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Abstract

Der fibtoblast growth factor 23 (FGF-23) ist ein Hormon, das die Expression eines
Natrium-Phosphat-Cotransporters im proximalen renalen Tubulus inhibiert und somit die
Phosphatausscheidung steuern kann.

Studien zu diesem Hormon zeigten erhohte Konzentration dieses Hormons bei Patienten
mit Niereninsuffizienz genauso wie bei Patienten mit kardialen Erkrankungen und
eigentlich normaler Nierenfunktion.

In dieser Probandenstudie wurden die die Effekte einer Natrium- und somit
Volumenmanipulation auf die Expression von FGF23 an gesunden Individuen untersucht.
An 20 Probanden zwischen 23 und 49 Jahren (im Mittel 27,3 Jahre) wurde ein
Kochsalzbelastungstest, ein Furosemidtest und ein oraler Wasserbelastungstest an jeweils
verschiedenen Tagen durchgefiihrt. Hierbei wurden zu bestimmten Zeitpunkten die
FGF23 Konzentrationen neben Renin, Aldosteron, pro-AVP, pro-ANP, Parathormon und
Elektrolyten im Blutserum bestimmt.

Wie zu erwarten zeigte sich im NaCl-Belastungstest eine signifikante Reduktion von
Kreatinin, Harnstoff, Gesamtprotein, Kalzium, Phosphat, Aldosteron und Ct-proAVP im
Serum, einhergehend mit einer Erhéhung von PTH und der Natriumkonzentration im
Urin.

Die orale Wasserbelastung zeigte signifikante Konzentrationsverminderung bei Kreatinin,
Harnstoff, Phosphat , Aldosteron und der Urinosmolaritét.

Die Baseline FGF23 Konzentrationen waren signifikant korreliert mit Kreatinin (r=-0,58)
und CT- proAVP (1=0,71). Sowohl der Kochsalzbelastungstest als auch der orale
Wasserbelastungstest zeigten ein signifikantes Absinken von FGF23.

Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass bei gesunden Erwachsenen mit normaler
Nierenfunktion die FGF23 Konzentrationen mit CT-proAVP korrelieren und nach einer
Kochsalzbelastung deutlich supprimiert werden.

Desweiteren konnten wir in allen Versuchsaufbauten eine konstant niedrige, aber
signifikante, negative Korrelation zwischen FGF23 und PTH nachweisen. Es ergab sich
iiber alle Messwerte eine Korrelation von r= -0,25 mit einem hochsignifikanten p<0,001.
Hieraus konnte man durchaus die bisher teilweise postulierten Theorien iiber die
Hemmung von FGF23 auf Parathormon unterstiitzen, jedoch sehr sicher einen wie auch
immer gearteten negativ-riickkoppelnden Mechanismus postulieren.

In dieser Arbeit zeigen sich also mogliche Funktionen des FGF23 {iiber die blofe

Phosphatausscheidung hinaus.



1. Einleitung

Es gibt wenig Gebiete in der Nephrologie, die in den letzten Jahren so intensiv beforscht
werden wie der fibroblast growth factor 23 (FGF23). In kranken Individuen mit Stérung
des Knochenstoffwechsels entdeckt, folgte bald eine ganze Kaskade von Verkniipfungen
dieses Hormons mit anderen Krankheitsbildern: Von Knochenstoffwechselstorungen tiber
das Herz-Kreislauf-System, bis hin zur chronischen Niereninsuffizienz.

Schon friih wurde FGF23 mit Stérungen im Phosphathaushalt, so zum Beispiel der
hypophosphatdmischen Rachitis in Verbindung gebracht (Riminucci et al., 2003;
Yamashita, Yoshioka, & Itoh, 2000) und die biophysiologischen Grundlagen dazu
nachgewiesen (Andrukhova et al., 2012). Prinzipiell stellt FGF23 einen Faktor zu
Modulation der Phosphatriickresorption iiber den proximalen Tubulus der Niere dar.

In der Nephrologie wird FGF23 derzeit als moglicher Pradiktor und unabhéngiger
Risikofaktor fiir den Krankheitsprogress selbst, sekundire Erkrankungen und Mortalitét
bei chronisch niereninsuffizienten Patienten unter die Lupe genommen.

Auch von kardiologischer Seite gab es Untersuchungen zum Thema FGF23 und seiner
Bedeutung bei der Entstehung von Atherosklerose, ventrikuldrer Hypertrophie und sein
Beitrag zur Erh6hung des kardiovaskuldren Risikos, abhédngig, sowie unabhidngig von der
Nierenfunktion (Ding & Ma, 2015; Faul et al., 2011; Grabner et al., 2015; Scialla et al.,
2013).

Faul et al. (2011) beschreiben zum Beispiel einen Einfluss des FGF23-Spiegels auf das
Ausmall der linksventrikuldren Hypertrophie; ein Befund, der besonders bei
Hypertoniepatienten bekannt ist. Auch andere Studien weisen uns auf einen moglichen
Zusammenhang zwischen FGF23 und dem Blutdrucksystem hin: Andrukhova et al. (2014)
beschreiben einen Einfluss von FGF23 auf die Natriumriickresorption im distalen
Tubulussystem der Niere und somit auf den Blutdruck. Weitere Studien (de Seigneux &
Martin, 2016) beweisen ein besseres Ergebnis und Outcome bei der
Hypertoniebehandlung mittels ACE-Hemmern bei Patienten mit erhdhten FGF23-Werten.
FGF23 ist also nicht nur fiir unsere nephrologischen Kollegen interessant. Es scheint auch
Einfluss auf Pathologien am Knochenstoffwechsel sowie am Kreislaufsystem zu haben.
Uber dieses spezielle Protein konnte bislang einiges an Patienten mit vielfiltigen
Erkrankungen erforscht werden. Uber die physiologische Rolle und die Bedeutung im

hormonellen Steuerungssystem beim Gesunden ist bislang nur wenig bekannt.

Viele der oben genannten, experimentellen Befunde weisen darauf hin, dass FGF23 eine

Art Bindeglied zwischen dem Knochenstoffwechsel und der hormonellen Regulation des
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Blutdrucks und des Salz- und Volumenhaushaltes sein konnte.

Diese Verbindung konnte man sich zu Nutze machen, um neue therapeutische Ansétze
bei der Behandlung von Hochdruck und Nierenerkrankungen zu finden.

In dieser experimentellen Arbeit wurden gesunde Probanden untersucht und in drei
Versuchsaufbauten  versucht, FGF23 mit Verdnderungen des Salz- und
Volumenhaushaltes zu beeinflussen. Zudem soll ein Bezug zwischen FGF23, der
Nierenfunktion und den regulatorischen Mechanismen des Blutdrucksystems hergestellt
werden.

Die Bezeichnungen ,,wir” und ,,uns® in dieser Arbeit bezieht sich immer auf das
komplette Team des Forschungslabors der Nephrologie im Klinikum Ludwigs-
Maximilians-Universitit Miinchen, Standort GroBhadern, meinen Doktorvater, Herrn

Prof. Dr. M. Fischereder und meinem Betreuer Herrn Dr. M Wessely.

2. Grundlagen

In den folgenden Seiten wird ein Uberblick iiber den bisherigen Forschungsstand zu

FGF23 und seinen bekannten Wechselwirkungen gegeben.

2.1. Der Fibroblast Growth Factor 23

Der Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23) ist, zusammen mit FGF19 und FGF21, ein
endokrin wirkendes Hormon aus der Familie der FGFs (Itoh, Ohta & Konishi, 2015).
FGF23 umfasst insgesamt 251 Aminosduren, mit einem N-terminalen Ende von 24
Aminoséduren und einem C-terminalen Ende von 72 Aminosduren. Das kodierende Gen
befindet sich auf Chromosom 12p13und besteht aus 9386 Nukleotiden und 3 Exons, die
durch 2 Introns voneinander getrennt werden. Es wirkt endokrin iiber sein C-terminales
Ende via Bindung an alpha-Klotho. Das N-terminale Ende bindet an den FGF Rezeptor
(Blau & Collins, 2015). Nach aktueller Studienlage scheint das c-terminale Ende die
funktionelle Struktur zu sein (Goetz, Ohnishi et al. 2012). Die Erstbeschreibung dieses
FGFs postulierte eine hohe Produktions- und Konzentrationsrate im Gehirn, genauer
gesagt im ventrolateraten Thalamuskern von Méausen (Itoh et al., 2015). Untersuchungen
zu Knochenstrukturstorungen und hypophosphatdmischen Krankheitsbildern, so zum
Beispiel der X-chromosomalen hypophosphatdmischen Rachitis oder der Osteomalazie
(Tumor-induziert, sowie autosomal dominant bedingt) belegen, dass entgegen der ersten
Annahmen der Grofiteil des FGF23 aus dem Knochen exprimiert und freigesetzt wird.

FGF23 wird zum Beispiel getriggert durch erhdhte Phosphatkonzentrationen

ausgeschiittet und zirkuliert anschlieend systemisch.
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Die Funktion von FGF23 ist eng mit seinem Korezeptor Klotho gekoppelt.
Genmanipulierte Méuse zeigen sehr dhnliche phénotypische Auspriagungen, wenn man
einerseits das Gen fiir FGF23 und andererseits die Genexpression fiir Klotho hemmt. Dies
zeigt sich in Hyperphosphatiimie, Vitamin D Uberschuss, Organatrophie oder -Dystrophie
Die aktuelle Studienlage beschreibt eine Vielzahl der moglichen Angriffspunkte, meist
Klotho-vermittelt, im ganzen Korper. Nach aktueller Lehrmeinung ist FGF23 aber
hauptséchlich als Faktor fiir die Regulation des Phosphathaushaltes zu sehen.

FGF23 inhibiert die Reabsorption von Phosphat im proximalen Tubulus der Niere. Dies
geschieht liber eine Regulation eines Natrium-Phosphat-Kotransporters (NaPi 2a) (Yan et
al., 2005). Eine hohe Konzentration von FGF23 hat demnach ein Herunterregulieren
dieses Transporters und daraus folgend eine Steigerung der Phosphatauscheidung bzw.
eine Hemmung der Phosphatreabsorption zur Folge.

FGF23 hemmt die Transkription, Translation und Translokation von NaPi 2a, was zu einer
verminderten Riickresorption des glomeruldr filtrierten Phosphats fiihrt. Versuche mit
einer phosphatreichen Nahrung iiber einen lingeren Zeitraum lieBen umgekehrt eine
Auswirkung auf den FGF23 Spiegel beobachten. Dieser Regulationsmechanismus
funktioniert anscheinend langsam und reagiert nicht auf schnelle Anderung der
Phosphatkonzentration (Perwad et al., 2005). Dennoch ist Phosphat ein potenter Trigger
fiir FGF23 Expression (ebd.; Scanni, von Rotz, Jehle, Hulter & Krapf, 2014).

In der hypophosphatdmischen Rachitis ldsst sich auch ein Zusammenhang zwischen den
phénotypischen Krankheitsbildern, FGF23 und Fehlern in dessen Gencode erkennen.
Diese Fehler fithren zu einer Uberproduktion von FGF23 und daraus folgend zu einer
hypophosphatdmischen Stoffwechsellage. Studien mit Knock-out Méiusen, denen das
Gen fiir FGF23 komplett fehlte und die somit keine endogene FGF23 Produktion besal3en,
belegen umgekehrt diesen Mechanismus, indem diese Tiere eine weit erhohte
Phosphatkonzentration im Serum aufwiesen.

Diese Erkenntnisse legten nahe in FGF23 einen bis dahin noch nicht bekannten, neuen
Regulator im Phosphat-Haushalt zu sehen.

Des Weiteren werden FGF23 in der aktuellen Studienlage weitere Schnittpunkte mit
Hormonsystemen des Korpers zugeschrieben, die im Folgenden nédher beleuchtet werden

sollen.



2.2 FGF23 und die Vitamin D-Parathormon-Achse

Neben oben genannten Funktionen, hemmt FGF23 die 1-alpha-Hydroxylase in der Niere,
die zur Synthese von aktivem Vitamin D3 ben6tigt wird und senkt dadurch dessen Spiegel,
wodurch es wiederum zu einer verminderten Resorption von Phosphat und Kalzium aus
dem Darmlumen kommt. Um die Kalziumkonzentration im Serum aufrecht zu erhalten,
wird in den Nebenschilddriisen die Parathormon (PTH)- Synthese gesteigert. PTH fiihrt
zu einer Aktivierung der Osteoklasten (via Osteoblasten und RANKL-Vermittlung) und
dadurch zu einer Mobilisation von Kalzium aus dem Knochen. FGF23 wiederum scheint
die PTH Expression hemmen zu kdnnen, was in vitro Experimente zeigten. Demzufolge
sind auf den Zellen der Nebenschilddriise ebenfalls alpha-Klotho Rezeptoren zu finden,
tiber die FGF23 Einfluss auf die PTH Synthese und Sekretion nehmen kann (Silver &
Naveh-Many, 2010). Dieser Zusammenhang ist klinisch allerdings noch nicht
ausreichend untersucht und bewiesen, vor allem, wenn man vor dem Problem des
sekunddren Hyperparathyreoidismus bei Niereninsuffizienz steht. Hier wéren, wenn man
von einem intakten negativen Feedback-Mechanismus zwischen FGF23 und PTH
ausgeht, die gleichzeitig hohen Serum-Konzentrationen von FGF23 und PTH
verwunderlich, sollten diese beiden Hormone sich doch gegenseitig regulieren. Hier wird
unter anderem eine partielle Resistenz, dhnlich der peripheren Insulinresistenz bei
Diabetes Mellitus Typ 2, diskutiert.

Der Zusammenhang und besonders die Regulationsmechanismen zwischen FGF23 und
PTH werden immer noch kontrovers diskutiert. Eine Kopplung wére natiirlich auch tiber
Vitamin D denkbar. Das nachfolgende Bild (Abb. 1) stammt aus der Arbeit von Blau und
Collins (2015):

't Phosphaturia

Abbildung 1: Die Vitamin D- PTH-FGF23-Achse. (Blau, J., & Collins, M., 2015).



Die Grafik demonstriert anschaulich den bisher rekonstruierten Regelkreis der so
bezeichneten Vitamin D-PTH-FGF23-Achse:

FGF23 aus Osteozyten im Knochen beeinflusst liber eine Koppelung an FGF-Rezeptor 1
und Klotho die Riickresorption von Phosphat in der Tubuluszelle der Niere negativ,
sodass es zu einer Phosphaturie kommt. Dieser Mechanismus ist recht dhnlich zu der
Koppelung des Parathormons der Nebenschilddriise an die Parathormon Rezeptoren des
Korpers. Der Unterschied ist jedoch die positiv stimulierende Wirkung des PTH auf die
l1-alpha-Hydroxylase und damit die Synthese von aktivem 1,25-OH-Vitamin D3 im
Gegensatz zur hemmenden Wirkung auf dieses Enzym durch FGF23. 1,25-OH-Vitamin
D3 hingegen wiirde zu einer Aufnahme von Kalzium und Phosphat aus dem Darmlumen
filhren und den Aufbau von Knochengewebe fordern. Eine negative Riickkopplung,
beziehungsweise Hemmung, von FGF23 auf die Sekretion von PTH ist in vitro
nachweisbar, in vivo fehlt bisher jedoch der Beweis. Umgekehrt zeigten Studien (Lavi-
Moshayoff, Wasserman, Meir, Silver, & Naveh-Many, 2010) eine stimulierende Wirkung
von PTH auf die FGF23 Expression und die zirkulierenden Hormonspiegel.

Und auch fiir Vitamin D (1,25-OH-Vitamin D3) konnte eine stimulierende Wirkung auf
die FGF23 Synthese durch Transkriptionserh6hung durch einen Vitamin D Rezeptor
(VDR) an der Promotorregion des FGF23 nachgewiesen werden. Somit bilden diese

beiden Hormone schon alleine unter sich einen Regelkreis aus (Liu, Tang et al. 2006).

2.3. FGF23 in der Niereninsuffizienz

Im Verlauf einer progredienten Nierenfunktionsstorung, bis hin zu einer terminalen
Niereninsuftizienz, lassen sich steigende FGF23 Werte beobachten. Das steigenden
FGF23 ist eng mit den steigenden Kreatininwerten korreliert. Eine fortschreitende
Niereninsuffizienz mit steigenden Kreatininwerten korreliert demnach also mit der
steigenden FGF23 Konzentration (Larsson, Nisbeth et al. 2003).

Die FGF23-Konzentration steigt im Vergleich zu PTH (im Sinne eines sekundiren
Hyperparathyreoidismus) allerdings schon deutlich frither an, bis sie, in der terminalen
Niereninsuffizienz, ein teilweise Hundertfaches des Normwertes erreichen kann.

Auch hier sind Genese, Auswirkungen und Bedeutung dieser deutlich erhhten Werte
Gegenstand aktueller Forschung. Hier wird zum einen eine Suppression des Kofaktors
Klotho beobachtet die wiederum regulativ-erhohte FGF23-Konzentrationen bewirken
konnte.

Eine weitere These zum Konzentrationsanstieg des FGF23 stiitzt sich wieder auf die oben

dargestellte Verbindung zwischen FGF23, 1,25-OH-Vitamin D3 und dem Parathormon.
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Eine abnehmende Nierenfunktion fiihrt hier unter anderem {iber die gestorte und
verminderte GFR und tubuldre Sekretion zu einer Phosphatretention.

Eine hohere Phosphatkonzentration wiirde nun eine vermehrte FGF23 Expression
triggern, um zusitzliche Phosphatriickresorption iiber die Niere zu vermeiden. Somit
wéren die teils exorbitanten FGF23 Spiegel bei terminal niereninsuffizienten Patienten
zumindest partiell nachvollziehbar.

Wenn man den oben dargestellten Regelkreis postuliert, wiirde eine erhohte FGF23
Konzentration als Gegenspieler auch eine verminderte 1,25-OH-Vitamin D3 Synthese
und somit einen Vitamin D Mangel erzeugen. Aufgrund dieses Mangels wiirde die
Phosphatresorption iiber den Magen-Darm-Trakt deutlich vermindert, was wiederum zu
einer Aktivierung und vermehrten Expression von Parathormon fithren wiirde. Die
Entwicklung des sekunddren Hyperparathyreoidismus wére die Konsequenz. Die
Phosphatabhéngigkeit dieser Parameter konnte auch in einer Studie gezeigt werden, die
gezielt die Auswirkung von Phosphatbindern untersuchte (Block, Wheeler et al. 2012).
Hierbei blieben die PTH Werte stabil und die Vitamin D Konzentrationen zeigten sich
deutlich reduziert. Lediglich bei FGF23 zeigte diese Studie préparatabhéingig-divergente
Ergebnisse.

Eine weitere Theorie fiir die Entstehung der hohen FGF23 Werte ist ebenfalls die
verminderte FGF23 Ausscheidung bei Patienten mit eingeschrankter Nierenfunktion.
Zumindest konnten Larsson, Nisbeth et al. (2003) eine FGF23-Ausscheidung sowohl bei
gesunden Probanden als auch eine deutlich erhdhte Ausscheidung bei Personen mit
eingeschrinkter Nierenfunktion und Restausscheidung, und erhohten FGF23 Spiegeln
nachweisen.

Weitere Theorien betreffen z.B. eine chronische Erhhung der Entziindungsmediatoren
bei chronisch niereninsuffizienten Patienten, die wiederum eine FGF23 Expression

fordern.

2.4. FGF23 und das RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System)

Ein weiterer Bestandteil der Forschung bei niereninsuffizienten Patienten bildet das
RAAS (Renin-Angiotensin-Aldosteron-System). Dieses reguliert iiber komplexe
Verschaltungen direkt und indirekt den menschlichen Blutdruck. Seine Bedeutung in der
Nephrologie bei Niereninsuffizienz kommt auch bei der therapeutischen Reduzierung der
Proteinurie zur Geltung.

Eine Inhibierung des RAAS und somit eine Verringerung des Filtrationsdrucks wirkt einer

erhohten Proteinurie und somit weiterer Schadigung des Glomerolums, entgegen.
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Deshalb sind seit Langem Medikamente, die das RAAS blockieren, sogenannte ACE-
Hemmer (Angiotensin-Converting.Enzyme-Hemmer), fester Bestandteil der Therapie
des nephrotischen Syndroms.

Studien zu Vitamin D und Niereninsuffizienz legen nahe, dass es einen Einfluss von
Vitamin D auf das RAAS im Sinne einer Herunterregulierung desselben gibt. So nimmt
Calcitriol wohl direkten Einfluss auf die Expression von Renin iiber den Vitamin-D-
Rezeptor (VDR) (Li, Kong et al. 2002).

Es gibt ebenfalls Studien, die einen Einfluss des RAAS auf die oben beschriebene
Vitamin D- PTH- FGF23 Achse zeigen (de Borst, Vervloet et al. 2011).

Studien zum Vitamin-D-Haushalt bei chronischer Niereninsuffizienz legen nahe, dass
Vitamin-D- Mangel in einer Uberaktivierung des RAAS miindet und somit zum einen das
Fortschreiten der Niereninsuffizienz fordert und zum anderen das Risiko fiir
kardiovaskulére Ereignisse erhoht.

Andererseits konnten Studien belegen, dass Angiotensin II iiber eine ATI-Rezeptor
vermittelte Wirkung die renale Klotho Expression verringern kann (Yoon, Ghee et al.
2011). Diese Wirkung konnte im Test durch das Medikament Losartan, einen AT1-
Blocker, aufgehoben werden (de Seigneux and Martin). Hier ist der genaue Mechanismus
allerdings noch nicht vollstindig verstanden. So konnte auch durch ATII induzierter
oxidativer Stress (liber das NADPH Oxidase-System) eine Rolle spielen.

Besonders bei Dialysepatienten geht ein erhohter FGF23-Spiegel in Kombination mit
einem Vitamin-D-Mangel mit einer schlechten Prognose einher. Dies ist unter anderem
mit der Aktivierung des RAAS begriindet. Denn das ACE II wird von FGF23 supprimiert.
Es folgt darauf ein verringerter Abbau von Angiotensin und somit eine Verstarkung und
prolongierte Wirkung der RAAS Kaskade. Ein weiterer Faktor ist die FGF23 assoziierte
Kalzium- und Natriumretention. Dies geschieht vornehmlich iiber einen Natrium-
Chlorid-Kotransporter und den TRPVS5 Kanal, FGF23 beeinflusst und hochreguliert
(Andrukhova, Slavic et al. 2014, Andrukhova, Smorodchenko et al. 2014). Diese Effekte

fiihren zur konsekutiven Volumenretention und verstiarken dadurch die Hypertonie.
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2.5. Die Regulation des Salz- und Volumenhaushalts im Menschen

Zirka 60 % des Korpergewichtes eines Erwachsenen ist Wasser. 66% davon befindet sich
in den Korperzellen, dem Intrazellularraum. Nur etwa ein Drittel des Wassers im Korper

ist extrazellulér.

Der Volumenhaushalt des Menschen wird iiber verschiedene komplexe Systeme geregelt.
Hierbei ist es wichtig zu verstehen, dass der Fliissigkeitshaushalt nicht priméar durch die
Regulation der Wassermenge erfolgt, sondern die Homdostase durch Absorption, Aus-
scheidung und Verschiebung von Salzen, insbesondere Natrium erfolgt und das Wasser
dadurch sekundir iiber osmotische Prinzipien reguliert wird. Wéahrend sich Wassermole-
kiile im gesamten Korper durch Diffusion frei bewegen konnen, existieren in den Zell-
membranen Transportproteine und Kanéle fiir den Transport von Ionen. Die Bewegung
und Verteilung von lonen wird also reguliert und bendtigt immer eine gewisse Art von
Energie, sei es iiber aktiv angetriebenen Transport mittels ATP-verbrauchenden Trans-
portproteinen oder zumindest entlang eines Konzentrationsgradienten, der allerdings sei-
nerseits auch energiereich aufrechterhalten werden muss. Das Wasser folgt also insge-

samt der Verteilung der Salze, angetrieben vom osmotischen Druck.

2.6. Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Das wohl bedeutendste System zur Blutdruckregulation im menschlichen Korper stellt
das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) dar.

Die Protease Renin wird durch verschiedene Faktoren, wie zum Beispiel Blutdruckabfall,
verminderte Nierendurchblutung oder auch Katecholamine getriggert. Sie wird am
juxtaglomeruldren Apparat der Niere ausgeschiittet und gelangt so in die Blutbahn. Renin
spaltet das von der Leber gebildete Angiotensinogen zu Angiotensin I. Dieses wird
wiederum in der Lunge durch die Angiotensin-Converting-Enzyme (ACE) in Angiotensin
IT umgewandelt. Dieses Protein wirkt direkt an der GefdBmuskulatur und initiiert eine
Vasokonstriktion. Daneben wird Aldosteron aus der Zona Glomerulosa der
Nebennierenrinde freigesetzt. Aldosteron wirkt iiber Aktivierung einer Natrium-Kalium-
ATPase im distalen Tubulus und fiihrt zu einer vermehrten Kaliumausscheidung und
Natrium Reabsorption. Durch diese Natriumretention wird zudem mehr Volumen im
Korper zuriickgehalten.

Beide Mechanismen, zum einen die direkte vasokonstriktorische Wirkung von
Angiotensin I, zum anderen die Natrium- und damit Volumenretention durch Aldosteron,

erhohen den Blutdruck.
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Natriuretische Peptide (ANP, BNP, CNP) haben dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-
System entgegengesetzte Wirkung. ANP wird vor allem im linken Vorhof und Herzohr
bei vermehrter Volumenbelastung des linken Herzens freigesetzt. An der Niere erhoht das
ANP durch seine vasodilatatorische Wirkung den renalen Blutdurchfluss und somit die
GFR. Ebenfalls verringert es iiber eine c¢cGMP vermittelt Riickkopplung die
Natriumriicksesorption am distalen Konvolut und in den Sammelrohren. Eine gesteigerte
Natriumfiltration- und Ausscheidung ist die Folge. Dariiber hinaus drosselt ANP die

Reninsekretion. ANP wirkt endokrin als Gegenspieler zu Aldosteron.

2.7. Das antidiuretische Hormon ADH (Vasopressin)

Ein weiteres Hormon, das den menschlichen Volumenhaushalt reguliert, ist das aus nur
neun Aminoséduren bestehende antidiuretische Hormon ADH. ADH wird in den Nuclei
supraopticus und paraventricularis exprimiert. Es wird aus einem gemeinsamen 143 Ami-
nosduren langen Prohormon zusammen mit Neurophysin II und Copeptin (Ct-proAVP)
freigesetzt. Letzteres wird derzeit als stabiles ADH Aquivalent in der laborchemischen

Diagnostik verwendet.

Copeptin (Carboxy-terminales-pro Arginin Vasopressin, CT-proAVP) besteht aus 39
Aminosduren und wird, wie oben beschrieben, aus dem Prohormon in 4quimolaren
Mengen mit ADH freigesetzt; Also entspricht die Copeptin-Sekretion der Sekretion des
antidiuretischen Hormons AHD.

In der Diagnostik des Polyurie-Polydipsie-Syndroms wurde bisher neben der Analyse
von Serum- sowie Urin-Osmolalitit die Bestimmung von Vasopressin (ADH/AVP) als
Methode der Wahl genutzt. Allerdings ist die diagnostische Aussagekraft von Vasopres-
sin durch seine Bindung an Thrombozyten, die strikte Einhaltung priaanalytischer Vor-
gaben (EDTA-Plasma/ rasche Zentrifugation,/nur bei -20 °C stabil) und zeitaufwéndige,
komplizierte Analytik, begrenzt.

Copeptin ist als Biomarker dem ADH aufgrund seiner Halbwertszeit von bis zu sieben
Tagen und der Stabilitdt sowohl im Vollblut, als auch im Serum, sowie der unkompli-
zierteren praanalytischen Handhabung, in der laborchemischen Diagnostik iiberlegen.
Das synthetisierte Hormon AHD wird {iber den Tractus supraoptico-hypophysialis zum
Hypophysenhinterlappen transportiert, dort gespeichert und bei Bedarf in die Blutbahn

sezerniert.
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Urséchlich fiir eine vermehrte Ausschiittung von ADH sind Signale von Osmorezepto-
ren des Hypothalamus, ebenso wie ein Volumenmangel im arterio-vendsen System, der
iiber Barorezeptoren des rechten Vorhofes und im Aortenbogen registriert wird. Bei Vo-
lumenmangel oder Anstieg der Osmolaritdt (Konzentrationssteigerung von Blutsalzen)

wird also vermehrt ADH ausgeschiittet.

ADH reguliert die Wasserriickresorption in den Sammelrohren der Niere {iber Bindung
an V2-Rezeptoren und cAMP vermittelte Steigerung der Translation von Aquaporinen
(AQP2). Uber die Aquaporine in der luminalen Zellmembran der Epithelzellen wird os-
motisch Wasser und Harnstoff aus dem Primédrharn resorbiert und iiber die dorsolaterale
Zellmembran in die Blutbahn abgegeben. So Erhoht sich das intravasale Volumen wieder.
Uber V1 Rezeptoren an der Zellwand der Arterien und Arteriolen wirkt ADH in hoheren
Konzentrationen auBBerdem vasokonstriktorisch, weswegen es unter anderem auch als Va-

sopressin bekannt ist.

Der Ausfall der ADH-Produktion fithrt zum Krankheitsbild des Diabetes insipidus, durch
deutlich eingeschrinkte Riickresorption von Wasser aus dem Primirharn. Eine Uberpro-
duktion des ADH fiihrt dagegen zum Syndrom der inaddquaten ADH-Sekretion (SI-
ADH).

3. Fragestellung

Aus den eingangs erwihnten Beobachtungen des moglichen Zusammenhangs von FGF23
mit der Regulation des Volumen- und Salzhaushalts des Menschen stellten sich im

Grunde drei wesentliche Forschungsfragen:

» Kann man den FGF23-Spiegel im gesunden Probanden von aulen durch Verin-
derungen des Volumenhaushalts beeinflussen?

» Wie verhélt sich FGF23 in gesunden Probanden, wenn man Elektrolyte und Vo-
lumen variiert?

» Wie verhilt sich FGF23 diesbeziiglich im Vergleich mit anderen volumenregulie-

renden Hormonen?
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4. Methoden

Dieses Kapitel geht auf die Methoden ein, die in dieser Arbeit zur Anwendung gekommen
sind, um die Forschungsfragen so gut wie moglich zu beantworten.
Im Folgenden wird auf die einzelnen Versuche, die Probandengruppe, die Methodik sowie

Statistik und jeweils mogliche Fehlerquellen eingegangen.

4.1. Testverfahren

In diesem Abschnitt werden die drei durchgefiihrten Testverfahren beschrieben.

Neben den in dieser Arbeit beschriebenen drei Experimenten waren noch 3 weitere
Versuchsaufbauten geplant und auch von der Ethikkomission der LMU bewilligt. Letztere
wurden aber aufgrund von Zeit- und Finanzierungmangel vorerst ausgesetzt.

Jeder Proband erhielt vor Versuchsbeginn einen detaillierten Aufkldrungsbogen, der
Vorgehensweisen, Ziele und mogliche Risiken der Studie darlegte. Diese in im Anhand
angefiigt. Durchgefiihrt wurden der Kochsalzbelastungstest, der Furosemidtest (Lasix-
Belastungstest) und der orale Wasserbelastungstest. Auf die Durchfiihrung eines
Desmopressinversuchs, eines Wasserimersionsversuchs und eines Durstversuchs wurde

wie oben angegeben verzichtet.

4.1.1. Der Kochsalzbelastungstest

Der Kochsalzbelastungstest wird klinisch bei Verdacht auf einen priméren
Hyperaldosteronismus (Conn-Syndrom) verwendet. Beim Conn-Syndrom wird vermehrt
Aldosteron ausgeschiittet und hierdurch die Natriumriickresorption deutlich erhdht.

Bei einem Kochsalzbelastungstest wiirde physiologisch die Aldosteronproduktion durch
die rasche und synchroner Natriumerhdhung tiiber verminderte Reninausschiittung
supprimiert. Physiologisch wire ein Adosteronkonzentrationsabfall auf unter 50% des
Ausgangswertes zu erwarten.

Bei einer autonomen Aldosteronproduktion wie beim Conn-Syndrom wére dieses
negative Feedback nicht erhalten. Dies kann z.B. durch einen aldosteronproduzierenden
Tumor der Nebennierenrinde der Fall sein. Das Aldosteron sorgt an der Niere, wie oben
beschrieben, zu einer vermehrten Natriumriickresorption und konsekutiven
Hypervoldmie, die in eine oft therapieresistente Hypertonie miindet. Das Conn-Syndrom

ist die wohl haufigste Ursache fiir eine sekundire Hypervolamie.
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Im Kochsalzbelastungstest wird durch Infusion von 2 Litern einer isotonen
Kochsalzldsung iiber eine Zeitspanne von vier Stunden beim Gesunden eine Suppression
des Renin-Aldosteronsystems durch das Uberangebot an Volumen und Kochsalz erreicht.
Zu erwarten ist hier eine Senkung des Aldosterons um mindestens 50% des Wertes. Bei
Patienten mit Conn-Syndrom, also einem priméren Hyperaldosteronismus durch einen
Aldosteron-produzierendem Tumor bleibt diese Suppression aus. Der Aldosteronspiegel

wird durch den Test in diesem Fall kaum oder gar nicht beeinflusst.

4.1.2. Der orale Wasserbelastungstest

Der Wasserbelastungstest wird als ADH-Suppressionstest zur unterstiitzenden Diagnos-
tik bei Verdacht auf ein SIADH (Syndrom der inaddquaten ADH-Sekretion /Schwarz-
Bartter-Syndrom) genutzt. Das Schwartz-Bartter-Syndrom ist eine Stérung der Volumen-
regulation, bei der es durch eine pathologisch erhohte Sekretion von antidiuretischem
Hormon (AHD/ Vasopressin) zu einer Retention von Wasser und konsekutiv einer ver-
diinnungsbedingten Hyponatridmie kommt. Sehr héufig tritt das Schwartz-Bartter-Syn-
drom als paraneoplatisches Syndrom im Rahmen eines kleinzelligen Bornchialkarzinoms
auf. Zu dem Symptomenkreis zéhlen neben der laborchemisch manifesten Hyponatrii-
mie, auch allgemeine unspezifische Symptome, wie Ubelkeit, Kopfschmerzen, Inappe-
tenz und Krampfanfille. Zur Diagnostik gehort der ADH-Suppressionstest durch orale
Wasserbelastung. Hierbei trinken die Probanden eine festgesetzte Menge von 20ml Lei-
tungswasser pro Kilogramm Korpergewicht in 15-20 min. Die normale Wasserausschei-
dung beim Gesunden betriagt nach 4-5 Stunden ca. 80% der aufgenommenen Fliissigkeit.
Die Urinosmolalitét sinkt hierbei im Normalfall zumindest bei einer Stichprobe deutlich
ab, da der Urin durch das Wasseriiberangebot und die AHD-Suppression weniger kon-

zentriert ausgeschieden wird (<100mosmol/kg /Spez. Gewicht < 1005 g/ml).

Patienten mit einer inaddquaten ADH Sekretion scheiden dagegen oft nur bis zu 40% der
zugefiihrten Fliissigkeitsmenge aus. die Urin-Osmolalitdt bleibt iber 100 mOsmol/kg, die
ADH-Konzentration ist nach 90 oder 120 Minuten nicht supprimiert. Bei bereits patho-
logischen Natriumwerten kann bei diesem Versuch eine Hyponatridmie durch weitere

Verdiinnung verschlimmert werden.
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4.1.3. Der Furosemidtest (Renin-Aldosteron-Stimulationstest)

Der Furosemidtest wird bei differenzialdiagnostischer Abklarung einer arteriellen Hyper-
tonie angewendet, besonders bei Verdacht auf eine Stérung des Renin-Aldosteronsys-
tems. Hierbei werden der Versuchsperson, nach Abnahme der Basalwerte aus dem Blut,
40mg Furosemid intravends verabreicht. Furosemid ist ein Schleifendiuretikum, das ein
Natrium-Kalium-2 Chlorid Kotransporter in der aufsteigenden Henle-Schleife des Ne-
phrons hemmt und liber vermehrte Ausscheidung von Natrium die Diurese induziert.
Durch den Verlust von Natriumionen und Volumen wird das Renin-Aldosteron-System
aktiviert und es kommt in Folge zu einer vermehrten Ausschiittung beider Hormone. Als
physiologisch wird hierbei ein zwei- bis sechsfacher Anstieg der basalen Konzentrationen

von Renin und Aldosteron gewertet.

Ein primérer Hyperaldosteronismus wiirde mit einem niedrigen Basalwert von Renin und
nur geringem Anstieg nach Furosemidbelastung und hohen Ausgangswerten fiir Aldoste-
ron und konsekutivem Abfall nach Belastung einhergehen. Abzugrenzen ist hiervon der
sekundére Hyperaldosteronismus, bei dem die anfangs niedrigen Werte fiir Renin nach
Applikation des Medikaments ansteigen und die bereits hohen Aldosteronwerte noch wei-
ter ansteigen wiirden. Ein Anstieg beider Hormone bis zum 4-fachen der Basalwerte, kann
man bei Essenzieller Hypertonie beobachten. Ein bis zu 10-facher Anstieg beider Werte

zeigt sich bei einer Nierenarterienstenose.

4.2. Studiendesign

Die Studie wurde als experimentelle, prospektive Studie an einer kleinen Gruppe
freiwilliger, gesunder Probanden geplant und durchgefiihrt. Sémtliche zu untersuchenden
Parameter wurden von vornherein festgelegt und eine Probandenzahl von 20 Personen
zur statistisch signifikanten Auswertung definiert. Auf die einzelnen Parameter und deren
Bedeutung wird in der folgenden Arbeit noch genauer eingegangen. Da es sich um eine
experimentelle Studie an gesunden Probanden handelte, wurde der Rat des
Ethikkommission der LMU Miinchen eingeholt. Nach kleineren Nachbesserungen am

Aufklarungsbogen wurde die Versuchsreihe bewilligt.
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4.3. Testgruppe und Durchfiihrung

Zur Beurteilung des Zusammenhangs von FGF23 mit der hormonellen Regulation des
Salz- und Volumenhaushalts wurden bei 20 gesunden Probanden, im Alter von 23 bis 49
Jahren (Durchschnittsalter: 27,3 Jahre), elf ménnlichen und neun weiblichen,
verschiedene klinische Tests durchgefiihrt. Die Versuchspersonen wurden aus dem Feld
der arztlichen Mitarbeiter der nephrologischen Abteilung des Klinikums GroB3hadern,
sowie aus dem Freundes- und Bekanntenkreis des Autors rekrutiert. Es wurde explizit
Wert auf gesunde Probanden gelegt, um eine moglichst unverfilschte Physiologie

darzustellen.

Die Probanden mussten zwischen 18 und 60 Jahre alt sein und durften keine relevanten
Erkrankungen, insbesondere keine Herz-Kreislauferkrankungen oder Erkrankungen des
Knochenstoffwechsels aufweisen und keine Medikamente einnehmen, die Herz-Kreis-
lauf-System oder Knochenstoffwechsel beeinflussen konnten. Ebenso durfte keine akute
Infektion zum Versuchszeitpunkt vorliegen.

Die extern rekrutierten Probanden erhielten fiir die an drei Tagen jeweils 4,5 Stunden
stattfindenden Versuche eine Aufwandsentschidigung von kumuliert 100 Euro, die aus
dem durch Drittmittel gestellten Versuchsbudget entnommen wurden.

Die Probanden unterzeichneten die im Anhang angefiigte Probandenerkldrung nach dem
miindlichen Hinweis, dass nur drei der angefiihrten sechs Versuche durchgefiihrt wiirden,
ndmlich der Kochsalzbelastungstest, eine forcierte Diurese mit 20mg Furosemid und eine
orale Belastung mit Leitungswasser.

Die Probanden mussten zur Versuchsdurchfiihrung mindestens acht Stunden niichtern
sein, sowie in den letzten 12 Stunden auf Kaffee und Nikotin verzichtet haben. Eingangs
wurde eine Urinprobe gewonnen, die im besten Fall den Morgenurin darstellte. Eine
eigenverantwortliche Gewinnung durch die Probanden am Wohnort stellte sich meist
logistisch als unmoglich dar. Die Versuche wurden stets zwischen 7:00 Uhr oder 8:00 Uhr
morgens begonnen. Die Reihenfolge der Versuchstage richtete sich nicht nach einem
festen Schema, sondern orientierte sich an der zeitlichen Verfiigbarkeit der Probanden,
wobei ein Mindestabstand zwischen den Versuchen von 24 Stunden eingehalten wurde.
Jeder Versuch lief liber vier Stunden mit jeweils vier Blutentnahmen zu den Zeitpunkten
Null, eine Stunde, zwei und vier Stunden nach Versuchsbeginn. Zusitzlich wurde in

dieser Zeit auch ein Sammelurin gewonnen.
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Verwendet wurden pro Blutabnahme jeweils zwei 7,5 ml Serumréhrchen, sowie zwei 3,5
ml EDTA-Plasma Rohrchen. Nach der Abnahme wurden die Rohrchen in einer Zentrifuge
10 min. bei 4°C abzentrifugiert und die EDTA-Plasmaanteile, sowie die Serumanteile
sduberlich in voretikettierte Eppendorfgefile umpipettiert; der Zelliiberstand wurde
verworfen. Hierbei wurde insbesondere der EDTA-Plasma Anteil in Aliquots zu je 200ul
nach den Herstellervorgaben des FGF23 ELISA Testkits aufgeteilt.

Die fertig befiillten Eppendorfgefile wurden danach umgehend bei -20°C bis zu ihrer
weiteren Verarbeitung tiefgefroren.

Dabei wurde darauf geachtet die Verweildauer in Raumtemperatur so gering wie moglich
zu halten, um mdglichst unverfilschte Daten erheben zu konnen.

Die abgenommenen Serumproben wurden sofort nach Abnahme {iber das hauseigene
Rohrpostsystem in die Abteilung der klinischen Chemie des Klinikums GrofBhadern
verschickt. Ebenso die Urinprobe vor Versuchsbeginn und die Probe aus dem Sammelurin

nach Versuchsende.

4.4. Bestimmung der Werte

Bei allen Versuchen wurden die Konzentration von Elektrolyten und Retentionswerten zu
den jeweiligen Zeitpunkten im Serum, sowie vor und nach den Versuchen im Urin
bestimmt. Es handelt sich hier um Natrium, Kalium, Kalzium, Chlorid, Phosphat,
Kreatinin, EiweiB}, und Harnstoff. Der gesammelte Urin wurde auf seine Menge,
Osmolalitit, und die Konzentration von Natrium, Kalium, Kalzium, Chlorid, Kreatinin
und Phosphat untersucht. FGF23 wurde aus einem der Plasma Aliquots mit einem c-
terminalen Elisa (IMMUTOPICS INC.) von Mitarbeitern des Klinischen
Forschungslabors der Nephrologie in GroBhadern bestimmt. Zusétzlich verglichen wir
jeweils die Anfangs- und Endproben beziiglich Renin, Aldosteron, proANP, proAVP und
PTH beim Kochsalzbelastungstest und beim Furosemidtest.

Die Bestimmungen von Renin und Aldosteron wurden freundlicherweise von
endokrinologischen Speziallabor der LMU Miinchen Standort Innenstadt unter der
Leitung von Herrn PD Dr. med. M. Bidlingmaier durchgefiihrt. Die Messungen von iPTH,
CT-pro-AVP und proANP wurden vom Referenzlabor Limbach in Heidelberg
durchgefiihrt. Die glomerulédre Filtrationsrate (GFR) wurde mit Hilfe der CKD-EPI
Formel geschitzt. Diese Methode gilt zum heutigen Zeitpunkt als die genaueste
Schitzung der GFR. Diese Formel wurde von einer Forschergruppe des NIDDKD
(National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Disease) entwickelt und an

einem Kollektiv von 3896 Teilnehmern validiert (Levey et al., 2009).
20



Diese Validierung zeigte fiir die CKD-EPI-Formel genauere Ubereinstimmungen mit der
wahren GFR; In Bereichen iiber 60 ml/min lag die Abweichung zwischen gemessener
und geschitzter GFR mit CKD-EPI bei 2,5 gegeniiber 5,5 ml/min/1,73 m? mit MDRD
(Levey & Stevens, 2010). Fiir die Bestimmung von FGF23 wurde ein c-terminales ELISA
Testkit von Immutopics verwendet. Die gewonnenen EDTA Proben der Probanden
wurden aufgrund der kurzen Halbwertszeit von FGF23 von etwas unter einer Stunde so
zeitnah wie moglich zentrifugiert und das gewonnene Plasma in Portionen von je 200ul
tiefgefroren. Der Zelliiberstand wurde verworfen.

Die abgenommenen Serumproben wurden sofort nach Abnahme {iber das hauseigene
Rohrpostsystem in die Abteilung der klinischen Chemie des Klinikums GroBhadern
verschickt. Ebenso die Urinprobe vor Versuchsbeginn und die Probe aus dem Sammelurin

nach Versuchsende.

Cockcroft-Gault-Formel:

Kreatinin-Clearance [ml/min] = (140-Alter) x Gewicht x [0,85 bei Frauen)]

72 x Serum-Kreatinin

MDRD-Formel:

eGFR [ml/min/1,73 m?] =175 x Serum-Kreatinin [mg/dI] 54 x Alter -22°3
x [0,742 bei Frauen]

CKD-EPI-Formel:

Geschlecht |Serum- |eGFR-Berechnung

Kreatinin [[ml/min/1,73 m?]

[mg/dl]
weiblich <07 GFR = 144 x (Serum-Kreatinin/o,7)°3*° x (0,993)"!*
weiblich 07 GFR =144 x (Serum-Kreatinin/o0,7)"2°° x (0,993)"'te
maénnlich <0,9 GFR =141 x (Serum-Kreatinin/o0,9)°4" x (0,993)"
mannlich > 0,9 GFR =141 x (Serum-Kreatinin/0,9)"*°9x (0,993)"

Abbildung 2. Ubersicht der Moglichkeiten der GFR Berechnung (Wendt, 2019)
4.5. Erstellung einer Datenbank

Die erhaltenen Werte wurden in eine eigens erstellte Exceltabelle an den vorhandenen
Rechnern der nephrologischen Abteilung der LMU Miinchen Standort GroBhadern

eingetragen.
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Hierbei wurde eine Sortierungsmoglichkeit implementiert, die die Suche und
Differenzierung nach Einzelprobanden, Versuchsart und Abnahmezeitpunkt ermdglicht.
So konnten die nachfolgenden Berechnungen so exakt und ausfiihrlich wie mdglich

gestaltet werden.

4.6. Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen und Grafiken wurden, wenn nicht anders angegeben,
mittels SPSS v. 22. und Microsoft Excel 2013 (360) erstellt. Fiir die Berechnung der
einzelnen Korrelation zwischen den bewerteten Parametern wurde ein Pearson-
Korrelationskoeffizient berechnet, und die Signifikanz mittels verbundenem T-Test
ermittelt. Vor der Auswertung wurden aufgrund der spezifischen laborchemischen
Nachweisgrenzen Aldosteronwerte < 35 (pg/ml) auf 34,9 (pg/ml) und Reninwerte < 2
(uU/ml) auf 1,9 (nU/ml) gesetzt, um eine moglichst scharfe und kritische Grenze zu
bilden.

5. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse des experimentellen Designs zusammengefasst.
5.1. Aligemeine Ergebnisse

Die Versuchspersonengruppe bestand aus 20 gesunden Probanden, im Alter von 23 bis 49
Jahren (Durchschnittsalter: 27,3 Jahre), elf ménnlichen (55%) und neun weiblichen (45%).
Bei der Bestimmung der FGF23 Basiswerte konnte eine interindividuelle Schwankung
von einem Minimum 33,81(RU/ml) zu einem Maximum von 324,219 (RU/ml) und einem
insgesamten Mittelwert von 81,838 (RU/ml) feststellen. Bei gesunden Erwachsenen
liegen die Basiswerte nach aktueller Forschung zwischen 22 und 91 RU/ml.

Sowohl das Experiment 1, die Kochsalzinfusion, sowie das Experiment 2, der orale
Wasserbelastungstest, senkte den FGF23 Spiegel signifikant. Eine Probandin fiel mit
besonders erhdhten Basiswerten (max. 324, 219 RU/ml) auf. Diese zeigten sich {iber die
Versuchstage konstant hoch und auch von den intraexperimentellen Verdnderungen ohne
Abweichung von den restlichen Werten, sodass diese mit in die Rechnungen
miteinbezogen wurden. Ohne Beriicksichtigung dieser hohen Werte liegt der Mittelwert
aller Basis FGF23 Werte bei 69 RU/ml (min. 33,81, max. 150,91). Beide Mittelwerte,
sowohl korrigiert als auch unkorrigiert liegen im Bereich des bisher bekannten Rahmens

fiir gesunde Personen.
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Der Blutdruck der Probanden lag im Normbereich, im Mittel 87mmHg diastolisch zu
118mmHg systolisch. Der mittlere Kreatininwert vor den Experimenten lag bei 1 (min.
0,6 max. 1.1) (mg/dl).

Eine physiologische positive Korrelation zwischen FGF23 und dem Serumphosphat,
sowie eine negative Korrelation zwischen FGF23 und dem Phosphat im Urin konnten

berechnet werden, was die nachfolgende Tabelle verdeutlicht.

Tabelle 1. Korrelation von FGF23 mit den Baseline- Serum- sowie
Urinphosphatkonzentration {liber alle Versuchsaufbauten
FGF-23 P04- UP04-
FGF-23 Korrelation nach Pearson 1 2717 -,041
Signifikanz (2-seitig) ,000 ,675
N 223 223 109
P04- Korrelation nach Pearson 2717 1 112
Signifikanz (2-seitig) ,000 ,247
N 223 223 109
UP04- Korrelation nach Pearson -,041 ,112 1
Signifikanz (2-seitig) ,675 ,247
N 109 109 109

Im folgenden Teil wird auf die Ergebnisse der einzelnen Versuchsaufbauten eingegangen.
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5.2. Der Kochsalzbelastungstest
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Abbildung 3. Ubersicht der einzelnen Verldufe der FGF23 Konzentration wihrend des
Kochsalzbelastungstests.

Im klinischen Kochsalzbelastungstest kommt es nach einer Infusion von 21 NaCl tiber
zwei Stunden zu einer Suppression des RAAS und somit zu einer Senkung der
Serumkonzentrationen der einzelnen Hormone. Im gesunden ist eine Senkung des
Aldosterons von mindestens 50% normal.

Die NaCl-Infusion induziert hier die ebenfalls erwartete Suppression von Renin (um
66,66%, von 18,6 auf 6,2 (LU/ml), p<0,001) und Aldosteron (um 62,5%, von 141,91 auf
53,22 (pg/ml), p<0,001) Ferner war ein Abfall der Gesamtproteinkonzentration um 11,26%
(von 7,1 (g/dl) auf 6,3 (g /dl)) zu beobachten.

Abbildung 3. zeigt den Verlauf von FGF23 aller Probanden widhrend des der
Kochsalzbelastung. Der generelle Trend zeigt eine Abnahme des FGF23 Spiegels
wihrend dieses Versuches. Im Mittel von 78,64(RU/ml) (min. 33,81(RU/ml), max.
324,219(RU/ml)) auf 67,672 (RU/ml) (min. 33,241(RU/ml); max. 260,254 (RU/ml)),
also im Schnitt um 13,94% des Ausgangswertes (vgl. Abb. 4 und 5).

Eine genaue Aufstellung bietet Tabelle 2.
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Tabelle 2. Mittelwertvergleich vor Versuchsbeginn (Vor NaCl, Zeitpunkt 1) und nach
Versuchsende (Nach NaCl, Zeitpunkt 4), mit den dazugehorigen p-Werten im
Kochsalzbelastungstest.

Parameter Vor NaCl Nach NaCl p
Gesamtprotein mg/dl 7,1 (0,6) 6,3 (0,6) <0,001
Kalzium mmol/l 2,28 (0,13) 2,0 (0,11) <0,001
Phosphat mg/dl 3,74 (0,65) 3,26 (0,48) <0,001
Kreatinin mg/dl 0,98 (0,14) 0,90 (0,16) <0,001
Harnstoff mg/dl 33,0 (11,9) 28,6 (11,2) <0,001
Urin Osmolalitit mosm 787 (190) 677 (243) 0,057
CT-proAVP pmol/L 4,8 (2,0) 3,7(1,4 0,006
iPTH pg/ml 37,1 (8,8) 51,6 (20) 0,019
FGF23 RU/ml 78,6 (62) 67,7 (48) 0,005

Tabelle 2 zeigt die deutlich signifikanten Konzentrationsgefille einiger abgenommener
Parameter. Wéhrend der NaCl-Infusion zeigt sich iPTH induziert, iiber alle weiteren

Parameter ein deutliches Konzentrationsgefille.

Im Folgenden werden die Verldufe der Parameter Renin, Aldosteron und Natrium néher
erlautert. Die Abbildungen 4. bis 7. sowie die dazugehorigen Tabellen 3. und 4. zeigen
die Verldufe von Renin und Aldosteron. Wie bei einer Volumenbelastung zu erwarten,
reagiert das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System bei einer Volumen- bzw.
Druckerh6hung mit einer Aktivititsminderung, was sich hier recht deutlich in den

sinkenden Konzentrationen fiir Renin und Aldosteron widerspiegelt.
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Abbildung 4. Verlauf der mittleren Reninwerte wiahrend der Kochsalzbelastung mit
eingezeichneter Trendkurve und Mittelwerten.
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Abbildung 5. Aufstellung der mittleren Reninwerte als Boxplot zu den unterschiedlichen
Abnahmezeitpunkten.

Tabelle 3. Renin (uWU/ml) wihrend des Kochsalzbelastungstests

N | Minimum | Maximum | Mittelwert | Standardabweichung

Zeitpunkt1 |20 | 1,9 48,8 18,59 14,410
Zeitpunkt2 |20 | 1,9 32,8 12,53 8,740
Zeitpunkt3 |20 | 1,9 20,8 9,05 6,032
Zeitpunkt 4 20 [ 1,9 14,3 6,16 4,377

Die oben dargestellten Graphiken erldutern anschaulich den Verlauf des Renins wihrend
des Kochsalzbelastungstests als Trendkurve und als Boxplot, sowie tabellarisch.

Sowohl Renin als auch Aldosteron zeigen dhnlich dem FGF23 ein deutliches
Konzentrationsgefille auf. Besonders fillt dies im direkten Vergleich der Mittelwerte
zwischen den Zeitpunkten 1 und 4 auf. Renin fdllt hier von 18,59 pU/ml auf 6,16 pU/ml
also um ca. 66%. Ahnlich verhilt sich Aldosteron mit einem Konzentrationsunterschied

von ca. 63% von 141,91 pg/ml auf 53,22 pg/ml.
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Abbildung 6. Kurvenverlauf der mittleren Aldosteronwerte mit Trendkurve und Angabe
der Mittelwerte zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten.
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Abbildung 7. Aufstellung der Aldosteronwerte zu den Abnahmezeitpunkten wéhrend des
Kochsalzbelastungstests als Boxplot.

Tabelle 4. Aldosteron (pg/ml) wihrend des Kochsalzbelastungstests

N Min. Max. Mittel- | Standard | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 20 | 34,90 | 381,00 141,91 | 25,337 113,309 12838,95
Zeitpunkt2 | 20 | 34,90 | 200,00 | 79,59 11,490 51,385 2640,46
Zeitpunkt3 | 20 | 34,90 | 156,00 | 60,93 7,834 35,034 1227,36
Zeitpunkt4 | 20 | 31,40 | 97,50 53,22 5,346 23,909 571,62
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Tabelle 4. gibt eine Ubersicht iiber die mittleren Aldosteronwerte zu den vier
Abnahmezeitpunkten mit jeweiligem Minimum, Maximum sowie Standardabweichung,
Varianz und Standardfehlerangabe.

Durch die Infusion von 0,9% Kochsalzlosung (dies entspricht einer Na-Konzentration
von 150 mmol/L Natrium) wurden neben dem Volumen auch die dazugehorigen Salze
infundiert. Wahrend des Versuches wurden die Natriumkonzentrationen der Probanden in
den physiologischen Grenzen gehalten, zeigten aber dennoch einen signifikanten
Konzentrationsanstieg (p=0,019) von 138,7 mmol/l auf 139,7 mmol/l im Mittel (vgl.
Abbildung 11). Es zeigt sich also eine Erhohung der Serum-Natrium-Konzentration. (vgl.

Tabelle 6.)

Die Abbildungen 8. bis 10. veranschaulichen den Abfall des FGF23-Spiegels wihrend
der Kochsalzbelastung. Der singulidre Ausreiler beschreibt die Probandin mit den
deutlich erhohten FGF23 Werten. Beziiglich der Mediane zeigt dieser Ausreifler
allerdings kaum rechnerische Bedeutung (vgl. Boxplot Abbildung 8), insbesondere, da

der Trend der FGF23-Konzentrationsabnahme auch hier deutlich zu beobachten war.
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Abbildung 8. Ubersicht iiber den FGF23 Verlauf im Boxplot zu den einzelnen
Zeitpunkten.
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Abbildung 9. Abfall des FGF23 wihrend der Kochsalzbelastung
Tabelle 5. FGF23 wihrend des Kochsalzbelastungstests
N Min. Max. Mittel- | Standart- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt 1 | 20 33,81 324,22 78,64 13,867 62,013 3845,63
Zeitpunkt 2 | 20 30,67 | 313,15 75,62 13,364 59,766 3571,98
Zeitpunkt 3 | 20 34,23 | 301,93 72,64 12,825 57,357 3289,85
Zeitpunkt 4 | 20 33,24 | 260,35 67,67 10,791 48,257 2328,77

Oben gezeigte Tabelle gibt eine Ubersicht der Verinderung der FGF23 Werte gemittelt

iiber alle Versuchsteilnehmer im Verlauf des Kochsalzbelastungstests. Die mittlere

FGF23 Konzentration zeigt sich deutlich fallend, um 13,94% (p=0,005).

Abbildung 10. zeigt den Kurvenverlauf fiir FGF 23 im Vergleich mit dem Verlauf der

Gesamtproteinkonzentration. Beide bewegen sich relativ gleichsinnig, sodass man

anfangs sicher von einem generellen Effekt z.B. der Verdiinnung ausgehen konnte;

dennoch zeigt FGF23 besonders im letzten Drittel eine etwas stérker fallende Tendenz.
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Tabelle 6. Natrium wihrend des Kochsalzbelastungstests

AI 139,7

wahrend des

N Min. Max. | Mittel- | Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 20 | 133 142 138,70 | .47 2,080 4,33
Zeitpunkt2 | 20 | 136 144 139,35 | .39 1,755 3,08
Zeitpunkt3 | 20 | 137 143 139,45 | .34 1,538 2,37
Zeitpunkt4 | 20 | 137 142 139,70 | ,30 1,342 1,80
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Die Tabelle 6 gibt eine Ubersicht iiber die mittleren Natriumwerte zu den vier
Abnahmezeitpunkten mit jeweiligem Minimum, Maximum sowie Standardabweichung,
Varianz und Standardfehlerangabe. Hier zeigt sich die Konzentration im Versuchsverlauf
verdnderlich. Sie nimmt innerhalb der ersten zwei Stunden zu (von 138,70 auf 139,35
mmol/L) und steigt dann deutlich langsamer an (iiber 139,45 auf 139,7mmol/L). Auch
die GFR zeigt sich unter der Kochsalzinfusion deutlich ansteigend (von 93,13 auf 102,91
ml/min/1.73m?; p< 0,001). In der Abbildungen 12. sowie der dazugehdrigen Tabelle 7.
kann man die Verdnderung der mittleren GFR genauer betrachten. Ebenfalls zu
beobachten ist eine signifikante (»p=0,005) Erhohung der Natrium Ausscheidung (von
87,9 auf 129,9 mmol/l).
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Abbildung 12. GFR zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten als Boxplot.

Tabelle 7. GFR wihrend des Kochsalzbelastungstests

N Min. | Max. Mittel- Standard- | Standard- Varianz

wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 20 | 78,41 | 126,20 | 93,64 3,347 14,969 224,079
Zeitpunkt2 | 20 | 78,41 | 126,20 | 98,24 3,272 14,633 214,135
Zeitpunkt3 | 20 | 78,41 | 126,20 | 101,91 3,200 14,310 204,784
Zeitpunkt4 | 20 | 78,41 | 134,00 | 102,91 3,296 14,741 217,307
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Tabelle 7 gibt eine Ubersicht iiber die mittleren GFR zu den vier Abnahmezeitpunkten
mit jeweiligem Minimum, Maximum sowie Standardabweichung, Varianz und
Standardfehlerangabe.

Hierbei fallt auf, dass die Extremata sich unverdndert zeigen, wobei die mittlere GFR
iiber alle Versuchsteilnehmer eine ansteigende Tendenz zeigt.

Da die Studie auch Bezug zu den Parametern der menschlichen Blutdruckregulation
nehmen soll, wurde in den Versuchen auch die ANP und die CTpro-AVP (Copeptin)
bestimmt. Wie zu erwarten stieg unter Volumenbelastung auch die Konzentration von
ANP (von 46,97 auf 52,39 pmol/L; p=0,23, nicht signifikant) wéhrend das Copeptin (von
4,92 auf 3,63 pmol/L; p=0,0003, hoch signifikant) abfiel.

Deutlich wird dies auch in den beiden unten angefiihrten Abbildungen 13. und 14. sowie
den dazugehorigen Tabellen 8. und 9. Die Messungen der beiden Hormone wurden aus
Praktizititsgriinden auf die Zeitpunkte 1 und 4 beschrinkt. Aufgrund eines Laborfehlers
konnte bei fehlendem Wert das Copeptin nur fiir 19 Personen evaluiert werden. Bei der
zu erwartenden physiologischen Steigerung des ANP bei den ersten 10 Versuchspersonen
wurde aufgrund fehlender Relevanz fiir die weiteren Untersuchungen auf die Fortsetzung

der Parameterbestimmung verzichtet.

AVP (pmolll)
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Abbildung 13. Boxplotgrafik der Messungen des Copeptin AVP (entspricht ADH) zum
Zeitpunkt 1, vor dem Kochsalzbelastungstest, sowie zum Zeitpunkt 4, nach dem
Kochsalzbelastungstest
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Tabelle 8. AVP (pmol/L) wéhrend des Kochsalzbelastungstests

N Min. Max. Mittel- Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 19 1,60 8,60 4,92 ,534 2,33 5,43
Zeitpunkt4 19 | .80 7,50 3,63 ,392 1,71 2,93
100
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Abbildung 14. Boxplotgrafik der Messungen des atrialen natriuretischen Peptids (ANP)
zum Zeitpunkt 1, vor dem Kochsalzbelastungstest, sowie zum Zeitpunkt 4, nach dem
Kochsalzbelastungstest.

Tabelle 9. ANP (pmol/L) wihrend des Kochsalzbelastungstests

N Min. Max. | Mittel- | Standard- | Standard- Varianz

wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 10 | 29,36 | 73,24 | 46,97 5,144 16,267 264,61
Zeitpunkt4 | 10 | 35,90 90,92 | 52,39 5,158 16,311 266,05

Ein weiterer Parameter, der untersucht wurde, war das PTH. Wie eingangs erwihnt gibt

es bisher viele Hinweise auf eine direkte oder indirekte Verkniipfung der Hormone FGF23

und PTH.

Interessanterweise zeigt sich das PTH im Infusionsversuch, sprich in einer akuten

Situation der Volumen- und Kochsalzzufuhr signifikant (p=0,019) von 35,33 auf 49,68
pg/ml ansteigend (vgl. Abbildung 15 und die Tabelle 10.)
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Abbildung 15. Boxplotgrafik der Messungen des PTH zum Zeitpunkt 1, vor dem
Kochsalzbelastungstest, sowie zum Zeitpunkt 4, nach dem Kochsalzbelastungstest.

Tabelle 10. PTH (pg/ml) wihrend des Kochsalzbelastungstests

N | Min. | Max. | Mittelwert | Standart- | Standard- Varianz
fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 19 | 20,95 | 51,14 | 35,3337 2,010 8,762 76,76
Zeitpunkt4 | 19 | 23,59 | 80,24 | 49,6753 3,893 16,967 287,89

Eine zentrale Forschungsaufgabe war es, mogliche Wechselwirkungen zwischen den
einzelnen, oben besprochenen Parametern zu entdecken.

Hierzu wurde eine Pearsonsche Korrelation zwischen FGF23 und ausgewdihlten
Parametern errechnet.

In Tabelle 11. sind die Pearson-Korrelationen, zusammen mit den dazugehorigen
Signifikanzniveaus, zwischen FGF23 und verschiedenen anderen Parametern wihrend
der Kochsalzbelastung aufgefiihrt. Hier zeigt sich eine signifikante (p<0,001) deutlich
negative Korrelation zwischen FGF23 und der GFR. Beziiglich der weiteren dargestellten

Parameter lie sich keine signifikante Korrelation berechnen.
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Tabelle 11. Korrelation zwischen FGF23 und den angefiihrten Parametern im
Kochsalzbelastungstest

Pears | Renin Aldoste | Na GFR iPTH | Gesamt | CT-pro | Ca
on ron -protein | AVP
FGF23 | =-0,07 r=-0,036 | =-0,009 | =-0,46 | r=-0,24 | =0,158 | r=-0,071 | r=0,143
p=0,526 | p=0,751 | p=0,936 | p<0,001 |p=0,14 | p=0,161 | p<0,673 | p=0,205
5

5.3. Der Furosemidtest

In diesem Test wurde versucht den Natriumhaushalt durch intravendse Applikation von

Furosemid zu verdndern.

Abbildungen 16. und 17. geben mit der Tabelle 12. einen Uberblick iiber alle FGF23

Verlaufe wihrend dieses Experiments.
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Abbildung 16. Ubersicht der einzelnen Verliufe der FGF23 Konzentration wihrend des

Furosemidtests
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Abbildung 17. Ubersicht iiber den FGF23 Verlauf im Boxplot zu den einzelnen
Zeitpunkten.

Wie in Abbildung 17. ersichtlich ist, wies die oben erwéhnte Versuchsteilnehmerin
deutlich erhohte Basis FGF23 Werte auf. Die generelle Tendenz der Wertverdnderung

zeigt sich jedoch gleich zu den Probanden mit niedrigeren Ausgangswerten.

Tabelle 12. FGF 23 (RU/ml) wéhrend des Furosemidtests

N Min. Max. Mittel Standard- | Standard- Varianz

wert fehler abweichung
Zeitpunkt 1 | 20 | 35,07 | 296,41 79,22 13,056 58,387 3409,07
Zeitpunkt2 | 20 | 37,86 | 346,55 81,43 15,067 67,381 4540,21
Zeitpunkt3 | 19 | 36,45 | 32845 81,03 14,799 64,506 4160,98
Zeitpunkt4 | 20 | 34,34 | 354,14 78,78 15,393 68,840 4738,88

Tabelle 12. gibt eine Ubersicht iiber die mittleren FGF23 zu den vier
Abnahmezeitpunkten mit jeweiligem Minimum, Maximum sowie Standardabweichung,
Standardfehler und Varianz. Hier zeigt sich anfénglich eine leichte
Konzentrationssteigerung in der ersten Stunde von 79,22 auf 81,43 RU/ml; p=0,44, nicht
signifikant) die liber die nachfolgende Stunde beibehalten wird (81,03 RU/ml). Hiernach
zeigt sich die Konzentration wieder sinkend, Interessanterweise auf einen Mittelwert, der
unter dem Ausgangswert liegt (78,87 RU/ml zum Zeitpunkt 4 im Vergleich zu 78,78 zum

Zeitpunkt 1).
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Die Abbildung 18. zeigt den Verlauf der gemittelten FGF23-Konzentration im Vergleich
mit dem Verlauf flir das Gesamtprotein. Hier zeigt sich grafisch der oben beschriebene
FGF23-Peak nach einer Stunde und ein gradueller Abfall bis unterhalb des
Ausgangswertes nach vier Stunden. Gerade im letzten Drittel zeigt sich im Vergleich mit
dem Gesamtprotein ein erheblicher Unterschied. Wéhrend beide Kurven am Anfang
ansteigen, was durchaus auch durch eine Volumenreduktion und folglicher Konzentration
im Serum erkldarbar wire, zeigt sich das Gesamtprotein stabil bei einer
Konzentrationssteigerung von fast 8% gegeniiber dem Ausgangswert (von 7,09 zum
Zeitpunkt 1 auf 7,55 g/dl zum Zeitpunkt 4), wihrend die FGF23-Konzentration wieder
deutlich sinkt 81,02 RU/ml zum Zeitpunkt 3 auf 78,77 RU/ml zum Zeitpunkt 4).
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Abbildung 18. Vergleich der Verldufe des mittleren FGF23 mit der mittleren
Proteinkonzentration an den vier Abnahmezeitpunkten wéhrend des Furosemidtests.

Die Abbildungen 19. und 20. und die Tabelle 13. geben den Verlauf des Kreatinins im
Furosemidtest an. Hier zeigt sich eine nahezu stabile mittlere Kreatininkonzentration iiber

alle 4 Abnahmezeitpunkte.

Tabelle 13. Kreatinin wihrend des Furosemidtests

N Min. Max. | Mittel- Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 20 | .7 1,3 ,98 ,0337 ,151 ,02
Zeitpunkt2 | 20 | .7 1,3 1,00 ,0308 ,137 ,02
Zeitpunkt3 | 19 |7 1,2 97 ,0304 ,133 ,02
Zeitpunkt4 | 20 | .7 1,2 ,99 ,0293 ,131 ,02
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Abbildung 19. Boxplot der Kreatininkonzentration an den vier Abnahmezeitpunkten im
Furosemidtest.

In den Abbildungen 20. und 21. sowie in der dazugehorigen Tabelle 14. werden die
Verlaufe von Renin in diesem Versuchsaufbau dargestellt: Der Reninspiegel wurde wie
erwartet bei gesunden Probanden, die sich einem Furosemidtest unterziehen, um 97% von
14,2 (uU/ml) auf 26,3 (uU/ml) nach vier Stunden mit einem Maximum vom 28,04 ;
p=0,017) nach einer Stunde angehoben.
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Abbildung 20. Verlauf der Reninwerte zu den Abnahmezeitpunkten wéhrend des
Furosemidtests.
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Abbildung 21. Aufstellung der Reninwerte zu den Abnahmezeitpunkten wihrend des
Furosemidtests als Boxplot.

Tabelle 14. Das Mittlere Renin (uU/ml) im Versuchsverlauf des Furosemidtests zu den
vier Abnahmezeitpunkten

N | Min. | Max. | Mittelwert Standard- Varianz
abweichung
Zeitpunkt1 | 18 | 1,90 | 31,90 | 14,15 9,138 83,51
Zeitpunkt2 | 20 | 1,90 | 99,10 | 28,04 20,797 432,51
Zeitpunkt3 |19 | 1,90 | 91,30 | 26,54 20,040 401,62
Zeitpunkt4 |19 | 1,90 | 89,60 | 26,26 19,445 378,10

In Tabelle 14 sind die Werte des Furosemidtests zu den vier Abnahmezeitpunkten mit

jeweiligem Minimum, Maximum sowie Standardabweichung, Varianz und
Standardfehlerangabe dargestellt. Das Renin zeigt eine deutliche Reaktion auf die
Furosemidinfusion in der ersten Stunde, was sich in einem deutlichen
Konzentrationssteigerung von 14,15 auf 28,04 pU/ml, also fast einer Verdoppelung
widerspiegelt-

Aldosteron reagiert entgegengesetzt zum Kreatinin mit einem Konzentrationsabfall um
26,5 % nach zwei Stunden von 134,04 auf 98,57 pg/ml) und einem Wiederanstieg (auf
112,08 pg/ml) in den Stunden danach, wie in den Abbildungen 22. und 23. und in der

Tabelle 15 aufgezeigt wird.
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Abbildung 22. Verlauf der mittleren Aldosteronwerte
wihrend des Furosemidtests.
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Abbildung 23. Aufstellung der Aldosteronwerte zu den Abnahmezeitpunkten wéhrend
des Furosemidtests als Boxplot.

Tabelle 15. Das Mittlere Aldosteron (pg/ml) im Versuchsverlauf des Furosemidtests.

N Min. | Max. Mittel- Standard- | Standard- Varianz

wert fehler abweichung
Zeitpunkt 1 | 18 | 34,90 | 366,50 | 134,04 23,093 97,974 9598,85
Zeitpunkt2 | 20 | 34,90 | 301,40 | 122,16 16,924 75,687 5728,58
Zeitpunkt3 | 19 | 34,90 | 206,00 | 98,57 11,486 50,066 2506,64
Zeitpunkt4 | 19 | 34,90 | 280,00 | 112,08 17,332 75,548 5707,44
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In der Abbildung 24. in der Tabelle 16. wird der Verlauf der Natriumkonzentration gezeigt.
Wie auch im ersten Versuch wird die Natriumkonzentration im physiologischen Bereich

gehalten. Eine signifikante Anderung ist hier nicht nachweisbar.
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Abbildung 24. Verlauf der mittleren Natriumkonzentration wéahrend des Furosemidtests.

Tabelle 16. Mittlere Natriumkonzentration im Verlauf des Furosemidtests.

N Min. | Max | Mittel- Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt 1 | 20 135 143 139,40 ,432 1,930 3,726
Zeitpunkt 2 | 20 136 142 139,40 ,328 1,465 2,147
Zeitpunkt3 | 19 137 144 139,74 418 1,821 3,316
Zeitpunkt 4 | 20 135 141 139,25 ,323 1,446 2,092

Die GFR zeigte sich im Furosemidtest ebenfalls kaum verénderlich, was sich natiirlich
schon am nahezu konstanten Kreatinin erahnen ldsst. Tendenziell zeigte sich eine Stunde
nach Medikamentenapplikation eine GFR Verschlechterung Von 94,11 auf 91,66
ml/min/173m?, die sich in der Folge wieder normalisierte (94,52 ml/min/173m? zum

Zeitpunkt 3)
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Abbildung 25. GFR wihrend des Furosemidtests.

Tabelle 17. GFR (ml/min/173m?) wéhrend des Furosemidtests

N Minimum Maximum | Mittelwert | Standard-
abweichung
Zeitpunkt1 | 20 69,95 119,96 94,11 14,116
Zeitpunkt2 | 20 70,44 119,96 91,66 14,393
Zeitpunkt 3 19 78,49 121,66 94,52 15,429
Zeitpunkt4 | 20 71,44 119,96 93,13 13,216

ANP zeigte im Versuchsverlauf eine deutliche Konzentrationsabsenkung, von im Mittel
68,56 auf 44.91 pmol/L; p<0,0001) (vgl. Abbildung 26 und Tabelle 18.). Dahingegen
zeigte sich das AVP deutlich steigend von im Mittel 4,64 auf 5,64 pmol/L; p=0,149) (vgl.
Abbildung 27. und Tabelle 19.)
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Abbildung 26. Boxplot der ANP Werte zum Zeitpunkt 1 (Basiswerte) und Zeitpunkt 4
zum Versuchsabschluss nach 4 Stunden.

Tabelle 18. ANP (pmol/L) wéhrend des Furosemidtests

N Min. Max. | Mittelwert | Standard- | Standard- Varianz

fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 10 | 34,34 | 68,56 | 47,63 3,27908 10,369 107,523
Zeitpunkt4 | 10 | 23,08 | 44,91 | 32,63 2,06898 6,543 42,807
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Abbildung 27. Boxplot der AVP (Copeptin) Werte zum Zeitpunkt 1 (Basiswerte) und
Zeitpunkt 4 zum Versuchsabschluss nach 4 Stunden.
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Tabelle 19. AVP(Copeptin) (pmol/L) zum Zeitpunkt 1 (Basiswerte) und Zeitpunkt 4
zum Versuchsabschluss nach 4 Stunden.

N Min. | Max. Mittel- Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 19 |,790 | 10,090 | 4,64253 ,448341 1,954273 3,819
Zeitpunkt2 | 19 | ,00 10,650 | 5,60089 ,921457 2,272980 5,166

Das Parathormon zeigte sich in diesem Versuch leicht, allerdings nicht statistisch

signifikant, ansteigend (von 36,79 auf 37,06 pg/ml).

Tabelle 20. PTH (pg/ml) im Furosemidtest.

N Min. Max. | Mittel- | Standard- | Standard- Varianz

wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 19 | 16,09 | 59,88 | 36,7863 | 2,674 11,65770 135,902
Zeitpunkt2 | 19 | 20,37 | 57,42 | 37,0637 | 2,324 10,13192 102,656

Wie schon im ersten Versuch konnte beim Furosemidtest keine Korrelation zwischen

FGF23 und Renin, Aldosteron oder Natrium nachgewiesen werden (Tabelle 21.) jedoch

wieder eine signifikante, negative Korrelation nach Pearson zwischen FGF23 und der

glomeruléren Filtrationsrate (r= -0,46; p<0,001).

Ebenfalls konnte auch eine negative Korrelation zwischen FGF23 und PTH (r=-0,24)

wiederholt berechnet werden. Allerdings auch diesmal ohne Signifikanznachweis

(p=0,139).

Tabelle 21. Korrelationen nach Pearson zwischen FGF23 und den angefiihrten
Parametern im Furosemidtest

Pearson | Renin Aldosteron | Na GFR Ca Ca iPTH |proAVP Gesamt-
protein
FGF23 | r=-0,01 | =0,026 r=0,021 | r=-0,463 [=0,1 [r=0,061r=-0,24 [r=-0,031r=-0,02
p=0,928 | p=0,821 p=0,852 | p<0,001 [p=0,361 p=0,643 p=0,139 |p=0,855 p=0,859

5.4. Der orale Wasserbelastungstest

Wie beim klinischen oralen Wasserbelastungstest zu erwarten, wurde ein Grofiteil der

aufgenommenen Fliissigkeit

schon

innerhalb der

ersten eineinhalb Stunden

ausgeschieden. Auch die Urinosmolalitit sank folglich sehr deutlich ab von 742 auf 132
mosm; p<0,0001). Andere Parameter wie Phosphat (4,10 auf 3,83 mg/dl; p= 0,015),
Kreatinin (von 0,99 auf 0,92 mg/dl; p<0,001) und Harnstoff (von 30,5 auf 26,7g/dl;

p<0,001) ebenso. Die Ergebnisse zeigten sich allesamt signifikant.
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Der Kalziumspiegel zeigte sich dazu im Gegensatz steigend von 2,36 auf 2,40 mmol/L

(p=0.028)

Tabelle 22. Anderung ausgewihlter Parameter im oralen Wasserbelastungstest.

Parameter Basiswerte Endwerte P
Gesamtprotein mg/dl 7,4 (0,46) 7,2 (0,49) 0,037
Kalzium mmol/l 2,36 (0,11) 2,40 (0,12) 0,028
Phosphat mg/dl 4,10 (0,49) 3,83 (0,33) 0,015
Kreatinin mg/dl 0,99 (0,12) 0,92 (0,13) <0,001
Harnstoff mg/dl 30,5 (6,39) 26,7 (5,68) <0,001
Urin Osmolalitit mosm 742 (194) 132 (38,7)

FGF23(RU/ml) 89,1 (68,7) 78,4 (60,0) 0.016

Vor allem die FGF23-Konzentration sank ab, um ca. 12%, von 89,1 (RU/ml) auf 78,4
(RU/ml) (vgl. Abbildungen 28. bis 30. und Tabelle 23.). Im Vergleich mit dem

Gesamtprotein zeigt sich ein langsamerer und stetiger Abfall des FGF23, mit einem

Abwirtstrend nach vier Stunden (vgl. Abbildung 31.).
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Abbildung 28. Einzelverldufe des FGF23 wihrend des oralen Wasserbelastungstests.
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Abbildung 29. Verlauf der mittleren FGF23 Werte wihrend des oralen
Wasserbelastungstests.

Die Abbildungen 28. Und 29. zeigen die individuellen respektive die mittleren FGF23
Verlaufe wihrend dieses Versuchsaufbaus. Wiederum ist hier die Versuchsperson mit den
deutlich erhohten FGF23 als AusreiBer sichtbar. Wiederum zeigt sich hier allerdings der
Trend des Gesamtverlaufs zu den anderen Probanden kongruent. Dieser Versuch konnte
aufgrund fehlender Messdaten nur fiir 16 Versuchspersonen entsprechend korrekt

berechnet werden.
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Abbildung 30. Boxplot des FGF23 wihrend des oralen Wasserbelastungstests zu den vier
Abnahmezeitpunkten.
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Tabelle 23. Ubersicht iiber FGF23 (RU/ml) wihrend des oralen Wasserbelastungstests.

N | Min. | Max. Mittel- Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt 1 16 | 34,93 | 322,56 | 89,11 17,180 68,720 4722,478
Zeitpunkt 2 16 | 32,55 | 302,99 | 83,73 16,186 64,743 4191,713
Zeitpunkt 3 16 | 34,62 | 296,95 | 79,40 15,902 63,606 4045,771
Zeitpunkt 4 16 | 34,47 | 285,88 | 78,41 15,007 60,030 3603,559

Abbildung 31. zeigt den Vergleich der mittleren FGF23 Verldufe mit den mittleren
Proteinkonzentrationen wéhrend der vier Abnahmezeitpunkte. Die Proteinkurve zeigt
einen deutlichen Knick, nach der ersten Stunde von 7,42 g/dl auf 7,03 g/dl mit folgendem
Konzentrationsanstieg bis maximal 7,24 g/dl nach vier Stunden, ganz &hnlich zum
Kurvenverlauf von Renin und Natrium (vgl. Abbildungen 34 bis 36), wiahrend die FGF23
Konzentration iiber die gesamten vier Stunden sinkt (von 89,11 RU/ml auf 78,4 RU/ml).
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Abbildung 31. Vergleich der Kurvenverldufe anhand der Mittelwerte zwischen FGF23
und dem Gesamtprotein wihrend des oralen Wasserbelastungstests.

Generell wurde das iiberfliissige Volumen innerhalb einer Stunde zum gréBten Teil wieder
ausgeschieden. Der harntreibende Effekt war dabei sogar grofer als nach
Furosemidinfusion und deutlich grofBer im Vergleich zur intravendsen Kochsalzbelastung.
Die mittlere Sammelmenge betrug 1310 ml (min. 400 ml, max. 2000 ml). Der grofte
Anteil an der Ausscheidungsmenge konnte innerhalb der ersten zwei Stunden beobachtet

werden.
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Wihrend das Gesamtprotein einen relativ schnellen und steilen Abfall zeigt, entwickelt
FGF23 einen langsameren, flacheren aber bestdndigen negativen Kurvenverlauf. Auch zu
dem Zeitpunkt, an dem die mittlere Gesamtproteinkonzentration einen Wiederanstieg
zeigt, verhilt sich das FGF23 weiterhin absinkend.

Der Aldosteronspiegel weist eine Absenkung innerhalb der vier Stunden um 37,9% von
190,21 (pg/ml) auf 118,08 (pg/ml) auf. Die maximale Absenkung wurde nach zwei
Stunden erreicht; hier um sogar 46% auf 102,41 (pg/ml) im Vergleich zum Ausgangswert.
(vgl. Abbildungen 32., 33. und Tabelle 24.).
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Abbildung 32. Verlauf des mittleren Aldosterons wihrend der oralen Wasserbelastung.
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Abbildung 33. Boxplot der Aldosteronkonzentration an den vier Abnahmezeitpunkten
wéhrend der oralen Wasserbelastung.
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Tabelle 24. Aldosteron (pg/ml) wihrend der oralen Wasserbelastung

N Min. Max. Mittel | Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 16 | 53,10 |472,80 | 190,21 | 28,925 115,700 13386,52
Zeitpunkt2 | 16 | 49,90 | 243,00 | 122,96 | 14,565 58,261 3394,33
Zeitpunkt3 | 16 | 37,00 | 339,00 | 102,41 | 19,896 79,586 6333,85
Zeitpunkt4 | 16 | 44,50 | 306,40 | 118,08 | 18,740 74,961 5619,20

Die Abbildungen 34. und 35. geben zusammen mit der Tabelle 25. eine Ubersicht iiber

den Verlauf von Renin. Hier zeigt sich ein deutlicher Konzentrationsabfall um 32%

innerhalb der ersten Stunde (von 24,78 auf 16,73 pU/ml; p=0,006) mit langsamen

Wiederanstieg auf maximal 21,16 pU/ml nach vier Stunden.
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Abbildung 34. Verlauf des mittleren Renins wihrend der oralen Wasserbelastung.
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wihrend des oralen Wasserbelastungstests.

Tabelle 25. Renin wihrend des Trinkversuchs

4

vier Abnahmezeitpunkten

N Min. | Max. | Mittel- | Standard- | Standard- Varianz

wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 16 | 1,9 68,9 24,78 4,103 16,412 269,358
Zeitpunkt2 |16 |19 84,4 16,73 4,748 18,993 360,741
Zeitpunkt3 | 15 | 1,90 | 84,80 | 20,15 5,134 19,883 395,333
Zeitpunkt4 | 16 | 1,9 97,5 21,16 5,550 22,199 492,826

Auch das Natrium zeigt einen initialen Konzentrationsabfall von 139,7 auf 135,2 mmol/I

in der ersten Stunde mit nachfolgendem Wiederanstieg auf physiologische

Konzentrationen von 138,3 mmol/l nach vier Stunden.
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Abbildung 36. Verlauf des mittleren Natriums wahrend der oralen Wasserbelastung
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Abbildung 37. Boxplot der Natriumwerte zu den vier Abnahmezeitpunkten wéhrend der
oralen Wasserbelastung.

Die mittlere Natriumkonzentration zeigt sich eine Stunde nach der oralen Wasserbelas-
tung deutlich reduziert, was auf eine Art von Himodilution durch hypotones Wasser
schlieen lassen konnte. Einen dhnlichen Verlauf zeigt sich die Gesamtproteinkonzent-

ration. Erst nach dem 2 Abnahmezeitpunkt steigt die Natriumkonzentration wieder an.

Tabelle 26. Ubersicht iiber die Natriumwerte (mmol/L) wihrend der oralen
Wasserbelastung.

N Min. Max. | Mittel- Standard- Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 | 16 | 138 142 139,69 ,313 1,250 1,563
Zeitpunkt2 | 16 | 134 137 135,19 ,262 1,047 1,096
Zeitpunkt3 | 16 | 133 140 136,63 ,455 1,821 3,317
Zeitpunkt4 | 16 | 135 140 138,25 ,403 1,612 2,600

Interessanterweise ist in den Verldufen von Renin und Natrium, &hnlich der in Abbildung
31. gezeigten Gesamtproteinkurve, ein deutliches Tal nach einer Stunde mit
konsekutivem Wiederanstieg sichtbar. Diese spezifischen und gleichsinnigen
Verdnderungen konnten auf den oben beschriebenen Effekt der akuten Volumenbelastung
mit Verdiinnungseffekt sein.
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Im Fall des Renins kann man aber auch an eine endokrine Herunterregulation bei akuter
Volumenbelastung denken. Wihrend die GFR deutlich zunimmt, im Mittel von 92,26 auf
99,27 ml/ml/1,73m?, zeigt sich die Kreatininkonzentration dementsprechend sinkend

(von initial 0,999 auf 0,92 mg/dl nach vier Stunden)
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Abbildung 38. Boxplot des Kreatinins zu den vier Abnahmezeitpunkten wihrend der
oralen Wasserbelastung.

Tabelle 27. Ubersicht iiber die Kreatininwerte 8mg/dl) wihrend der oralen
Wasserbelastung.

N Min. Max. | Mittel- Standard- | Standard- Varianz
wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 |16 |,7 1,2 ,994 ,0309 ,1237 ,015
Zeitpunkt2 |16 | .6 1,1 ,925 ,0323 ,1291 ,017
Zeitpunkt3 | 16 |,7 1,2 ,925 ,0310 ,1238 ,015
Zeitpunkt4 | 16 | .6 1,1 919 ,0332 ,1328 ,018
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Abbildung 39. Boxplot der GFR-Werte zu den vier Abnahmezeitpunkten wahrend der
oralen Wasserbelastung.

Tabelle 28. Ubersicht iiber die GFR im oralen Wasserbelastungstest.

N Min. Max. Mittel- | Standard- | Standard- Varianz

wert fehler abweichung
Zeitpunkt1 |16 | 71,44 | 119,96 91,2663 | 3,68801 14,75202 217,622
Zeitpunkt2 |16 | 78,49 | 126,20 | 98,2388 | 3,67087 14,68348 215,605
Zeitpunkt3 | 16 | 80,16 | 124,16 98,6844 | 3,36998 13,47990 181,708
Zeitpunkt4 | 16 | 78,49 | 126,20 | 99,2719 | 3,94514 15,78055 249,026

Tabelle 29. zeigt die Pearson-Korrelationen

Parametern.

zwischen FGF23 und gemessenen

Wie in den vorangegangenen Versuchen konnte keine Korrelation zwischen FGF23 und

Renin (p=0,51), Aldosteron (p=0,91), Natrium p=0,72) und Kalzium (p=0,63) berechnet

werden. Die Korrelation zwischen FGF23 und der GFR zeigte sich wiederholt negativ

(r=-0,46), und mit einem p=0,04 gerade noch signifikant.
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Tabelle 29. Pearson Korrelation zwischen FGF23 und den angegebenen Parametern
wihrend der oralen Wasserbelastung

Pearson Renin Aldosteron | Na GFR Ca Gesamt-
Protein
FGF23 r=-0,086 | r=-0,014 = 0,46 r=-0,463 [r=0,61 r=-0,088
p=0,505 p=0,911 p=0,718 p<0,001 [p=0,634 p=0,487

5.5. Spezielle Ergebnisse

Auch wenn man die Daten aller Versuche interpretiert, bestdtigen sich einige der
Ergebnisse. Sie sind also nicht nur vom jeweiligen Versuch abhéngig, gewisse

Konstellationen lassen sich liber den gesamten Untersuchungszeitraum verfolgen:

FGF23 korreliert mit der glomeruldren Filtrationsrate zuverldssig negativ (1=-0.448) und

hoch signifikant (»p<0,001).

Weitere Korrelationen finden sich in Tabelle 30. Signifikante Korrelationen konnten mit
Ausnahme der GFR mit keinem der gemessenen Parameter berechnet werden. Auffillig
ist jedoch die konsequente negative Korrelation zwischen FGF23 und PTH, wenn auch
in dieser Studie ohne Signifikanzniveau.

Tabelle 30. Pearson Korrelation zwischen FGF23 und den aufgefiihrten Parametern,
berechnet iiber alle Versuche.

Renin Aldosteron | GFR Ca Gesamt | PTH Na ANP AVP
Protein
FGF23 | =-0,28 | r=0,01 r=- r= r= = - | r=0,001 | r= -l =
p=0,680 | p=0,886 0,448 0,118 | 0,052 0,196 p=0,984 | 0,047 0,198
p<0,001 | p= p=0,441 | p=0,141 p=0,773 | p=0,137
0,078

Es besteht weiterhin keine Korrelation mit Renin (p=0,68), Aldosteron (p=0,89), Natrium
(»p=0,98), ANP (p=0,77) und AVP (p=0,14) genauso wie mit dem Serum-Gesamtprotein
(p=0,441).

Im Bezug auf die gemessenen Phosphatkonzentration im Serum zeigt FGF23 eine
signifikante, positive Korrelation von r=0,271 (p<0,001), zum gemessenen Phosphat im

Urin eine zwar nicht-signifikante, aber zu erwartend negative Korrelation (r=-0,041,
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p=0,675).
Zur Genaueren Bestimmung der GRF aus Kreatinin wurde die CKD-EPI-Formel

verwendet (siehe ,,Material und Methoden®).

In den einzelnen Versuchen konnte diese negative Korrelation ebenfalls gefunden werden.
Tabelle 31. schliisselt die Korrelationskoeftizienten Zwischen FGF23 und der GFR nach

den einzelnen Versuchen auf:

Tabelle 31. Korrelation nach Pearson zwischen FGF23 und der GFR in den drei
einzelnen Versuchsaufbauten.

Versuch Kochsalzbelastung Furosemidtest Wasserbelastung

FGF23/GFR r=-0,885 p<0,001 r=-0,3 p<0,05 r=-0,92 p<0,05

5.6. FGF 23 und das RAAS

In den Versuchen konnte keine signifikante Korrelation zu den Hormonen dieses
Regelkreises berechnet werden. Es zeigt sich allerdings zumindest grafisch eine
Ahnlichkeit im Verlauf der Kurven von FGF23 und Aldosteron (vgl. Abbildungen 40. und

41.). Im Kochsalzbelastungstest nahmen sowohl FGF23 als auch Renin und Aldosteron

signifikant ab.
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Abbildung 40. Vergleich der Verlaufskurven von FGF23 und Aldosteron im
Kochsalzbelastungstest
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Abbildung 41. Vergleich der Verlaufskurven von FGF23 und Renin im
Kochsalzbelastungstest

Im Kochsalzbelastungstest zeigt sich demnach ein &dhnlicher, gleichsinniger
Konzentrationsabfall im Verlauf des Versuches von FGF23 von 78,64 auf 67,67 RU/ml
im Vergleich zu Aldosteron (von 141,9 auf 53,22 pg/ml) und Renin (von 18,58 auf 6,16
pg/ml) (vgl. Abbildungen 44. und 45.)

Im Gegensatz dazu zeigt sich der grafische Verlauf von FGF23 und Aldosteron im
Furosemidtest nur zwischen den Abnahmezeitpunkten 2 und 3 gleichsinnig, wihrend ein
augenscheinlich gleichsinnig gerichteter Konzentrationsanstieg von FGF23 (79,2 auf

81,43 RU/ml) und Renin (von 14,2 auf 28 nU/ml) zu verzeichnen ist.
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Abbildung 42. Vergleich der Verldufe von FGF23 und Aldosteron wéhrend des
Furosemidtests
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Abbildung 43. Vergleich der Verldufe von FGF23 und Renin wihrend des Furosemidtests

Wihrend das Renin nach dem initialen Anstieg relativ konstant erhdht bleibt (28 pU/ml
zum Zeitpunkt 2 und 26,3 pU/ml im Vergleich zum Ausgangswert von 14,2 nU /ml), fallt
FGF23 schon zwischen dem zweiten und dritten Abnahmezeitpunkt von 81,43 auf 81,03
RU/ml und deutlicher zum vierten Abnahmezeitpunkt auf 78,77 RU/ml, sogar unter den

Ausgangswert.
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Abbildung 44. Verldufe fiir FGF23 und Aldosteron wihrend des Wasserbelastungstests
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Abbildung 45. Verldufe fiir FGF23 und Renin wéhrend des Wasserbelastungstests

Uber alle Versuche zeichnet sich ein dhnlicher Verlauf der Renin und FGF23 Spiegel ab
(vgl. Abbildungen 41. und 43.) und zumindest innerhalb der ersten Stunde wihrend des
Wasserbelastungstests (vgl. Abbildung 45.). Es liegt nur ein gewisser Unterschied in den
Scheitelpunkten, = was  durchaus  durch  einen  Unterschied in  der
Expressionsgeschwindigkeit und der Halbwertszeit der Hormone liegen kann.

Da Renin physiologisch Hand in Hand mit Aldosteron verlaufen sollte, ist es nicht
verwunderlich, dass diese Beobachtungen auch fiir den Vergleich zwischen Aldosteron
und FGF23 gilt (vgl. Abbildungen 40. und 44.).

Einzig der Verlauf des Aldosterons im Furosemidtest (vgl. Abbildung 42.) passt nicht zu
dieser Beobachtung. Hier fallt der Aldosteronspiegel ab. Physiologisch wire allerdings
ein Anstieg, wie er bei der Reninkurve (vgl. Abbildung 43.) gezeigt wird. Hier verlaufen

Renin und FGF23 in den ersten drei Stunden nahezu parallel.

Tabelle 32. Korrelation zwischen FGF23 und Aldosteron iiber alle gemessenen Werte

FGF-23 Aldosteron (pg/ml)
FGF-23 Korrelation nach Pearson 1 ,010
Signifikanz (2-seitig) ,886
N 223 220
Aldosteron (pg/ml) Korrelation nach Pearson ,010 1
Signifikanz (2-seitig) ,886
N 220 221
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Tabelle 33. Korrelation zwischen FGF23 und Renin tiber alle gemessenen Werte
FGF-23  Renin (uU/ml)

FGF-23 Korrelation nach Pearson 1 -,028
Signifikanz (2-seitig) ,680
N 223 219
Renin (nU/ml) Korrelation nach Pearson -,028 1
Signifikanz (2-seitig) ,680
N 219 219

Wihrend Tabelle 32. die Berechnung des pearsonschen Korrelationskoeffizienten
zwischen FGF23 und Aldosteron anzeigt, zeigt Tabelle 33. dies fiir die Korrelation
zwischen FGF23 und Renin. Hierbei zeigt sich, gemessen tiber alle Versuche nahezu
keine Korrelation zwischen FGF23 und Renin (r=-0,028; p=0,68) und FGF23 Aldosteron
(r=0,01; p=0,886).

6. Diskussion der Ergebnisse

In folgendem Kapitel werden Teile der oben aufgefiihrten Ergebnisse genauer beleuchtet,

mogliche Zusammenhénge skizziert und mogliche Storfaktoren diskutiert.

6.1. Der Kochsalzbelastungstest

Durch die Infusion von 2 1 Kochsalzlosung wurden neben dem Volumen auch die
dazugehorigen  Salze  infundiert. Wéahrend des  Versuches wurden die
Natriumkonzentrationen der Probanden in den physiologischen Grenzen gehalten,
zeigten aber dennoch einen signifikanten Konzentrationsanstieg (p=0,019). Auch die
GFR zeigt sich im Versuchsverlauf verdnderlich. Sie nimmt innerhalb der ersten zwei
Stunden zu und bleibt dann relativ konstant. Diese Zunahme der glomeruldren
Fitrationsleistung kann mit einem Anstieg des intravasalen Volumens und damit des
Blutdrucks und einer konsekutiv héheren Nierendurchblutung erklirt werden, zusammen
mit einem Uberangebot an Kochsalz, das reguliert werden muss. Hierzu wiirde die
signifikante (p=0,0005) Erhéhung der Natrium Ausscheidung passen (von 87,9 auf 129,9
mmol/l). Anders als erhofft zeigt sich im Versuch der akuten, kontinuierlichen Volumen-
und Elektrolytbelastung der Probanden kein statistisch beweisbarer Zusammenhang
zwischen Renin, Aldosteron, Natrium und AVP mit FGF23.

Andererseits zeigt sich eine signifikante leichte, negative Korrelation von FGF23 zu PTH.

Wihrend manche Studien PTH eine stimulierende Komponente in der FGF23 Expression
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zuschreiben (Lanske & Razzaque, 2014), postulieren andere wiederum eine hemmende
Wirkung von FGF23 auf die PTH Expression (Olauson et al., 2013). Generell ist also eine
Art regulatorisches Gegenspielerprinzip zwischen FGF23 und PTH beschrieben, das iiber
verschiedenartige und heute noch nicht vollkommen verstandene Mediatorsysteme
funktioniert. Hierzu wiirde natiirlich auch die gefundene negative Korrelation passen.
Eine weitere Theorie basiert auf dem reaktiven PTH-Anstieg bei der volumeninduzierten
kurzzeitigen Hypokalzdmie. Hier wird wieder ein gewisser Verdiinnungseffekt postuliert,
der sich durch den Konzentrationsabfall von Kalzium an den entsprechenden Rezeptoren
in einer reaktiven Erhohung des PTH auswirkt.

Auch mit der glomeruldren Filtrationsrate konnte eine signifikante, negative Korrelation
gefunden werden. Die FGF23 Aktivitat zeigt sich also fallend, wiahrend die GFR steigt.
Auch diese Beobachtung kann natiirlich im Rahmen des Versuches an sich erklért werden.
Durch die Volumenbelastung wird die FGF23 Konzentration verdiinnt und sinkt
deswegen, wihrend die GFR, iiber Osmo- und Druckrezeptoren getriggert, gesteigert
wird. Trotzdem entspricht dieser gefundene Zusammenhang dem derzeitigen
physiologischen und pathophysiologischen Verstindnis, allein wenn man sich die
gesteigerten FGF23 Werte bei abnehmender Nierenfunktion (abnehmender GFR) in
Erinnerung ruft. Natiirlich konnte diese Beobachtung auch mit einer moglichen
Elimination von FGF23 {iber renale Verstoffwechselung und Ausscheidung erklart
werden.

Die Urinausscheidung in diesem Versuch zeigte sich interessanterweise am Geringsten
(Mittelwert 507,5ml; min. 120ml, max.1150ml) im Vergleich mit den anderen Versuchen.
Das konnte durch die Infusion der isotonen Losung zu erkldren sein. Demnach wiirde die
infundierte Fliissigkeitsmenge tiber die gebundenen Elektrolyte im Korper aufgenommen
ohne per se als Volumenbelastung verarbeitet zu werden. Eine Beobachtung, die man im
klinischen Alltag des Ofteren bei Patienten nach forcierter Infusionstherapie
(Intraoperativ, durch Intensivaufenthalte oder bei Sepsistherapie) beobachten kann. Hier
zeigt sich eine deutliche Gewichtszunahme, teilweise ohne drastische Erhéhung der

Urinausscheidung.
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6.2. Der Furosemidtest

Durch die Steigerung der renalen Natriumausscheidung wurde hier, reziprok zum
Kochsalzbelastungstest, versucht Einfluss auf die steuernden Mechanismen und
Hormone durch Absenken der Serumnatriumkonzentration zu nehmen. Im klinischen
Alltag wird mit Furosemid eine Steigerung der Urinproduktion und damit eine
Volumenreduktion bewirkt. So wiirde sich also, bei Volumenreduktion ein
Konzentrationsanstieg der nicht direkt betroffenen Elektrolyte und Eiweille feststellen
lassen. Im Vergleich des Verlaufs der gemittelten FGF23-Konzentration mit dem Verlauf
fiir das Gesamtprotein zeigt sich ein FGF23 Peak nach einer Stunde und ein gradueller
Abfall bis unterhalb des Ausgangswertes nach vier Stunden. Gerade im letzten Drittel
zeigt sich im Vergleich mit dem Gesamtprotein ein erheblicher Unterschied. Wéhrend
beide Kurven am Anfang ansteigen, was durchaus auch durch eine Volumenreduktion und
folglicher Konzentration im Serum erklarbar wére, zeigt sich das Gesamtprotein stabil
bei einer Konzentrationssteigerung von fast 8% gegeniiber dem Ausgangswert, wihrend
die FGF23-Konzentration wieder deutlich sinkt.

Dies kann man als Hinweis auf eine Entkopplung dieser beiden Parameter durch
steuernde Mediatoren verstehen.

Im klinischen Furosemidtest sollte Aldosteron ebenfalls wie Renin auf das zwei- bis
sechsfache der basalen Konzentration ansteigen.

Aldosteron verhilt sich allerdings entgegen dem erwarteten Verlauf. Dieser gezeigte
Abfall, der in einem klinischen Furosemidtest auf einen primaren Hyperaldosteronismus
hinweisen konnte, kdnnte hier mit eventuellen Storeinfliissen, beziechungsweise Fehlern
im Versuchsprotokoll erklidrt werden. Eventuell war die geforderte Orthostase nicht von
allem Probanden gleich eingehalten worden. Oder ein Umhergehen durch die Probanden
nicht addquat durchgefiihrt worden. Vielleicht war fiir eine adiquate
Aldosteronstimulation auch die Dosis von Furosemid zu gering. Diesbeziiglich wirft das
Ausbleiben einer physiologischen Reaktion natiirlich auch die Frage auf, ob der Versuch
und die Bestimmung der restlichen Parameter als verldsslich und aussagekréftig zu
bewerten ist.

Wie auch im ersten Versuch wird die Natriumkonzentration im physiologischen Bereich
gehalten. Eine signifikante Anderung ist hier nicht nachweisbar. Auch hier kénnte die
natriuretische Wirkung durch die reduzierte Furosemiddosis eingeschrinkt sein.

Eine neuere Studie (Andrukhova et al., 2014) belegt, dass FGF23 die Expression eines

Natrium-Chlorid-Kotransporters im distalen Tubulussystem fordert.
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Diese Studie an Miusen zeigte, dass ein Stimulus mit rekombinantem FGF23 (rFGF23)
die Natriumresorption iiber diesen Transporter erhoht, und damit auch den Blutdruck und
das kardiovaskuldre Risiko der Tiere in die Hohe trieb. Dieser Transporter ist
medikamentds mit Hydrochlorothiazid blockierbar, was in oben genannter Studie die von
FGF23 ausgelosten Effekte deutlich reduzierte. Unser Versuch zielte allerdings auf einen
anderen Transporter ab, den oben erwédhnten Natrium-Kalium-2-Chlorid-Transporter; ein
umgekehrter Effekt auf die endogene FGF23-Produktion konnte aber auch in den
Experimenten von Adrukhova et al. (2014) nicht nachgewiesen werden.

Der normale klinische Effekt von Furosemid im Vergleich zu Chlorothiaziden ist im
Bezug auf die entwéssernde Wirkung zwar meist hoher, dennoch gelang es uns nicht den
Natriumhaushalt signifikant zu verdandern.

Das pathologische Verhalten von Aldosteron konnte darauf schlieen lassen, dass der Test
nicht richtig angewendet wurde, sei es durch ungeniigendes Probandenverhalten, sei es
durch eine zu niedrige oder falsche Dosierung des eingesetzten Medikaments.

Klinisch zeigte sich allerdings ein gutes Ansprechen der Probanden auf das harntreibende
Medikament.

Trotz der geringen Menge von 20mg Furosemid zeigte sich dennoch eine deutlich erhéhte
Urinsammelmenge im Vergleich zum Kochsalzbelastungstest.

Die mittlere Sammelmenge betrug 1253,5 ml (min. 650 ml, max. 1750 ml), Das

Ausscheidungsmaximum erfolgte innerhalb der ersten zwei Stunden post infusionem.

6.3. Der orale Wasserbelastungstest

In diesem Versuch ist dhnlich wie im vorangegangenen Furosemidtest der Verlauf der
Gesamteiweillkonzentration sehr interessant. Die Proteinkurve zeigt einen deutlichen
Knick, nach der ersten Stunde, ganz dhnlich zum Kurvenverlauf von Renin und Natrium.
Dieser konnte durch einen Abfall des Antidiuretischen Hormons (ADH) innerhalb der
ersten Stunde nach der akuten Hyperhydration durch die orale Wasserbelastung sein, mit
konsekutivem Wiederanstieg nach Abklingen des Effekts. Generell wurde das
iiberfliissige Volumen innerhalb einer Stunde zum gréften Teil wieder ausgeschieden.
Der harntreibende Effekt war dabei sogar grofer als nach Furosemidinfusion und deutlich
groBer im Vergleich zur intravendsen Kochsalzbelastung. Die mittlere Sammelmenge
betrug 1310 ml (min. 400 ml, max. 2000 ml).

Der groBite Anteil an der Ausscheidungsmenge konnte innerhalb der ersten zwei Stunden

beobachtet werden.
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Wihrend das Gesamtprotein einen relativ schnellen und steilen Abfall zeigt, entwickelt
FGF23 einen langsameren, flacheren aber bestédndigen negativen Kurvenverlauf. Auch zu
dem Zeitpunkt, an dem die mittlere Gesamtproteinkonzentration einen Wiederanstieg
zeigt, verlduft das FGF23 weiterhin absinkend. Somit ist hier eine gewisse
Unabhéngigkeit der beiden Kurvenverldufe und auch eine verdiinnungsunabhéngige
Wirkung auf den FGF23 Spiegel zu postulieren. Dies konnte mit dem volumenbedingten
Abfall des Aldosterons zusammenhéngen. Eine gleichsinnige Entwicklung der beiden
Proteine wurde schon im Kochsalzbelastungstest gezeigt.

Im oralen Wasserbelastungstest zeigt sich ebenfalls ein gleichsinniger Kurvenverlauf von

FGF23 und Aldosteron.

6.4. FGF23 und das Renin-Aldosteron-System

Eine der Hauptaufgaben dieser Studie war es, eine Verbindung zwischen dem Renin-
Angiotensin-Aldosteron System als Vertreter der Blutdruckregulation und FGF23
herauszufinden. Eine aktuelle Studie beschreibt einen stimulatorischen Effekt von
Aldosteron auf die FGF23 Produktion (Zhang et al., 2016). Hier wurde im Tierversuch
an Miusen nach Gabe von Deoxycortisonacetat sowohl eine Erhdhung des c-terminalen
FGF23-Spiegels beobachtet als auch eine vermehrte Aktivitdt von FGF23 mRNA in der
Knochenmatrix der Tiere. Ein dhnliches Ergebnis wurde beobachtet nachdem die Tiere
eine zweiwOchige Diédt mit niedrigem Kochsalzgehalt bekamen.

Aufgrund der kiinstlich herbeigefiihrten Salzrestriktion stieg der endogene
Aldosteronspiegel und auch die FGF23-Konzentration. Eine direkte oder indirekte
Verbindung zwischen FGF23 und dem Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)
wird immer wieder postuliert.

Das RAAS ist einer, wenn nicht der wesentliche Regulator unseres Volumen- und
Blutdruckhaushaltes. Liegt hier eine Storung vor, kommt es zum Beispiel zu ausgeprigten
Hypertonien, mit dem konsekutiven Risiko sekundérer Schiden an den Kreislauforganen.
Angefangen bei den Nieren selber, die aufgrund der héheren Driicke vermehrt Protein
filtrieren und somit ihren Filterapparat nachhaltig schddigen, iiber das Gefdf3system, das
an die chronisch erhohten Driicke adaptieren muss, bis hin zum Herz. Hier seien
beispielshalber nur die Linksherzhypertrophie, Klappendeviationen, Aneurismata und
Kardiomyopathie als Folgeerkrankungen einer chronischen Hypertonie benannt.

Wie eingangs erwéhnt zeigt sich hier auch FGF23 als Teil des grolen Ganzen, wenn es

um Herz-Kreislauferkrankungen geht.
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Einige Studien zeigen FGF23 als Biomarker chronischer Herzerkrankungen (Ali, Falkner
et al. 2014); (Scialla, Xie et al. 2013), und linksventrikuldrer Hypertrophie (Faul, Amaral
et al. , Grabner, Amaral et al.); (Jovanovich, Ix et al. 2013).

Des Weiteren hatte sich FGF23 nicht nur als Phosphatonin im Zusammenspiel mit Klotho
gezeigt, sondern auch als Aktivator einer gesteigerten Natrium-Reabsorption aus dem
proximalen Tubulus (Andrukhova, Slavic et al. 2014), einer Zielstruktur des RAAS.
Andererseits wird FGF23 im Fall einer Niereninsuffizienz, durch die dann erhohte
Phosphatausscheidung durchaus auch als protektiver Faktor in Bezug auf
Gefallverkalkung diskutiert.

Andere Studienergebnisse (de Seigneux and Martin) zeigten zum Beispiel, dass RAAS-
Aktivierung zu einer Klotho Hemmung und eine RAAS-Blockade mit ACE-Hemmern
(z.B. Ramipril) und AT1-Blockern (Sartane; wie sie in der chronischen Niereninsuffiziens
zur Verringerung der Proteinurie und folglich Nephroprotektion und auch zur
Kardioprotektion bei Herzerkrankungen verwandt werden) dagegen eine gesteigerte
Klotho-Expression zur Folge hat.

Trotz der vielen Hinweise, dass RAAS und FGF23 eng verkniipft sind, und sich diese
Faktoren des Ofteren zu iiberschneiden scheinen, konnte in dieser Arbeit keine
signifikante Korrelation zu den Hormonen dieses Regelkreises berechnet werden. Es
zeigt sich zumindest grafisch eine Ahnlichkeit im Verlauf der Kurven von FGF23 und
Aldosteron. Im Kochsalzbelastungstest nahmen sowohl FGF23 als auch Renin und
Aldosteron signifikant ab. Uber alle Versuche zeichnet sich ein #hnlicher Verlauf der
Renin und FGF23 Spiegel ab und zumindest innerhalb der ersten Stunde wihrend des
Wasserbelastungstests. Es liegt nur ein gewisser Unterschied in den Scheitelpunkten, was
durchaus durch einen Unterschied in der Expressionsgeschwindigkeit und der
Halbwertszeit der Hormone liegen kann.

Da Renin physiologisch Hand in Hand mit Aldosteron verlaufen sollte, ist es nicht
verwunderlich, dass diese Beobachtungen auch fiir den Vergleich zwischen Aldosteron
und FGF23 gilt. Einzig der Verlauf des Aldosterons im Furosemidtest passt nicht zu dieser
Beobachtung. Hier fillt der Aldosteronspiegel ab. Physiologisch wire allerdings ein
Anstieg, wie er bei der Reninkurve gezeigt wird. Hier verlaufen Renin und FGF23 in den
ersten drei Stunden nahezu parallel.

Warum sich Aldosteron im Mittel und auch in dem Grofteil der Einzelbeobachtung
verhélt, wie bei einem klinisch-pathologischem Testergebnis (z.B. einem Aldosteron
produzierenden Adenom), kann nur gemutmaft werden. Eventuell ist die Dosis von 20mg

Furosemid zu gering, um einen stimulatorischen Effekt auf Aldosteron auszuiiben.
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Auch wenn die hier durchgefiihrten Berechnungen keine Korrelation zeigen konnten, ist
aus dem Kurvenverlauf und den bisherigen Forschungsergebnissen eine Uberschneidung
und gegenseitige Beeinflussung des RAAS und des FGF23 nicht von der Hand zu weisen.
Hier sollte sicherlich in einer groBeren Versuchsgruppe gezielt auf diese Parameter
geforscht werden.

Hier bieten sich Langzeitstudien bei Hypertoniepatienten an, bei denen z.B. eine ACE-
Hemmer oder AT 1-Blocker Therapie initiiert wird. Zum Vergleich konnte man ebenfalls
Patienten mit einem primiren oder sekundaren Hyperaldosteronismus einbeziehen.
Auch zu Renin lieB3 sich keine signifikante Korrelation errechnen. Trotzdem lésst sich aus
den einzelnen oben gezeigten Kurvenverldufen zumindest in einzelnen Abschnitten eine
gewisse Gleichsinnigkeit der Parameter ableiten. Ob dies eine physiologische Ursache zu
Grunde hat, oder hier eine zufillige, optische Kongruenz besteht ldsst sich aus den in

dieser Studie erhobenen Daten leider nicht zweifelsfrei errechnen.

6.5. FGF23 und Parathormon

Das Parathormon und FGF23 sind beides méchtige Regulatoren im Phosphathaushalt,
indem sie beide die Phosphatexkretion liber die Niere steuern.

Das Parathormon aus den Nebenschilddriisen reguliert nicht nur den Kalziumhaushalt des
Menschen, sondern auch den daran gekoppelten Phosphathaushalt. Zusammen mit
Vitamin D bildeten die beiden Hormone lange Zeit einen festen Regelkreis in der
Regulation des Kalzium-Phosphat Haushaltes des Menschen; eine Verbindung, die
insbesondere bei chronischer Niereninsuffizienz, daraus resultierendem Mangel an
Vitamin D Synthese, verringerter Phosphatausscheidung und folgendem sekundirem
Hyperparathyreoidismus Beachtung in Klinik und Forschung gefunden hat (Habicht &
Watschinger, 2001).

In der Niere, genauer im proximalen Tubulus, hemmt PTH die Aktivitét eines Natrium-
Phosphat-Kotransporters, und reduziert hiermit die Phosphatreabsorption aus dem
Primérharn. Hier kommt auch FGF23 ins Spiel, indem es genau diesen Transporter
ebenfalls negativ beeinflusst (vgl. Blau, J., & Collins, M., 2015). Der wesentliche
Unterschied der beiden Hormone in der Niere ist der Einfluss auf die Vitamin-D Synthese.
FGF23 hemmt (Krajisnik et al., 2007), PTH fordert die 1-alpha-Hydroxylase der Niere
die aus 25-Hydroxyvitamin D (Calcidiol), 1,25-Dihydroxyvitamin D (Calcitriol,
aktiviertes Vitamin D, Vitamin D3) synthetisiert. Gegenregulatorisch wirkt Calcitriol
hemmend auf die Sekretion von Parathormon. Diese beiden funktionieren also als

Regelkreis.
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Die Rolle und die Funktion des FGF23 in dieser Homdostase ist hoch komplex, noch
Bestandteil aktueller Forschungen und in einigen Punkten kontrovers diskutiert. Es gibt
Belege, dass Parathormon aktiv die Expression von FGF23 im Knochen iiber die
Aktivierung des Nurrl-Liganden fordert (Meir, Durlacher et al.) und FGF23 im Sinne
eines negativ-regulierenden Feedback-Mechanismus seinerseits die Expression von PTH
in den Nebenschilddriisen hemmt. Weiterhin scheint das FGF23 eine protektive Wirkung
auf die Knochenstruktur zu haben, indem es den Abbau durch PTH hemmt (Goetz,
Ohnishi et al. 2012).

Eine Studie zeigt eine Expression von Klotho- und FGF-Rezeptoren in
Nebenschilddriisen von Ratten (Ben-Dov et al., 2007), und eine hemmende Wirkung von
FGF23 auf die Parathormon- Expression und Exkretion. Somit wére eine negativ-
riickkoppelnde Wirkung von FGF23 auf die Parathormonsynthese denkbar, auch wenn
ein Beweis in einer humanen in vivo Studie noch zu erbringen wére. Auch in dieser Studie
zeigte sich eine signifikante, negative Korrelation zwischen FGF23 und PTH, die diese
Regelkreisthese unterstiitzen wiirde.

Parathormon-Konzentrationen = wurden in  dieser  Arbeit  wéhrend  des
Kochsalzbelastungstests und des Furosemidtests bestimmt. Auf eine Bestimmung im
Wasserbelastungstest mussten wir aus Budgetgriinden leider verzichten.

Dennoch konnten wir eine konstant niedrige, aber signifikante negative Korrelation
zwischen FGF23 und PTH nachweisen. Es ergab sich iiber alle Messwerte eine
Korrelation von r=-0,25 mit einem hochsignifikanten p<0,001.

Hieraus konnte man durchaus die Theorie iiber die Hemmung von FGF23 auf
Parathormon unterstiitzen, jedoch sehr sicher einen wie auch immer gearteten negativ-
riickkoppelnden Mechanismus postulieren.

Andererseits zeigt die Studie von Nilsson et al. (Nilsson, Norenstedt et al. 2016) aus dem
Jahr 2016 eine deutlich erhéhte FGF23 Konzentration bei Patienten mit primérem
Hyperparathyreoidismus. Hohere Konzentrationen korrelierten hier mit hdheren
Konzentrationen von PTH, der Adenomgrof3e, dem BMI, dem Triglycridgehalt und dem
postoperativen Abfall nach Parathyreoidektomie. Auch interessant in dieser Studie ist die
Korrelation von erhéhten Blutdruckwerten, vor allem néchtlich, und damit verbundenen
erhéhten PTH und FGF23 Konzentrationen.

In diesem Sinne zeigen diese beiden Hormonsysteme einerseits eine Verbindung
untereinander, als auch eine Verbindung zum Blutdruck und damit Volumen- und
Salzhaushalt, also Funktionen weit iiber die bisher bekannten und bewiesenen Aufgaben

dieser beiden Hormone hinaus.
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6.6. FGF23 und die glomerulire Filtrationsrate (GFR)

Der Zusammenhang zwischen FGF23 und der glomeruldren Filtrationsrate ist sehr
interessant. Wihrend klinisch die GFR oft hinzugezogen wird, um Nierenfunktion und
die Einteilung einer Niereninsuffizienz in Schweregrade zu ermoglichen, wurde FGF23
und die Verdnderungen in seiner Serumkonzentration, bisher fast ausschlielich an
Niereninsuffizienten untersucht.

Hier ist es so, dass mit steigender Niereninsuffizienz auch die Spiegel des FGF23
ansteigen (Larsson, Nisbeth, Ljunggren, Juppner, & Jonsson, 2003) und das Hormon
sogar teilweise als unabhédngiger Risikofaktor fiir ein schlechtes Outcome in der
chronischen Niereninsuftizienz diskutiert wird (vgl. zb. Titan et al., 2011).

Eine neuere Studie zeigte, dass Nephrektomie die FGF23-Spiegel deutlich ansteigen lésst,
dhnlich zu den Werten bei terminaler Niereninsuffizienten und postulierte eine tragende
Rolle der Niere bei dem FGF23-Stoffwechsel (Mace, Gravesen, Hofman-Bang, Olgaard,
& Lewin, 2015). Alle diese Ergebnisse wurden bei ,.kranken* Versuchspersonen ermittelt
und lassen auf eine negative Korrelation zwischen der GRF bzw. der Nierenfunkton und
den FGF23-Spiegeln schlieBen. In dieser Arbeit wurde der Haushalt des FGF23 bei
Gesunden untersucht. Zur Genaueren Bestimmung der GRF aus Kreatinin wurde die
CKD-EPI-Formel verwendet (siehe ,,Material und Methoden®).

In den einzelnen Versuchen konnte diese negative Korrelation ebenfalls gefunden werden.
Interessanterweise korrelieren FGF23 und die GFR stehts negativ miteinander, auch bei
gesunden Probenden. Zu ergriinden sind die Zusammenhinge zwischen FGF23 und der
Nierenfunktion.

Die Studie von Mace, Gravesen et al. (Mace, Gravesen et al. 2015) zeigt einen
signifikanten FGF23 Anstieg nach Heminephrektomie und beidseitiger Nephrektomie
und sieht die Niere in einer zentralen Rolle zur Regulation der FGF23 Konzentration.
Steigt FGF23 also bei Niereninsuffizienten, weil es nicht weiter abgebaut werden kann?
Sollte die Niere wirklich, wie von Mace et al. gefordert, eine zentrale Rolle in der
Metabolisierung von FGF23 haben? ,,Staut* sich FGF23 in Niereninsuffizienten an, wie
z.B. Kreatinin oder Phosphat, Harnstoff oder andere Retentionsparameter?

Ist FGF23 ein Entziindungsparameter, der bei chronischen Entziindungsreaktionen und
Stress, wie sie die Niereninsuffizienz darstellt, ansteigt (Izquierdo et al., 2012; Mendoza
etal., 2012)? All diese Fragen zu beantworten, wiirde bedeuten sich der Rolle des FGF23
vollstdndig bewusst zu sein, wozu wir bei aller Forschung heut noch nicht in der Lage

sind. Hier miissen sicherlich noch viele Teile des Puzzles aufgedeckt werden.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass in dieser Studie weitere Einblicke und
Fragestellungen zur physiologischen Funktion von FGF23 und seinen Wechselwirkungen
aufgezeigt werden konnten. Diese Studie hat die Verbindung zwischen FGF23 und dem
Hormon- und Volumenhaushalt bei Erwachsenen untersucht.

Sicher scheint hierbei eine enge Verkniipfung zwischen den FGF23 Spiegeln und der
Nierenfunktion, ebenso wie mit dem Parathormon zu sein. Des Weiteren lasst sich eine
Tendenzielle Synergie mit Renin und Aldosteron erkennen, wenn auch statistisch nicht
sicher nachweisbar.

Wie erwartet korreliert FGF23 signifikant negativ mit der glomeruldren Filtrationsrate,
auch beim gesunden Probanden. Ebenfalls scheint es eine Art negativ riickkoppelnde
Wirkung zum Parathormon zu haben.

Die Haupthypothese, dass FGF23 in engem Zusammenhand mit dem Natriumhaushalt
und dem RAAS steht, konnte jedoch nicht bewiesen werden. Es konnten jedoch im NaCl-
Belastungstest eine signifikante Suppression von FGF23 gezeigt werden, wéhrend
gleichzeitig eine signifikante Stimulation der iPTH-Freisetzung zu beobachten war. Auch
durch eine Wasserbelastung war FGF23 signifikant zu vermindern.

Weitere, grofler angelegte Studien konnen mogliche direkte Verkniipfungen bestitigen
oder widerlegen. So sollte z.B. auch ein ldngeren Follow up beriicksichtigt werden, zum
Beispiel iiber 8 Stunden, da sich zumindest im Furosemid- und Wasserbelastungstest ein
deutliches Absinken des FGF23 nach 4 Stunden zeigt, wihrend andere Parameter sich
wieder zu stabilisieren scheinen. Gegebenenfalls war der angenommene
Beobachtungszeitraum hier zu knapp gewihlt um eine Beeinflussung des FGF23 Systems

durch getriggerte Natriumausscheidung zu messen.
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6.7. Ausblick

FGF23 ist ein in der Funktion derzeit nur teilweise verstandenes Protein und Hormon,
dessen Eigenschaften und Wirkungen sicherlich weit iiber das hinausgehen, was wir
bisher erforscht haben. Wird ein hoher FGF23 Spiegel einerseits eng mit Mortalitdt durch
Herzversagen korreliert, bei Gesunden, sowie niereninsuffizienten Personen, und gilt
FGF23 auch andernorts als Pridiktor fir Outcome 1im Sinne von
Komplikationsentstehung und sogar Mortalitdt bei Patienten, die eine Herzoperation
durchlaufen sollen (Speer, Groesdonk et al. 2015), so ldsst doch ein Tierversuch, in dem
FGF23 durch Antikérper komplett ausgeschaltet wurde erkennen, dass der Korper ganz
ohne FGF23 nicht iiberleben kann (Kovesdy 2014). Ahnliches gilt fiir Klotho. Ein
Knockout-Tierversuch zeigte Phidnotypen mit deutlichen Alterungserscheinungen,
Vitamin D Uberschuss, Hyperphosphatimie und deutlich kiirzerer Lebenserwartung
(Fukumoto 2014).

Faktisch ldsst sich trotzdem ein groler Zusammenhang zwischen FGF23, Parathormon,
dem Natriumhaushalt und somit auch dem Blutdruck und dessen bekannten regulierenden
Elementen vermuten, wenn man die vielen kleinen Puzzleteilchen zusammensetzt, die die
Wissenschaft bisher entdeckt hat. Denn dass FGF23 auch die Natriumausscheidung in der
Niere regulieren kann, dass es eine wechselseitige Beeinflussung mit Vitamin D und
Parathormon gibt, und dass diese beiden Hormone eng mit dem Natriumhaushalt und dem
RAAS verknlipft sind steht bislang auler Frage.

Zu beweisen, und das ist in einem komplexen System wie dem Menschen sicherlich
immer die schwierigste Aufgabe, ist das wie. Hier werden sicherlich noch viele Arbeiten
notwendig sein, die viele kleinere und groflere Puzzleteile liefern, um irgendwann das

grof3e Bild zusammenzusetzen und verstehen zu konnen.
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8. Appendix

8.1. Probencodierung

Um Verwechslungen und damit falsche Ergebnisse zu vermeiden, musste jedes
Laborréhrchen vor Testdurchfiihrung entsprechend etikettiert und kodiert werden. Hierfiir
musste ein platzsparender und verstiandlicher Code erstellt werden, der auch auf eine
grofBere Gruppe von Probanden, mehr Experimente oder andere Gruppen ausweitbar wére.
Es wurde ein achtstelliger Code verwendet, der sich aus fiinf Teilen zusammensetzt. Am
Anfang markiert ein groB3es ,,T* die Testgruppe. Weitere Gruppen wiren dadurch parallel
fithrbar, zum Beispiel eine Kontrollgrupe, gekennzeichnet durch ein groBes ,, K*.

Das folgende erste Zahlendupel bezeichnet die Probandennummer. Zweistellig wére
somit eine Probandenzahl von 99 Personen moglich; eine Erweiterung in den dreistelligen
Bereich stellt allerdings auch keine grofle Schwierigkeit dar. Das mittlere Zahlendupel
bezeichnet die Nummer des Testverfahrens. Auch hier wiren 99 Testverfahren moglich.
Letztendlich wurden in dieser Arbeit nur drei unterschiedliche versuchsaufbauten
verwendet. Der Code lautete dementsprechend 01 fiir den Kochslazbelastungstest, 02 fiir
den Furosemidtest und 04 fiir den oralen Wasserbelastungstest, entsprechend der
Nummerierung der  Testverfahren in der  Aufzidhlung auf  dem
Probandenaufklirungsbogen und des Projektentwurfes.

Die hinteren zwei Ziffern bezeichnen den Abnahmezeitpunkt und reichen von 01 bis 04.
Auch hier wire eine Erweiterung der Messung bis zu 99 Abnahmen problemlos mdglich.
Zuletzt bezeichnet ein Buchstabe am Ende, ob es sich um eine Serum-, oder eine Plasma-
oder eine Urinprobe handelt.

Ein Beispiel: T010202 P wire eine Probe des Probanden 1 im Experiment Nummer 2 bei
der zweiten Abnahme (zweiter Abnahmezeitpunkt), es handelt sich um eine Plasmaprobe.
T030104 S wire demnach die Serumprobe des Probanden 3 bei Experiment 1 und der
vierten Abnahme. Da die Plasmaproben noch in drei Portionen aliquotiert wurden,

wurden die einzelnen Proben weiter mit A1 bis A3 (Aliquot 1 bis 3) unterteilt.

8.2. Detaillierter Versuchsablauf, mogliche prianalytische Fehlerquellen sowie Ne-
benwirkungen im Versuchsverlauf

Im nachfolgenden mdchte ich genauer auf die jeweilige Versuchsdurchfiihrung und die
verwendeten Materialien ebenso eingehen, wie auf mogliche Storfaktoren und

Komplikationen durch die durchgefiihrten Versuche.
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8.2.1. Der Kochsalzbelastungstest

Hierfiir wurden handelsiibliche Venenverweilkaniilen (Vigos), rosa oder griin, in eine
geeignete Vene am Unterarm der Versuchsperson, teils mit Hilfestellung des anwesenden
Oberarztes, gelegt und mittels Pflaster fixiert.

Es folgte im Anschluss eine zehn miniitige Ruhephase in horizontaler Lage, wie vor jeder
anderen Blutabnahme. Dann wurde die erste Referenzprobe am kontralateralen Arm
abgenommen und im Anschluss die Infusion mit handelsiiblicher 11 Kochsalzlosung (0.9%
NaCl-Losung) mittels Standard-Infusionsbesteck {liber die bereits liegende
Venenverweilkaniile begonnen.

In den ersten Versuchsdurchfiihrungen wurde ein spezielles Infusionsbesteck mit
eingebautem, mechanisch verstellbarem Tropfenzédhler verwendet. Dieser Autbau wurde
aber nach den ersten flinf Probanden eingestellt, da sich durch ein feinfiihliges Verstellen
eines normalen Infusionsbestecks die Fliissigkeitsabgabe auf die veranschlagte Zeit
verlasslicher und einfacher steuern lieB3.

Es wurde versucht iiber die veranschlagten vier Stunden Versuchszeit eine Menge von
insgesamt zwei Litern Kochsalzlosung mdglichst gleichméBig zu infundieren, wobei der
Beutel vor der dritten Blutentnahme also nach der zweiten Stunde, vollstédndig infundiert
und gegen den zweiten Liter ausgetauscht wurde.

Um eine artifizielle Himodilution und eine daher entstehende Verunreinigung der Probe
moglichst zu vermeiden wurde die Probenentnahme stets am kontralateralen Arm mittels
Einmalblutentnahmesystem (Butterfly) durchgefiihrt.

Die schnelle Verarbeitung der Proben wurde am ehesten durch die Schwierigkeit der
Blutgewinnung bei manchen Probanden/innen erschwert. Bei einer maximalen Anzahl
von 5 Probanden pro Versuchstag konnte es sein, dass die erste Probe zehn Minuten bei
Raumtemperatur gelagert wurde bevor sie mit den anderen abzentrifugiert werden konnte.
Diese Verzogerung konnte aber im weiteren Verlauf durch qualifizierteres Arbeiten

reduziert werden. Nebenwirkungen in diesem Versuchsautbau wurden keine verzeichnet.

8.2.2. Der Furosemid Test

Bei diesem Versuch wurde durch intravendse Applikation von 20 mg Furosemid in einer
Kurzinfusion mit 10 ml 0.9% NaCl-Ldsung eine forcierte Diurese angestrebt.

Dabei wurde nach der ersten Probenentnahme der Butterfly intravends liegen gelassen,
mittels Pflaster fixiert und die Kurzinfusion iiber 3-5 Minuten hieriiber appliziert.
Folgend wurde nach oben genanntem Schema Blut zu den Kontrollzeitpunkten

abgenommen und der ausgeschiedene Urin gesammelt.
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In diesem Test wurde versucht den Natriumhaushalt durch intravendse Applikation von
Furosemid zu verdndern. Furosemid ist ein potentes Schleifendiuretikum und blockiert
einen Na-K-2Cl-Kotransporter in der aufsteigenden Henleschleife des Nephrons. Im
klinischen Alltag wird dieses Medikament zum Beispiel zur Therapie eines Lungenddems
oder zur Hypertoniebehandlung verwendet.

Der klinische Furosemidtest dient zur ndheren Differenzierung eines Hypertonus bzw.
zum Ausschluss eines primédren Hyperaldosteronismus. Durch seine Wirkung an oben
genanntem Kotransporter, hemmt es die Natrium- und Kaliumriickresorption aus dem
Harn und fiihrt {iber vermehrte Salzausscheidung zu gekoppelter Volumenausscheidung.
Durch die Natriurese wird im Normalfall beim gesunden Pateinten das Renin-
Angiotensin-Aldosteron System stimuliert.

Wir verwendeten fiir den Einsatz bei diesem Versuch die Dosis von 20mg Furosemid.

In diesem Versuchsablauf bot sich als einzige Schwierigkeit nur die zeitgerechte
Abnahme der Blutproben und deren Verarbeitungszeit, beeinflusst durch die Zahl der
Probanden und deren Venenverhiltnisse.

Dieser Versuch war ethisch gesehen der Schwierigste, da gesunden Probanden eine
wirksame Menge eines Medikaments mit potentiellen Nebenwirkungen verabreicht
wurde. Wir entschieden uns die Dosierung von 40mg Furosemid auf 20 mg zu reduzieren.
AuBler bei einer Probandin, die wihrend der Versuchsdurchfiihrung tiber Kopfschmerzen

klagte, wurden keine Nebenwirkungen verzeichnet.

8.2.3. Der Wasserbelastungstest

Bei diesem Versuch mussten die Probanden eine vorgegebene Menge von 20ml
Leitungswasser pro Kilogramm Korpergewicht innerhalb einer Viertelstunde nach der
ersten Blutabnahme zu sich nehmen. Folgend wurde nach dem oben genannten Schema
Blut zu den Kontrollzeitpunkten abgenommen und der ausgeschiedene Urin gesammelt.
Die Hauptschwierigkeit bei der Durchfiihrung lag hier, neben den schon oben erwéihnten
Problemen bei der Probengewinnung und Verarbeitung, bei der Fahigkeit der Probanden
die erforderliche Menge Fliissigkeit in der vorgeschriebenen Zeit zu sich zu nehmen.
Besonders die weiblichen Probandinnen stellte dies teilweise vor eine echte
Herausforderung.

Trotzdem wurde die Anforderung von allen Probanden im geforderten zeitlichen Rahmen
erfuillt.

Nebenwirkungen traten auch hier keine auf.

Aufgrund zeitlicher Engpésse konnte der Versuch nur an 16 Probanden durchgefiihrt
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werden. Wegen Budgetbeschrankungen wurde bei diesem Versuchsaufbau auf die

Bestimmung von ct-proAVP, mr-proANP, sowie PTH verzichtet.

8.3. Probandenaufklirung

Anbei die Kopie der Probandenaufklidrung, die jeder Proband vor Versuchsbeginn
unterschreiben musste. Auf die hier erwidhnten Versuche drei, fiinf und sechs haben wir
aus Durchfiihrbarkeitsgriinden und nach Beriicksichtigung des zeitlichen Rahmens der

Studie verzichtet.

Probandenaufkliarung und Zustimmungserkldrung fiir die Teilnahme an der Studie

.Regulation der Serum-FGF23 Spiegel in Abhingigkeit von Volumen- und

Natriumhaushalt

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,

FGF-23 ist ein im Knochen produziertes Hormon, welches hilft, den Phosphatspiegel im
Blut zu kontrollieren. Es wird durch Phosphataufnahme, Phosphatwerte im Blut,
VitaminD und Parathormon, ein Hormon des Knochenstoffwechsels, reguliert und wirkt
in der Niere, wo es die Ausscheidung von Phosphat verstérkt. Bei nierenkranken Patienten
sind hohe Spiegel von FGF-23 mit einem erhohten Risiko fiir Herz-Kreislauf-
Erkrankungen wie Herzinfarkte oder Schlaganfille vergesellschaftet. Es scheint auch
einen Zusammenhang zwischen FGF-23 und einer krankhaften Verdickung der Herzwand
zu geben, wie sie bei hohem Blutdruck oder chronischer Nierenkrankheit gesehen wird.
Die genauen Zusammenhénge sind noch nicht ausreichend erklért.

Einige experimentelle Befunde legen nahe, dass FGF-23 ein Bindeglied zwischen
Knochenstoffwechsel und der hormonellen Regulation von Blutdruck bzw. Salz- und
Wasserhaushalt ist. Eine genauere Untersuchung dieses Zusammenhangs konnte zu
einem besseren Verstindnis der beiden Hormonsysteme fithren und die Moglichkeit
erdffnen, neue therapeutische Wege bei der Behandlung von Bluthochdruck oder
Nierenerkrankungen zu finden.

Hierzu sind Experimente notig, die die Reaktion von FGF-23 auf verschiedene Tests
zeigen, welche zu einer Aktivierung von Hormonen der Blutdruck-, Salz- und

Wasserregulation fiihren. Solche Tests sind schon seit Jahrzehnten bekannt und werden
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téglich in deutschen Kliniken zur Diagnostik hormoneller Erkrankungen unternommen.
Diese Tests mdchten wir bei Thnen durchfiihren und die entsprechenden Hormone sowie
FGF-23 bestimmen.

An unserer Studie konnen Sie teilnehmen, wenn Sie zwischen 18 und 60 Jahre alt und
gesund sind. Insbesondere diirfen Sie keine Herz-Kreislauferkrankungen oder
Erkrankungen des Knochenstoffwechsels haben und keine Medikamente einnehmen, die
Herz-Kreislauf-System oder Knochenstoffwechsel beeinflussen. Auch eine akute
Infektion sollten Sie zum Zeitpunkt des Versuchs nicht haben.

Im Rahmen unserer Studie mochten wir mit Thnen die folgenden Tests durchfiihren:

. Kochsalzbelastungstest: Hierbei bekommen Sie 2 1 einer handelsiiblichen Vollelektrolyt-
16sung tiber 4 Stunden intravends verabreicht.

. Wasserbelastungstest: Hierbei trinken Sie 20 ml pro Kilogramm Korpergewicht Wasser
iiber 15-20 min.

. Desmopressintest: Es werden 2 SpriihstoB3e eines Desmopressin(Minirin®)-Nasensprays
gegeben. Dieser hebt fiir kurze Zeit (ca. 4 h) die Fahigkeit der Niere zur Wasserausschei-
dung auf, d. h. es wird ein sehr konzentrierter Urin ausgeschieden und Wasser im Kdorper
zuriickgehalten.

. Furosemidtest: Es werden 40 mg Furosemid intravends gespritzt. Dieses gebrduchliche
Medikament wirkt wassertreibend, so dass Sie in kurzer Zeit mehrfach groBere Mengen
Urin lassen miissen.

Evtl. werden wir zwei weitere Tests durchfiihren:

. Wasserimmersionstest: 60-miniitiges Stehen in 37°C warmem Wasser (bis zum Hals).

. Durstversuch: Hierbei wird Blut nach 12 Stunden Dursten (iibernacht ab 20.00 des Vor-
abends) abgenommen.

Bei allen Versuchen muf fiir 8 h vorher auf Koffein und Nikotin verzichtet werden, die
Einnahme eines leichten Friihstiicks am Morgen vor dem Versuch ist moglich.
Blutentnahmen fiir die Versuche 1-4 sowie ggf. 5 erfolgen jeweils vor dem Test (also
iiblicherweise um 8.00), nach 1, 2 und 4 Stunden. Einmalig erfolgt am Beginn der
Versuchsreihe eine Bestimmung verschiedener Hormone im Tagesverlauf unter
Normalbedingungen durch Blutentnahmen um 8:00, 10:00, 12:00, 16:00. Wahrend der
Versuche wird auBerdem Urin gesammelt, es erfolgt eine Bestimmung der Urinelektrolyte.
Bei den Blutentnahmen werden jeweils etwa 5 ml Blut abgenommen. Dies kann {iber
mehrfache vendse Punktion oder iiber eine Venenverweilkaniile erfolgen, welche zu
Beginn des Versuchs gelegt und nach dem Versuch jeweils entfernt wird. Insgesamt

werden Thnen ca. 100 ml Blut verteilt iiber mehrere Tage abgenommen. Bis auf etwaige
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Blutergiisse oder Schmerzen an der Einstichstelle haben Sie keine negativen Folgen der
Blutentnahmen zu fiirchten.

Jeder der o.g. Versuche entspricht einem Test, der auch im klinischen Alltag fiir die
Diagnostik von hormonellen Erkrankungen verwendet wird. Fiir die beiden Medikamente
Desmopressin und Furosemid sind Nebenwirkungen in den genannen Dosen bei
ansonsten gesunden Personen duBerst selten. Vor allem unspezifische Nebenwirkungen
wie Kopfschmerzen, Bauchschmerzen, Juckreiz oder Ubelkeit sind beschrieben, diese
bilden sich im Verlauf von selbst zuriick. Nach Gabe von Desmopressin konnte durch
Wassereinlagerung eine reversible Gewichtszunahme auftreten, es konnte aullerdem
zeitweilig zu einem Blutdruckanstieg kommen.

Nach Gabe von Lasix kommt es zu vermehrtem Wasserlassen, bei ausgepragten
Wasserverlusten konnte erniedrigter Blutdruck mit in der Folge Kreislautbeschwerden
auftreten, in seltenen Féllen bis hin zu Sehstérungen, Bewusstseinsstorungen, Kollaps etc.
Bei zu rascher Injektion kann es zur Auslosung von Horstorungen oder eines Tinnitus
(Ohrgerausche) kommen.

Es besteht weiterhin ein sehr geringes Risiko einer Uberempfindlichkeitsreaktion, wie sie
fiir jedes Medikament auftreten kann, hierzu zdhlen allergische Reaktion mit z. B.
Hautauschldagen, Atemnot oder Herz-Kreislautbeschwerden, aber auch nichtinfektiose
Entziindungen von Niere oder Bauchspeicheldriise konnen sehr selten auftreten.
Elektrolytentgleisungen, v. a. Hyponatridmien und Hypokalidmien, sind fiir beide
Medikamente beschrieben, diese sollten jedoch bei einmaliger Anwendung nicht
auftreten und konnen aufgrund der paralell durchgefiihrten Elektrolytbestimmungen
frithzeitig erkannt und therapiert werden.

Bei den Versuchen 1 und 2 kann es durch die Fliissigkeitsbelastung u. U. zu einem

Blutdruckanstieg kommen, welcher sich jedoch nach kurzer Zeit zuriickbildet.

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiber die drztliche Schweigepflicht und den
Datenschutz eingehalten. Es werden personliche Daten und Befunde {iber Sie erhoben,
gespeichert und verschliisselt (pseudonymisiert), d.h. weder IThr Name noch Thre Initialen
oder das exakte Geburtsdatum erscheinen im Verschliisselungscode, weitergegeben.

Im Falle des Widerrufs Ihrer Einwilligung werden die pseudonymisiert gespeicherten
Daten vernichtet.

Der Zugang zu den Originaldaten und zum Verschliisselungscode ist auf folgende

Personen beschrinkt: Prof. Dr. med. Michael Fischereder, Dr. med. Matthias Wessely, Dr.
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med. Simon Rau. Die Daten werden in einen pa3wortgeschiitzten Rechner eingegeben
und fiir 10 Jahre aufbewahrt.

Eine Entschliisselung erfolgt lediglich in Fillen, in denen es Ihre eigene Sicherheit
erfordert (,,medizinische Griinde*) oder falls es zu Anderungen in der wissenschaftlichen

Fragestellung kommt (,,wissenschaftliche Griinde*).

Im Falle von Verdffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der

personlichen Daten gewahrleistet.

Ich bin mit der Teilnahme an der Studie und der damit verbundenen Untersuchung von
Blut und Urinproben sowie der Erhebung und Verwendung personlicher Daten und
Befunddaten nach Mafigabe der Patienteninformation einverstanden.

Miinchen, den Unterschrift der Patientin Unterschrift und Name des

aufkliarenden Arztes

Verantwortlicher Leiter der Untersuchung:

Prof. Dr. med. M. Fischereder, Leiter Schwerpunkt Nephrologie, Medizinische Klinik
und Poliklinik IV — Campus Grosshadern, Klinikum der Universitit, LMU Miinchen,
Marchioninistr. 15, 81377 Miinchen (Tel. 089 / 7095 — 2211

80



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Die Vitamin D- PTH-FGF23-Achse. (Blau, J., & Collins, M., 2015)........ 9
Abbildung 2. Ubersicht der Moglichkeiten der GFR Berechnung (Wendt, 2019)......... 21
Abbildung 3. Ubersicht der einzelnen Verldufe der FGF23 Konzentration wihrend des

KOChSalZbelastungStEStS. .....ccuveeiieiieeiieiieeie ettt ettt sere et saae b e e 24
Abbildung 4. Verlauf der mittleren Reninwerte wihrend der Kochsalzbelastung mit
eingezeichneter Trendkurve und MittelWerten. ...........cccveeeveerieiiiieniecieeie e, 25
Abbildung 5. Aufstellung der mittleren Reninwerte als Boxplot zu den
unterschiedlichen Abnahmezeitpunkten. ............ccceeviiiiiiiiiiniiiieeeee e 26
Abbildung 6. Kurvenverlauf der mittleren Aldosteronwerte mit Trendkurve und Angabe
der Mittelwerte zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten. ............cocceeeeveenveeiiienieenneennee. 27
Abbildung 7. Aufstellung der Aldosteronwerte zu den Abnahmezeitpunkten wéhrend
des Kochsalzbelastungstests als BOXPIOt........ccvevieiiiieniieeiieieciieeeceeeee e 27
Abbildung 8. Ubersicht iiber den FGF23 Verlauf im Boxplot zu den einzelnen
ZRIEPUNKLCIL. ...ttt ettt ettt et e et e et e st e et e e saaeesbeessaeenseessseenseessseenseensseenseesnas 28
Abbildung 9. Abfall des FGF23 wihrend der Kochsalzbelastung .............cccccocceenee 29

Abbildung 10. Vergleich des gemittelten FGF23 Verlaufs wahrend des
Kochsalzbelastungstests im Vergleich zum Verlauf des gemittelten Gesamtproteins. ... 30
Abbildung 11. Verlauf der mittleren Natriumkonzentration wihrend des
KOChSalZbelastungstests. ........eeruiiiiieieie ettt ettt 30
Abbildung 12. GFR zu den jeweiligen Abnahmezeitpunkten als Boxplot..................... 31
Abbildung 13. Boxplotgrafik der Messungen des AVP (entspricht AHD) zum Zeitpunkt
1, vor dem Kochsalzbelastungstest, sowie zum Zeitpunkt 4, nach dem
KOChSalZbelastungStest ... ...cc.uiiuiiiiieiieie ettt 32
Abbildung 14. Boxplotgrafik der Messungen des atrialen natriuretischen Peptids (ANP)
zum Zeitpunkt 1, vor dem Kochsalzbelastungstest, sowie zum Zeitpunkt 4, nach dem
KochSalzZbelastUn@StEst. .....c..evuviriiiiriiiieieei et 33
Abbildung 15. Boxplotgrafik der Messungen des PTH zum Zeitpunkt 1, vor dem
Kochsalzbelastungstest, sowie zum Zeitpunkt 4, nach dem Kochsalzbelastungstest. ... 34
Abbildung 16. Ubersicht der einzelnen Verliufe der FGF23 Konzentration wihrend des

FUPOSEMIALESTS ....c.eieiiieieeiieetee ettt ettt et 35
Abbildung 17. Ubersicht iiber den FGF23 Verlauf im Boxplot zu den einzelnen
ZETPUNKLETL. ...ttt sttt et sb ettt st s bt et e bt e be e e sane e 36

Abbildung 18. Vergleich der Verlaufe des mittleren FGF23 mit der mittleren
Proteinkonzentration an den vier Abnahmezeitpunkten wihrend des Furosemidtests. . 37
Abbildung 19. Boxplot der Kreatininkonzentration an den vier Abnahmezeitpunkten im

FUTOSEMIALESL. ...ttt 38
Abbildung 20. Verlauf der Reninwerte zu den Abnahmezeitpunkten wihrend des
FUTOSEMIALESES. ..cvtiiiiiieiececee ettt 38
Abbildung 21. Aufstellung der Reninwerte zu den Abnahmezeitpunkten wéhrend des
Furosemidtests als BOXPIOt......cccuoiiiiiiiiiiiiiieee e 39
Abbildung 22. Verlauf der mittleren Aldosteronwerte zu den Abnahmezeitpunkten
wihrend des FUroSemidtests. ........oevuirieriiriiriinieeiiereeeeeee e 40
Abbildung 23. Aufstellung der Aldosteronwerte zu den Abnahmezeitpunkten wéahrend
des Furosemidtests als BOXPIOL. ......cccuieiiiiiiiiiiieiieeieeecie e 40
Abbildung 24. Verlauf der mittleren Natriumkonzentration wahrend des Furosemidtests.
........................................................................................................................................ 41
Abbildung 25. GFR wihrend des Furosemidtests. .........cccvveeiiieniiiiinieeeiee e 42
Abbildung 26. Boxplot der ANP Werte zum Zeitpunkt 1 (Basiswerte) und Zeitpunkt 4
zum Versuchsabschluss nach 4 Stunden. ..., 43

Abbildung 27. Boxplot der AVP Werte zum Zeitpunkt 1 (Basiswerte) und Zeitpunkt 4
81



zum Versuchsabschluss nach 4 Stunden. ..o, 43
Abbildung 28. Einzelverldufe des FGF23 wihrend des oralen Wasserbelastungstests.. 45
Abbildung 29. Verlauf der mittleren FGF23 Werte wihrend des oralen

WasSerbelastUn@SLESES. .. .ccuvieiiieiiieiieeie ettt ettt e st e et e saaeeabeeenes 46
Abbildung 30. Boxplot des FGF23 wihrend des oralen Wasserbelastungstests zu den
vier Abnahmezeitpunkten. ........cc.eeiuiiiiiiiiiiiiieieee e e 46
Abbildung 31. Vergleich der Kurvenverldaufe anhand der Mittelwerte zwischen FGF23
und dem Gesamtprotein wihrend des oralen Wasserbelastungstests. ...........ccccceeeuneenee. 47
Abbildung 32. Verlauf des mittleren Aldosterons wahrend der oralen Wasserbelastung.
........................................................................................................................................ 48
Abbildung 33. Boxplot der Aldosteronkonzentration an den vier Abnahmezeitpunkten
wihrend der oralen Wasserbelastung..............ocvevieiriieniienieniieeece e 48
Abbildung 34. Verlauf des mittleren Renins wéhrend der oralen Wasserbelastung. ...... 49
Abbildung 35. Boxplot der Reninkonzentration zu den vier Abnahmezeitpunkten
wihrend des oralen Wasserbelastungstests. .........coeeierieririiniiniiicnieneeceeceeeee 50

Abbildung 36. Verlauf des mittleren Natriums wahrend der oralen Wasserbelastung ... 50
Abbildung 37. Boxplot der Natriumwerte zu den vier Abnahmezeitpunkten wéhrend der

oralen WasSerbelasting. ..........cccveeiieiieiiieiiieeiierie ettt e seeeete et enneeenes 51
Abbildung 38. Boxplot des Kreatinins zu den vier Abnahmezeitpunkten wéihrend der
oralen WasSerbelastUng. ..........cccveeiiiiiieiiieiiieeiierie ettt et e seeeebeesaeeenbeeenes 52
Abbildung 39. Boxplot der GFR-Werte zu den vier Abnahmezeitpunkten wéhrend der
oralen WasSerbelastling. ..........cccveiviieiieiiieriieeiieiie ettt e ebe et e e e e 53
Abbildung 40. Vergleich der Verlaufskurven von FGF23 und Aldosteron im
KOChSalZDElaStUNGSIEST ... vievieeeiieiieeieeite ettt et sereebe et e eabe e e 55
Abbildung 41. Vergleich der Verlaufskurven von FGF23 und Renin im
KoChSalZbelastungStest ........uvieiiiieiieeiiie ettt e e e e e e 56
Abbildung 42. Vergleich der Verldufe von FGF23 und Aldosteron wihrend des
FUTOSEMIALESES ..c..eiiieeiiiei ettt 56
Abbildung 43. Vergleich der Verldufe von FGF23 und Renin wihrend des
FUTOSEMIALESES ..c...eeiiiiiieieee ettt 57
Abbildung 44. Verldufe fiir FGF23 und Aldosteron wahrend des Wasserbelastungstests
........................................................................................................................................ 57
Abbildung 45. Verldufe fiir FGF23 und Renin wéhrend des Wasserbelastungstests...... 58

82



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1. Korrelation von FGF23 mit den Baseline- Serum- sowie
Urinphosphatkonzentration iiber alle Versuchsaufbauten .............cccoeeeeviiiiienciiennennen. 23
Tabelle 2. Mittelwertvergleich vor Versuchsbeginn (Vor NaCl, Zeitpunkt 1) und nach
Versuchsende (Nach NaCl, Zeitpunkt 4), mit den dazugehorigen p-Werten im

KOChSalZbElaStuUNGStEST. ... ..veeeviieiiiieciie ettt stee e re e e e esareeeaseeennaeas 25
Tabelle 3. Renin (uU/ml) wihrend des Kochsalzbelastungstests.............cccecverveennennee. 26
Tabelle 4. Aldosteron (pg/ml) wihrend des Kochsalzbelastungstests.............ccccuveneee. 27
Tabelle 5. FGF23 wihrend des Kochsalzbelastungstests ...........cccocveeeieenieiciienieenneennen. 29
Tabelle 6. Natrium wahrend des Kochsalzbelastungstests ...........cccoecveeeciieieieeenieeenneen. 30
Tabelle 7. GFR wihrend des Kochsalzbelastungstests...........cccccvevieeviienieeiienieeieennen. 31
Tabelle 8. AVP (pmol/L) wéhrend des Kochsalzbelastungstests...........ccceeeeveeeenveennneen. 33
Tabelle 9. ANP (pmol/L) wihrend des Kochsalzbelastungstests ...........ccccceeveruvrennennen. 33
Tabelle 10. PTH (pg/ml) wihrend des Kochsalzbelastungstests...........cccccevveenieneennnen. 34
Tabelle 11. Korrelation zwischen FGF23 und den angefiihrten Parametern im
KOChSalZbelastungStest ... ...cc.ueiuieiiieiieie ettt 35
Tabelle 12. FGF 23 (RU/ml) wéhrend des Furosemidtests ...........ccceeeveerviecienieeneenen. 36
Tabelle 13. Kreatinin wihrend des Furosemidtests ............ccccvveeeeiiieeciieenciee e, 37
Tabelle 14. Das Mittlere Renin (wWU/ml) im Versuchsverlauf des Furosemidtests zu den
vier AbnahmezeitPuNKLeN ........ccveiiiiiiiiiiecieccee e e e 39
Tabelle 15. Das Mittlere Aldosteron (pg/ml) im Versuchsverlauf des Furosemidtests. . 40
Tabelle 16. Mittlere Natriumkonzentration im Verlauf des Furosemidtests.................... 41
Tabelle 17. GFR (ml/min/173m?) wéhrend des Furosemidtests............cccoeeeveeeenreeennnen. 42
Tabelle 18. ANP (pmol/L) wéhrend des Furosemidtests ...........ccccueeecreeeriieinieeeeieeenen. 43
Tabelle 19. AVP (pmol/L) zum Zeitpunkt 1 (Basiswerte) und Zeitpunkt 4 zum
Versuchsabschluss nach 4 Stunden............c..coooiiiiiiiiiiiiiieeeee, 44
Tabelle 20. PTH (pg/ml) im Furosemidtest. ..........ccccooeeviiriiniineniiinienenicneeiceeceieee 44
Tabelle 21. Korrelationen nach Pearson zwischen FGF23 und den angefiihrten
Parametern im FuroSemidtest ..........cocieiiiiiiiiiiieiieeieeie e 44
Tabelle 22. Anderung ausgewihlter Parameter im oralen Wasserbelastungstest. .......... 45
Tabelle 23. Ubersicht iiber FGF23 (RU/ml) wihrend des oralen Wasserbelastungstests.
........................................................................................................................................ 47
Tabelle 24. Aldosteron (pg/ml) wihrend der oralen Wasserbelastung ...............cc..c...... 49
Tabelle 25. Renin wéahrend des Trinkversuchs ...........cooeeveiiiiniiiiiiiiiiicececeeee, 50
Tabelle 26. Ubersicht iiber die Natriumwerte (mmol/L) wihrend der oralen
WaSSEIDEIASTUNG. .....eieiiiiiiie e e e e e 51
Tabelle 27. Ubersicht iiber die Kreatininwerte 8mg/dl) wihrend der oralen
WaSSEIDEIASTUNG. .....eieiiiieiie e e e e e e 52
Tabelle 28. Ubersicht iiber die GFR im oralen Wasserbelastungstest. ........................... 53
Tabelle 29. Pearson Korrelation zwischen FGF23 und den angegebenen Parametern
wihrend der oralen Wasserbelastung..............oceeviiiiiiiiiienieniicee e 54
Tabelle 30. Pearson Korrelation zwischen FGF23 und den aufgefiihrten Parametern,
berechnet tiber alle VErsuche. ...........cocoviiiiiiiiiiiiiieccee e 54
Tabelle 31. Korrelation nach Pearson zwischen FGF23 und der GFR in den drei
einzelnen Versuchsaufbauten. ..........coooiiiiiiiiiiiiiie e 55
Tabelle 32. Korrelation zwischen FGF23 und Aldosteron iiber alle gemessenen Werte 58
Tabelle 33. Korrelation zwischen FGF23 und Renin iiber alle gemessenen Werte........ 59

&3



Eidesstaatliche Versicherung

Ich versichere an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig und ohne unzulds-
sige fremde Hilfe erstellt und die hier vorgelegte Dissertation nicht von einer anderen Medi-

zinischen Fakultit abgelehnt worden ist.

Miinchen 27.30.2022 Thomas Troger

Ort, Datum Unterschrift Doktorand

84



Lebenslauf

Danksagung

Ich danke allen Probandinnen und Probanden, die sich fiir die Versuche freiwillig zur
Verfligung gestellt haben.

Des Weiteren mochte ich Herrn Prof. Dr. M. Fischereder also Doktorvater flir seine

Fiihrung und auch Geduld mit mir und dieser Arbeit danken.

Ein riesiges Dankeschon gebiihrt meiner Freundin, Marina Talitha Mergen ohne die diese

Arbeit wahrscheinlich nie fertig geworden wire.

&5



