4-Inhibitor, der gerade
in einer Phase I/ll-Studie an Patienten mit Leberzellkarzinom untersucht wird, zeigte
eine gute Vertraglichkeit.83 Studien zur Wirksamkeit von FGFR-Inhibitoren bei CKD-

Patienten wurden noch nicht durchgefthrt.

4.6.2 BAAS-Inhibitoren

Die Ergebnisse unserer Studie stellen eine mdégliche molekulare Erklarung fir den
klinisch beobachteten Zusammenhang von erhéhten FGF23-Konzentrationen und der
Effektivitat von RAAS-Inhibitoren dar. Erhéhte zirkulierende FGF23-Spiegel sind mit
dem Risiko flr kardiovaskulares Versterben und Herzinsuffizienz bei Patienten mit
stabiler koronarer Herzkrankheit (KHK) assoziiert und eine Behandlung mit ACE-
Inhibitoren reduziert diese Risiken nur signifikant bei Patienten mit FGF23-
Plasmakonzentrationen im obersten Quartil.8* In einer weiteren Studie profitierten
Patienten mit einer Herzinsuffizienz besonders dann von der Medikation mit ACE-
Hemmern, wenn bei ihnen eine hohe FGF23-Konzentration vorlag.8® Aus der
Zusammenschau dieser Daten und unserer Studienergebnisse kann geschlossen
werden, dass die Hemmung des RAAS die kardiovaskularen Risiken besonders
effektiv bei Patienten mit hohen FGF23-Werten senken kdnnte, da diese zusatzlich zur
Aktivierung des systemischen RAAS eine verstarkte FGF23-vermittelte Induktion des
intrakardialen RAAS aufweisen, das synergistisch zur Entwicklung einer kardialen
Hypertrophie und Fibrose beitragt.

Die Daten zur Wirksamkeit von RAAS-Inhibitoren bezlglich kardiovaskularer
Dysfunktion bei CKD sind nicht eindeutig. Die Behandlung von urdmischen Mausen
mit einem ACE-Hemmer flihrte zu einem rlcklaufigen kardialen Remodeling.8¢
Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz zeigten unter Einnahme eines ACE-
Hemmers den Trend zu weniger kardiovaskularen Events ohne eine Hyperkaliamie zu
entwickeln.®” In einer weiteren Studie mit CKD-Patienten unterschiedlicher Stadien
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traten weniger renale und kardiovaskulare Events unter Gabe von ACE-Inhibitoren
oder AT1R-Blockern auf und ACE-Inhibitoren fuhrten zusétzlich zu einer geringeren
Gesamtmortalitat.88 In einer weiteren Studie mit CKD-Patienten im Stadium 3 zeigte
die Gabe von ACE-Hemmern allerdings keinen Einfluss auf die Gesamtmortalitéat oder
das Auftreten kardiovaskularer Events.®® Auch die Kombination von Aldosteron-
Antagonisten mit ACE-Hemmern oder ARB wies keinen Vorteil bezlglich
kardiovaskularer Events, Nierenversagen oder Mortalitdt  auf. Die
Kombinationstherapie konnte zwar eine Proteinurie und den systolischen Blutdruck
verringern, flihrte aber zu erhéhten Risiken fir die Entwicklung einer Hyperkaliamie
und eines akuten Nierenversagens sowie zu erhéhten Phosphat-Spiegeln.®® Eine
Metaanalyse zur pharmakologischen Behandlung der Herzinsuffizienz bei Patienten
mit Herzinsuffizienz und CKD ergab unsichere Effekte von ACE-Hemmern und ARB
auf die Mortalitdt und Hospitalisationsrate der Patienten, allerdings ohne
Berlicksichtigung der CKD-Stadien oder FGF23-Spiegel.®

4.6.3 Induktion der ACE2-Achse des RAAS

Neue therapeutische Anséatze der Hypertonie-Behandlung sind der Einsatz von Ang 1-
7 oder ACE2-Aktivatoren. Die Behandlung mit Ang 1-7 hatte im Tiermodell bei Ratten
und Mausen eine antihypertensive kardioprotektive Wirkung.?? Der Einsatz des ACE2-
Aktivators Diminazenaceturat fluhrte bei Ratten nach einem Myokardinfarkt zu
reduziertem kardialen Remodeling, hatte allerdings keinen Einfluss auf die
Hypertrophie der Kardiomyozyten.®® Im CKD-Mausmodell flhrten hohe FGF23-
Spiegel zur Inhibition von ACE2 und aktivierten so indirekt das RAAS.®° Die Therapie
mit ACE2-Aktivatoren kénnte demnach auch der pathologischen LVH bei CKD-
Patienten entgegenwirken, da damit ein Signalweg der FGF23-vermittelten kardialen
Hypertrophie in seinen Anfdngen gehemmt wirde. Inwiefern die Steigerung der
katalytischen Aktivitat von ACE2 allerdings Uberhaupt zur Reduktion der Hauptachse
des RAAS beitragen kann, muss in weiteren Studien genauer geklart werden.

Potenzielle Nebenwirkungen dirfen dabei nicht auBer Acht gelassen werden. Ein
aktuelles Beispiel, wie es zu Nebenwirkungen einer Therapie mit ACE2 kommen
kdnnte, ist der Infektionsweg des Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
(SARS-CoV-2), das ausgehend von einem Lebensmittelmarkt in Wuhan in China Ende
des Jahres 2019 zu einer weltweiten Pandemie flahrte. Dabei dient
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membrangebundenes ACE2 als Eintrittsweg fir SARS-CoV-2 in die Wirtszelle,949°
genauso wie fir SARS-CoV, das 2003 eine Pandemie ausldste.®® Transgene Mause
mit einer Uberexpression von humanem ACE2 zeigten einen schwereren
Krankheitsverlauf bei Infektion mit SARS-CoV als Wildtyp-Mause®” und ein Anti-ACE2-
Antikdrper fuhrte in der Zellkultur zur Hemmung der viralen Replikation von SARS-
CoV.% Auch SARS-CoV-2 konnte in transgenen M&usen mit humanem ACE2 eine
schwere Infektion auslésen.%® Umgekehrt zeigte sich in SARS-CoV-infizierten M&ausen
eine reduzierte Expression von ACE2, die zur verstérkten Lungenschadigung fuhrte.%®
In der Zellkultur mit Vero-Zellen sowie in Nieren- und Blutgefa3-Organoiden flhrte die
Zugabe von rekombinantem |6slichem ACEZ2 zu einer reduzierten Vermehrung von
SARS-CoV-2.1% Eine protektive Wirkung von léslichem ACE2 scheint im Beispiel von
SARS-CoV und SARS-CoV-2 also dennoch méglich. Da die paradoxen Wirkungen von
ACE2 bei einer Infektion allerdings noch nicht abschlieBend geklart sind, missen
eventuelle  Wechselwirkungen einer ACE2-Therapie mit  Virusinfektionen

berlcksichtigt werden.

4.6.4 Therapieoptionen mittels indirekter RAAS-Hemmung: Vitamin D und Klotho

Einen weiteren therapeutischen Ansatz des erhdhten Risikos kardialer Erkrankungen
bei CKD kdnnte die medikament6se Gabe von aktivem Vitamin D, das indirekt Gber
die Hemmung von Renin inhibierend auf das RAAS wirkt, darstellen. In 5/6Nx-Ratten
zeigte sich nach Calcitriol-Gabe eine supprimierte intrakardiale Expression von RAAS-
Genen, eine verminderte LVH mit reduzierter kardialer Fibrose und eine normalisierte
renale Expression von Klotho. Letzteres allerdings nur nach hochdosierter Calcitriol-
Gabe Uber zehn Wochen.®6:10" Auch die Gabe von Paricalcitol, einem Analogon der
aktiven Form von Vitamin D2, fihrte bei uramischen Ratten zur geringeren kardialen
Expression von Agt und ATIR7> Bei Patienten mit einem priméaren
Hyperaldosteronismus flihrte die Medikation mit Calcitriol zu verringerten
Plasmakonzentrationen von Aldosteron.'%? Bei einer padiatrischen Patientin mit
Rachitis Typ 1 normalisierten sich die zuvor erhdhten RAAS-Komponenten im Plasma
unter Calcitriol-Gabe und die Patientin entwickelte bis zum 12. Lebensjahr keine LVH,
was auf eine kardioprotektive Wirkung von Calcitriol durch die RAAS-Inhibition
schlieBen lasst.'% In zwei Metaanalysen randomisierter kontrollierter Studien mit CKD-
Patienten der Stadien 2-5 flhrte die Einnahme von Paricalcitol zu weniger
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kardiovaskularen Events. Allerdings verbesserte sich die pathologische Herzstruktur
durch die Einnahme von Paricalcitol nicht und das Risiko einer Hyperkalzamie stellte
einen limitierenden Faktor der Therapie dar.'%419 |n einer aktuellen randomisierten
kontrollierten Studie mit padiatrischen CKD-Patienten flhrte die Therapie mit Calcitriol
zu keiner Verbesserung der bestehenden LVH und der verringerten Klotho-
Serumspiegel. 0

Die Daten zur mdglichen Kardioprotektion durch Vitamin D bleiben kontrovers. Aus
welchen Grinden die Daten aus Zellkultur- und Tierversuchen experimenteller Uramie
den klinischen Studien bei CKD-Patienten widersprechen, ist bis dato ungeklart.
Eventuell kénnten eine nebenwirkungsbedingte Dosisbegrenzung und eine
fortgeschrittenere CKD in den Patienten-Studien Grinde fur diese Unterschiede sein.

Das membranstandige Klotho ist der Kofaktor fur die physiologischen Wirkungen von
FGF23 an der Niere?! und liegt bei CKD verringert vor.3' Die l6sliche Form soluble
Klotho (sKlotho) kann ebenfalls als Kofaktor wirken und l6st FGF23-unabhéngig
kardioprotektive Effekte aus.!%6.107 Die Gabe von sKlotho scheint einen hemmenden
Effekt auf das RAAS zu haben und kénnte dadurch kardioprotektive Wirkungen
entfalten. In Wildtyp-Mausen konnte sKlotho die Entstehung einer Angll-ausgeldsten
Hypertrophie, Fibrose und kardialen Dysfunktion verhindern.% Die Blockade von Angll
fOhrte in Mausen mit experimenteller Urdmie zu einer verringerten renalen Klotho-
Defizienz und die renale Klotho-Expression korrelierte negativ mit der renalen
Expression von Agt und Ren.'® In Mausen mit einem haplodefizienten Klotho-Gen
zeigten sich die Aldosteron-Plasmaspiegel erhoht.'%9 Bei Friihgeborenen ist Klotho im
Blut verringert''% und es liegt ein erhéhtes Verhaltnis von Angll zu Ang 1-7 vor.™"!

Studien mit CKD-Patienten und Nierengesunden ergaben allerdings keine Korrelation
zwischen gemessenem sKlotho und der kardiovaskularen Dysfunktion.''2113 Studien,
die parenterale sKlotho-Gaben bezlglich kardioprotektiver Effekte bei CKD-Patienten

untersuchen, liegen nicht vor.

4.7 Bedeutung der Studie fir die Klinik

Die Pravention kardiovaskularer Erkrankungen bei CKD-Patienten ist sinnvoll, da eine
myokardiale Dysfunktion bei M&usen bereits vor dem kardialen Remodeling auftritt''4
und bei Kindern mit einer CKD eine systolische Dysfunktion noch vor dem Beginn
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kardialer Symptome detektiert werden konnte.''> AuBerdem wurde eine systolische
und diastolische Dysfunktion auch schon bei Erwachsenen mit milder
Niereninsuffizienz ohne kardiale Symptome beobachtet.''® Darliber hinaus fiihrt die
Einnahme der bei CKD leitliniengerechten Medikation mit Vitamin D und Erythropoetin
zu erhohten FGF23-Serumspiegeln,®®'7 was eine frilhe Pravention der negativen
Effekte von FGF23 bei CKD-Patienten noch wichtiger erscheinen lasst. Wie oben
aufgezahlt, ist bisher nicht klar, ob und wie eine spezifische Therapie bei FGF23-
Exzess mdglich ist. Die verschiedenen Ansatzpunkte innerhalb der Signalkaskade von
FGF23 zum kardialen Remodeling zeigen unsichere Effekte und haben ein hohes
Nebenwirkungspotenzial.

Die Gabe von RAAS-Inhibitoren bei CKD zur Prophylaxe kardialer Erkrankungen
wurde bisher noch nicht in Subgruppen unterschiedlicher CKD-Stadien untersucht.
Dies erscheint sinnvoll aufgrund der kardioprotektiven Wirksamkeit von RAAS-
Inhibitoren bei KHK und Herzinsuffizienz bei Vorliegen hoher FGF23-Spiegel®° und
in uramischen Mausen®® sowie aufgrund unserer Daten, die auf einen Zusammenhang
zwischen FGF23, dem kardialen RAAS und kardialem Remodeling hindeuten. Die
Vermutung, dass RAAS-Inhibitoren bei CKD-Patienten mit hohen FGF23-Spiegeln
einen kardioprotektiven Effekt haben kénnten, liegt nach Betrachtung unserer
Studienergebnisse nahe und kdnnte auch bei CKD-Patienten ohne Hypertonie zu einer
Verringerung der kardialen Dysfunktion sowie zu einer erhdhten Lebensqualitat
beitragen. Ein Therapieansatz Uber eine Hemmung des RAAS héatte mit RAAS-
Inhibitoren den Vorteil eines langjdhrigen Einsatzes bei Patienten, einer
dementsprechend guten Untersuchung der Wirkweise und Sicherheit dieser
Medikamente sowie einer geringen finanziellen Belastung des Gesundheitssystems

bei breiter Anwendung.''8

4.8 Limitationen der Studie

Als Limitation ist anzusehen, dass die beobachtete Entwicklung einer LVH bei 5/6Nx-

Ratten auch durch andere Faktoren als die durch CKD erhéhten FGF23-Spiegel

ausgelost sein konnte. Eine 5/6-Nephrektomie bei Ratten kann zu Blutungen,

Infektionen und inflammatorischen Reaktionen flhren. Zum einen wird die

Inflammation selbst als kardiovaskularer Risikofaktor angesehen,!'® zum anderen wird

auch eine durch inflammatorische Zytokine ausgeldoste FGF23-Erhéhung diskutiert,2°
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sodass Inflammation ein Trigger der LVH in diesem Modell sein kann. Zusétzlich
kdénnte auch die postoperative Anamie ein Ausléser der LVH sein, da die Infusion von
Eisenzitrat mit folgend ansteigendem Hamoglobingehalt des Blutes von 5/6Nx-Ratten
die urdmisch getriggerte kardiale Hypertrophie und Fibrose mildert.'' Dennoch ist das
Urédmie-Modell der 5/6-nephrektomierten Ratte ein etabliertes und gut auf Patienten
Obertragbares Modell mit Entwicklung einer Proteinurie, Glomerulosklerose,
tubulointerstitieller Fibrose sowie im Verlauf progredient sinkender GFR und ahnlichen
Retentionsparametern wie bei CKD-Patienten.12?

Trotz der positiven Effekte von Losartan und Spironolacton auf die zelluléare
Hypertrophie in vitro weist die vorliegende Studie auch hier einige Limitationen auf. Die
Bedingungen isolierter Herzzellen in der Zellkultur unterscheiden sich naturgeman
wesentlich von denen im Zellverband eines Herzens in vivo. AuBerdem stimulierten
wir nur mit FGF23, um isoliert die Auswirkungen dieses Proteins auf die Herzzellen zu
untersuchen. Weitere Urdmie-Toxine, die bei CKD in Tieren und Patienten vorliegen,
kamen nicht zum Einsatz. Um den realen Bedingungen etwas naher zu kommen, wére
die Etablierung einer Co-Kultur von NRVM und NRCF fir folgende Projekte sinnvoll.
In Ergénzung zu den Genexpressionsanalysen missen Proteinaktivierungsstudien in
Zukunft weiter Aufschluss Uber die zugrundeliegenden Signalkaskaden zwischen
FGF23, RAAS-Aktivierung und LVH liefern. Die Aldosteronaktivitat konnten wir anhand
der Induktion von Ngal nachweisen und damit indirekt eine FGF23-vermittelte RAAS-
Aktivierung zeigen. Die FGF23-abhangige Aktivierung des AT1R auf Proteinebene
wirde zusatzlich Aufschluss tber die Synthese von Ang Il geben.

Beziglich der Bedeutung unserer Studie fir die Klinik limitiert die selektive
Einsetzbarkeit von RAAS-Inhibitoren die aktuellen Therapiemdglichkeiten. Bei CKD-
Patienten besteht unter Einnahme von RAAS-Inhibitoren ein erhéhtes Risiko fir die
Entwicklung einer Hyperkalidmie, allerdings befinden sich dazu aktuell Kalium-
bindende Medikamente in klinischen Studien.'?® Bei Patienten, die mit einer akuten
Herzinsuffizienz hospitalisiert wurden, zeigte sich auch bei bestehender Hyperkaliamie
ein besseres 180-Tage-Uberleben, wenn die Dosis der RAAS-Inhibitoren nicht
reduziert wurde.?4
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5. Zusammenfassung

Die chronische Niereninsuffizienz (Chronic Kidney Disease, CKD) ist eine global haufig
auftretende Erkrankung, die durch erhéhte Serumspiegel des Fibroblasten-
Wachstumsfaktors 23 (Fibroblast Growth Factor 23, FGF23) zu kardiovaskularen
Erkrankungen und Todesfallen fuhrt. FGF23 fihrt unabhangig von seinem Kofaktor
Klotho am Herzen Uber die Aktivierung der Calcineurin/NFAT-Signalkaskade zur
linksventrikularen Hypertrophie (LVH). Zusatzlich zu erhéhten FGF23-Spiegeln liegt
bei CKD-Patienten eine chronische Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems (RAAS) vor. Es wird diskutiert, dass FGF23 die RAAS-Aktivierung Uber die
Hemmung des Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACEZ2) und Uber die verminderte
Bildung von aktivem Vitamin D verstarkt. ACE2 flUhrt zur Umwandlung von Angiotensin
[ und Il in die vasodilatativ und kardioprotektiv wirksamen Formen Angiotensin 1-7 und
Angiotensin 1-9. Vitamin D hemmt das RAAS durch die Inhibition von Renin und zeigt
im Tiermodell der experimentellen Urdmie kardioprotektive Effekte trotz gleichbleibend
hoher FGF23-Spiegel.

Wir stellten die Hypothese auf, dass FGF23 (ber eine Aktivierung des intrakardialen
RAAS zur Ausbildung einer LVH und Fibrose bei experimenteller Uramie beitragt und
in vitro nicht nur Gber Calcineurin/NFAT, sondern auch Uber die Aktivierung des lokalen
kardialen RAAS zum hypertrophen Wachstum von Kardiomyozyten und zur Induktion
profibrotischer Faktoren in kardialen Fibroblasten neonataler Ratten fuhrt.

Zunachst wiesen wir das Vorliegen eines intrakardialen RAAS im Herzgewebe von
Ratten und in neonatalen Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten nach. Wir
zeigten, dass sowohl bei urdmischen Ratten als auch in rFGF23-stimulierten
Kardiomyozyten in vitro eine verstarkte Expression der RAAS-Gene vorliegt und eine
Induktion der Aldosteronaktivitat Gber die verstarkte Expression von Ngal nachweisbar
war. Die Kostimulation von rFGF23 mit dem Angiotensin-Rezeptor-Blocker Losartan
und dem Mineralokortikoidrezeptor-Antagonisten Spironolacton flhrte in gleichem
Ausmal zu einer Reduktion der FGF23-induzierten zellularen Hypertrophie wie die
zuvor beschriebene Kostimulation mit dem Calcineurin-Inhibitor Cyclosporin A.

In Zusammenschau unserer Ergebnisse kdnnen wir unsere Hypothese, dass FGF23
nicht nur Ober Calcineurin/NFAT, sondern auch Uber die Aktivierung des lokalen
kardialen RAAS zur LVH fuhrt, bestatigen. Unsere Daten sprechen fir den Einsatz von
RAAS-Inhibitoren als kardioprotektive Medikation bei CKD-Patienten.
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