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4 Zusammenfassung

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) und die chronische Nierenerkrankung
(CKD) stellen als Erkrankungen eine wesentliche Belastung der Gesundheitssysteme weltweit
dar. Ein Hauptgrund dafir ist die weltweit zunehmende Pravalenz. Beide Entitdten sind
assoziiert mit einer hohen Komplikations- und Sterberate sowie dem Auftreten von
Komorbiditaten. Trotz dieser massiven Einflisse auf das Gesundheitssystem sind die
Zusammenhange zwischen Erkrankungen der Lungen und denen der Nieren nicht hinreichend
untersucht. Somit ist es unklar, ob eine Abnahme der Nierenfunktion bei Patienten mit COPD
eine Progredienz der COPD verursachen kann und vice versa. Das Protein Dickkopf-3 wurde
bereits als wichtiger Mediator der renalen Fibrose identifiziert. Im Zuge dieser Erkenntnisse
ergibt sich die Vermutung, dass DKK3 an pathophysiologischen Prozessen zwischen COPD
und CKD beteiligt sein konnte. In dieser Studie wurde der Einfluss von Nierenerkrankungen

auf die Lungenfunktion anhand der DKK3 Expression untersucht.

Dies geschah in zwei Schritten. Zunachst wurde im Tierexperiment an M&usen eine
kombinierte Nieren- und Lungenschadigung hervorgerufen zur Beurteilung des Einflusses
einer Nierenschadigung auf die Funktion der Lungen. In einem zweiten Schritt wurde die Urin-
DKK3-Konzentration von COPD-Patienten der COSYCONET Kohorte gemessen, um das

Risiko einer Progression der COPD bei gleichzeitigem Vorliegen einer CKD zu kalkulieren.

Hierfir wurden C57BI/6J und Dkk3” Mause verschiedenen Schadigungsmodellen zugefiihrt,
um die Auswirkungen einer CKD auf die COPD zu erfassen. In den Versuchstieren wurde
entweder eine CKD mittels Adenindiat oder eine COPD durch Rauchexposition induziert. Eine
dritte Gruppe wurde sowohl der Adenindiat als auch einer Rauchexposition - zur Simulation

einer kombinierten Lungen- und Nierenschadigung - ausgesetzt.

Bei den Versuchstieren, die einer kombinierten Lungen- und Nierenschadigung zugefuhrt
wurden, war eine deutliche Zunahme systemischer und pulmonaler Inflammation zu
beobachten im Gegensatz zu den Ergebnissen bei alleiniger Rauchexposition. Umgekehrt
konnte ein Zusammenhang zwischen Zigarettenrauchexposition und der vermehrten
Expression von DKK3 und damit auch auf die Zunahme renaler Fibrose festgestellt werden.
Der DKK3-Knockout reduzierte sowohl die renale Schadigung als auch die pulmonale

Inflammation.

Nachfolgend wurde die Konzentration von DKK3 im Urin von Probanden der COPD-Kohorte
COSYCONET gemessen, um die Progression der COPD in Bezug auf die Nierenfunktion
abschatzen zu kdnnen. Es zeigte sich, dass initial erhdhte Konzentrationen von DKK3 im Urin
der Probanden mit einer Abnahme der Funktionsparameter FEV1 und eGFR im Follow-up

assoziiert waren. Weiterhin waren hohere Ausgangskonzentrationen von DKK3 mit einem
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hdheren Exazerbationsrisiko, einer Abnahme der kdrperlichen Belastungsfahigkeit und einer

erhohten Sterblichkeit assoziiert.

Diese Ergebnisse weisen nicht nur auf einen Zusammenhang zwischen Erkrankungen von
Lungen und Nieren hin, sondern zeigen auch, dass eine Progression der CKD eine
Verschlechterung der Lungenfunktion bedingen kann. Weiterhin wurde DKK3 als madglicher
pradiktiver Marker fur eine Progression der COPD bei gleichzeitig vorliegender CKD entdeckt.
Dementsprechend kénnte die Messung von DKK3 im Urin mdglicherweise benutzt werden,

um betroffene Patienten zu identifizieren und praventive Therapieansatze zu etablieren.
5 Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and chronic kidney disease (CKD) represent
a major burden on healthcare systems worldwide. With steadily increasing prevalence
throughout the world, both conditions are associated with a high frequency of complications
and mortality, as well as the occurrence of comorbidities. Despite that substantial impact on
healthcare systems, the pathophysiological relationship between lung and kidney failure
remains widely undiscovered. Thus, it is unclear whether a decrease in kidney function in
patients with COPD can cause worsening of lung function and vice versa. Recently, we found
that Dickkopf-3 plays an important role in the development of kidney fibrosis and urinary DKK3
concentrations identify patients at risk for CKD progression. In this study, the role of urinary

DKK3 as a marker for reciprocal lung and kidney injury was explored.

In animal experiments, C57BI/6J and Dkk3™ mice were used in four experimental groups. One
group was exposed to cigarette smoke to induce lung dysfunction, another was fed with adenin
to induce kidney failure. A third group was exposed to both, adenine diet and smoke exposure
to create a combined animal model for lung and kidney failure. Lastly an untreated group on a

standard diet and normal air acted as a control.

We observed a significant increase in systemic and pulmonary inflammation in mice exposed
to combined lung and kidney injury as compared to cigarette smoke exposure alone.
Interestingly, there was evidence that cigarette smoke increases renal fibrosis by upregulating
expression of DKK3. Knockout of DKK3 reduced kidney injury and pulmonary inflammation

alike.

In a second step, we measured urinary DKK3 concentrations in COPD patients of the
COSYCONET cohort and assessed its association with changes of lung and kidney function
(FEV4 and eGFR) over a follow-up of 37 months. We found that increased baseline
concentrations of DKK3 in the urine of patients were associated with declining FEV1and eGFR.

Besides that, higher baseline urinary DKK3 concentrations predicted a higher risk of

14



exacerbation and declining exercise capacity. In line with these findings, high baseline DKK3

was also associated with higher mortality in patients of COSYCONET cohort.

These findings provide strong evidence of a link between lung and kidney disease and that
progressive kidney failure causes subsequent worsening of pulmonary function. These results
suggest, that assessing urinary DKK3 may be useful to identify COPD patients at high risk for
progression for both conditions. Accordingly, DKK3 could be used to establish possible

preventive strategies for these patients in the future.
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6 Einleitung

6.1 Chronische Nierenerkrankung (CKD)

6.1.1 Definition und Klassifikation

Die chronische Nierenerkrankung ist nach KDIGO (Kidney Disease: Improve Global
Outcome)-Kriterien definiert als Veranderung der Nierenstruktur- oder funktion, die langer als
drei Monate besteht. Zur Diagnosestellung herangezogen werden eine eGFR (estimated
Glomerular Filtration Rate) <60ml/min/1,73m? als laborchemisches Korrelat der
Nierenfunktionseinschrankung und verschiedene Marker der Nierenschadigung, wie
Albuminurie, pathologische histologische Befunde, morphologische Auffalligkeiten in der
Bildgebung, Auffalligkeiten im Urinsediment sowie Elektrolytverschiebungen im Blut als auch
eine Nierentransplantation in der Anamnese. Die Einteilung in die flinf Stadien der CKD erfolgt
anhand der eGFR sowie dem Grad der Albuminurie (Abbildung 1).[60]

Prognosis of CKD by GFR and albuminuria category

Persistent albuminuria categories
Description and range

A1 A2 A3
Prognosis of CKD by GFR
and Albuminuria Categories: Noeré;I to Moderately Severely
mildly - <
KDIGO 2012 Noreaaed increased increased
<30 mg/g 30-300 mg/g >300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol >30 mg/mmol

severely decreased

G1 Normal or high =290
] :
g’ G2 Mildly decreased 60-89
e
g G3a Mildly to moderately 45-59
(] decreased
c
o
= G3p | Moderately to 30-44
=
o
7]
]
(=]

G4 Severely decreased 15-29

GFR categories (ml/min/ 1.73 m?)

G5 Kidney failure <15

Green: low risk (if no other markers of kidney disease, no CKD); Yellow: moderately increased risk;
Orange: high risk; Red, very high risk.

Abbildung 1: Klassifikation der CKD anhand der eGFR und dem Grad der Albuminurie.
Entnommen aus Kidney disease: Improving global outcomes (KDIGO) CKD work group.KDIGO 2012 clinical
practice guideline for the evaluation and management of chronic kidney disease [60].
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6.1.2 Epidemiologie

2017 lag die Pravalenz der CKD bei weltweit 697,5 Millionen Fallen (=9,1% der
Weltbevolkerung). Die Pravalenz in Deutschland betrug in diesem Zeitraum ca. 9 Millionen
Falle. Die altersstandardisierte Pravalenz der CKD war bei Frauen (8,8-10,2%) 1,3-fach héher
als bei Mannern (6,8-7,9%). Dahingegen war die Inzidenz flr die Notwendigkeit einer
Dialysebehandlung (RRT: Renal Replacement Therapy) oder Transplantation bei Mannern
(12,6-14,9%) 1,47-fach héher als bei Frauen (7,9-9,3%). Die weltweite Pravalenz der CKD
stieg zwischen 1990-2017 um 29,3%. Die weltweite Inzidenz von RRT und
Nierentransplantation Uber alle Altersgruppen stieg in diesem Zeitraum um 43,1% (40,5-
45,8%) und 34,4% (29,7-38,9%). Hierbei ist der Anstieg des Einsatzes der Dialysebehandlung
unter anderem auf das steigende Alter der Gesamtbevolkerung zurtuckzufuhren. Trotz der
steigenden Dialysebehandlungen ist die Verfugbarkeit von RRT in vielen Regionen der Welt
mit hohen Zahlen von CKD eingeschrankt. Weltweit waren 1,2 Millionen Todesfalle im Jahr
2017 auf CKD zurlckzufihren und 1,4 Millionen Todesfalle hatten eine kardiovaskulare
Diagnose (CVD: Cardiovascular Disease), der eine eingeschrankte Nierenfunktion
vorausgegangen war. Damit stieg die CKD von Platz 17 der weltweit haufigsten
Todesursachen in 1990 auf Platz 12 in 2017.[8]

6.1.3 Ursachen

Aufgrund ethnischer Unterschiede, aber auch durch die Struktur und Qualitat des jeweiligen
Gesundheitssystems sind Inzidenz, Pravalenz und Progression der CKD in verschiedenen
Landern unterschiedlich stark ausgepragt. Die Ursachen der CKD sind nicht nur vielfaltig, sie
unterliegen auch regionalen Unterschieden. Man kann sie unterteilen in primare Erkrankungen
der Niere (z.B. Glomerulonephrititiden, tubulointerstitielle Erkrankungen) und sekundare
Ursachen, die konsekutiv eine Nierenschadigung induzieren (z.B. Diabetes mellitus und
arterielle Hypertonie). Die haufigsten Ursachen einer CKD in den Industrienationen sind der
Diabetes mellitus und die arterielle Hypertonie. Ungeféahr 40% aller Patienten mit Diabetes
mellitus entwickeln im Lauf ihres Lebens eine CKD. Diabetes ist fur 30-50% aller CKD Falle
unter Erwachsenen weltweit verantwortlich [119] und es wird vermutet, dass diese Zahl bis
2030 um bis zu 69% in Landern mit hohem Einkommen und um bis zu 20% in Landern mit
mittlerem und niedrigem Einkommen steigen wird [119]. Zur Jahrtausendwende wurde die
Pravalenz von arterieller Hypertonie auf mehr als ein Viertel der erwachsenen Bevdlkerung
geschatzt; bis 2025 wird mit einem Anstieg um bis zu 60% gerechnet. Neben
Glomerulonephritiden und Autoimmunerkrankungen gibt es viele singulare und polygene
Ursachen fur eine CKD. Diese machen allerdings nur einen geringen Anteil der
Gesamtpravalenz aus. Einige dieser Erkrankungen betreffen die Anatomie des

Urogenitaltrakts und sind bereits pranatal von Bedeutung (z.B VUR, ARPKD). Andere
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manifestieren sich erst in spateren Lebensjahren, z.B. die ADPKD. Auch genetische
Polymorphismen und Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) ricken immer weiter in den
Vordergrund, da sie zu einer Beschleunigung einer bestehenden CKD beitragen kénnten.
Umwelteinflisse konnen eine Anderung der Epigenetik hervorrufen, die moglicherweise
Anderungen des Phanotyps bewirken. DNA-Methylierung, Histonmodifikationen und Einfluss
auf Abbau der Telomerasen und damit der Telomere spielen eine wichtige Rolle, sowohl in der
normalen Entwicklung als auch im Auftreten und in der Progredienz, Koexistenz und
Aggraviation von Krankheiten, wie z.B. dem haufigen gemeinsame Auftreten von Ubergewicht
und Typ 2 Diabetes. [119] [31]

6.1.4 Prognose

Patienten mit CKD haben ein hohes Risiko fur einen fortschreitenden und irreversiblen Verlust
der Nierenfunktion bis hin zum terminalen Nierenversagen (ESRD: End-Stage-Renal-Disease)
mit Notwendigkeit der Dialysebehandlung oder Nierentransplantation. Da das Kklinische
Erscheinungsbild der CKD sehr variabel ist, ist es schwierig, den individuellen Verlauf der CKD
vorherzusagen. Bei manchen Patienten kann die CKD stabile Verldufe annehmen, wahrend
bei anderen Patienten mit rapider Verschlechterung und schweren Komplikationen gerechnet
werden muss. Das Auftreten von Proteinurie, Albuminurie und sinkender eGFR ist assoziiert
mit einer schlechten Prognose [60][3] [48]. Aber es gibt insgesamt wenige Marker, um den
Verlauf der CKD prognostizieren zu kénnen. Die Progression der Erkrankung und das
Auftreten von CVE (Cardiovascular Events) ist abhangig von der Grunderkrankung, von nicht
beeinflussbaren Faktoren, wie der ethnischen Zugehdrigkeit [8], dem Geschlecht (Manner >
Frauen) [109] [30] sowie der Nierenfunktion zum Zeitpunkt der Diagnose. Ebenfalls relevant
sind beeinflussbare Faktoren, zu denen das Rauchen [82], die Proteinurie [48], und hoher
Blutdruck [72] gehoren. Erschwerend kommt hinzu, dass die CKD eine stark aggravierende
Wirkung auf viele Erkrankungen hat, die nicht renaler Ursache sind. Hier sind vor allem
kardiovaskulare Erkrankungen zu nennen, fur die die CKD einen bedeutsamen Risikofaktor
darstellt [38]. Die CKD weist eine hohe Gesamtmortalitdt auf, welche mit abfallender
Nierenfunktion ansteigt. Dabei ist die Haupttodesursache nicht die Dialysepflichtigkeit,
sondern es sind kardiovaskulare Erkrankungen, was sich dadurch zeigt, dass viele Patienten
das Stadium der terminalen Niereninsuffizenz aufgrund von kardiovaskularen Ereignissen

nicht erreichen [88][95], sondern vorher versterben.
6.2 Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD)

6.2.1 Definition und Klassifikation

Die chronisch obstruktive Lungenenerkrankung (COPD) ist gekennzeichnet durch eine

persistierende, nicht durch Bronchodilatatoren vollstandig reversible Atemwegsobstruktion,
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welche regelhaft progressiv verlauft und mit einer verstarkten Entzundungsreaktion der
Atemwege, getriggert durch Noxen, wie Mikropartikel oder Gase, einhergeht. Die Reduktion
des Atemflusses bei COPD ist charakterisiert als die Kombination aus einer obstruktiven
Bronchiolitis und der zunehmenden Zerstérung des Lungenparenchyms (Emphysem), die
individuell starker oder geringer ausgepragt sein koénnen [40]. Die chronische
Entzindungsreaktion verursacht strukturelle Veranderungen und Obstruktionen der
Atemwege, wahrend der Effekt auf das Lungenparenchym den Verlust der alveolaren
Verbindung zu den Atemwegen nach sich zieht, was die elastischen Ruckstellkrafte der Lunge
behindert. Beide Effekte gemeinsam verringern die Fahigkeit der Atemwege wahrend der
Exspiration offen zu bleiben, welches zur Uberbléahung der Lungen unter Belastung fiihren
kann. [40]

Die COPD wurde lange Zeit nach dem Schweregrad der Obstruktion, quantifiziert durch die
Messung der FEV; mittels postbronchodilatatorischer Spirometrie (Tabelle 1), klassifiziert.
Dieser Marker weist aber Schwachen hinsichtlich der stark variierenden Symptomatik auf, so
dass es seit 2018 die Empfehlung gibt, die Klassifikation durch Fragebdgen hinsichtlich der
Symptomatik und durch die Anzahl an Exazerbationen pro Jahr einzuteilen. Die
Exazerbationen werden durch die Anzahl an Krankenhausaufenthalten ermittelt und die
Symptome durch validierte Fragebdgen erfasst. Durch das Zusammenspiel dieser Instrumente

gelingt eine Einstufung des Patienten in die entsprechenden GOLD-Stadien.[40]

Schweregradeinteilung anhand der Kriterium fiir Obstruktion FEV4/FVC<
postbronchodilatatorisch gemessenen LLN oder <70%
FEV/

FEV: <30%

IV (sehr schwer)

FEV130% - 49%

[l (schwer)
II (mittelgradig) FEV150% - 79%
| (leicht) FEV: 280%

Tabelle 1: Schweregradeinteilung der COPD anhand der postbronchodilatatorischen FEV.
Entnommen aus Global Strategy for Diagnosis, Management, and Prevention of COPD.http://goldcopd.org/ [116].

6.2.2 Epidemiologie

Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ist eine der haufigsten Todesursachen
weltweit. War sie im Jahr 2000 noch an Platz 4 der weltweit ermittelten Todesursachen gelistet,
konnte sie 2016 bereits auf Platz 3 gefunden werden [120]. 2017 waren 3,2 Millionen
Todesfalle weltweit auf COPD zurlckzuflhren. Es wird geschatzt, dass bis 2040 die Zahl der
Todesfélle auf 4,4 Millionen pro Jahr ansteigen wird [93][67]. Die Global Burden of Disease

Daten aus dem Jahr 2015 schatzen die Pravalenz auf 174 Millionen Falle weltweit [8]. Der
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Anstieg ist einerseits der immer alter werdenden Weltbevdlkerung geschuldet, andererseits
dem weit verbreiteten Konsum von Tabak als Hauptrisikofaktor fir die Entstehung einer COPD
[116][67]. Die WHO warnt zudem, dass die globale Pravalenz der COPD unterschatzt wird,
was zum einen an den unterschiedlichen Methoden bei der Datenerhebung (Spirometrie vs
Symptomerhebung) liegt, zum anderen ist die Krankheit bei jungen Menschen und in Landern
mit niedrigem Einkommen unterdiagnostiziert [44] [45]. Die BOLD Studie nutzte
standardisierte Verfahren zur Einschatzung der Pravalenz und zeigte, dass es hier erhebliche
Unterschiede zwischen verschiedenen Landern gibt. Die Pravalenz von COPD GOLD 1 oder
hoéher war laut der BOLD-Studie signifikant unterschiedlich in verschiedenen Landern und
allgemein héher bei Mannern als bei Frauen. Die Pravalenz fir COPD GOLD 2 oder héher
wurde mit durchschnittlich 10,1% beziffert. Auch hier zeigte sich eine hohere Pravalenz beim
mannlichen Geschlecht. Sie stieg aber auch mit zunehmendem Alter, unabhdngig vom
Geschlecht, an. Generell war die Pravalenz positiv korreliert mit Pack-Years
(Zigarettenpackung pro Tag x Raucherjahre), was das Rauchen als starksten Risikofaktor
bekraftigt. Die Studie schatzt die weltweite Pravalenz von COPD GOLD 2 oder héher bei Uber

Vierzigjahrigen auf 9-10%. Fur Deutschland liegt die geschatzte Pravalenz zwischen 5-10%.

Ergebnisse zu Krankenhauseinweisungen mit der Diagnose COPD oder exazerbierte COPD
konnten zeigen, dass Deutschland zu den Landern mit den meisten Einweisungen zahlt. Eine
Krankenhaussterblichkeit von 7% und 90-Tage-Mortalitadt von 15% waren das Ergebnis einer
britischen Studie, was die Relevanz der COPD fir die Belastung der Gesundheitssysteme

weltweit nochmals hervorhebt [133].
6.2.3 Ursachen

Die COPD ist zumeist das Resultat jahrelanger Exposition gegenuber inhalativer Noxen. Sie
hat verschiedene Risikofaktoren, von denen Tabakrauch der bekannteste ist. Das Auftreten
und die Haufigkeit der unterschiedlicher Risikofaktoren variiert innerhalb verschiedener
Populationen abhangig von Herkunftsland, Geschlecht, Einkommen und Exposition [15].
Rauchen ist nach WHO-Schatzung ursachlich fir 73% der COPD-assoziierten Todesfalle in
Landern mit hohem Einkommen und fur 40% in Landern mit mittlerem und niedrigem
Einkommen [76]. Da aber nicht alle Raucher eine COPD entwickeln, scheint es weitere
Einflussfaktoren, zum Beispiel genetische Pradisposition, zu geben, fur die Rauchen relevant
ist. Aber auch epigenetische Veranderungen sind in der Pathogenese der COPD involviert
[90]. Schatzungsweise 25-45% der COPD Patienten haben nie geraucht, aber ungefahr die
Halfte der Weltbevdlkerung ist Rauch durch das Abbrennen von Biomasse als Brennstoff
ausgesetzt. Die Exposition gegenuber Innen- als auch Au3enluftverschmutzung, wie sie beim
Abbrennen von Biomassen oder Kochen in schlecht bellfteten Rdumen vorkommt, scheint ein

erhebliches Risiko fur die Entwicklung einer COPD zu bergen und bei ca. 3 Milliarden
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betroffenen Menschen ist die Risikogruppe entsprechend hoch [115][94]. Arbeitsplatzbedingte
Exposition gegenlber Stduben und Dampfen [134][10] sowie die Belastung durch Feinstaub
und Passivrauchen sind in den letzten 25 Jahren stark angestiegen und werden in Zukunft
eine groRere Rolle spielen [8] . Rezidivierende Infekte der unteren Atemwege in der Kindheit,
chronisches Asthma, Lungentuberkulose, Rauchen wahrend der Schwangerschaft [104] und
geringes Geburtsgewicht [46] sowie ein niedriger sozialer Status sind weitere Risikofaktoren

und Grinde fir Entstehung und/oder Progression einer COPD [94].
6.2.4 Prognose

COPD ist eine primare Erkrankung der Lungen, aber die systemische Inflammation, die bei
dieser Erkrankung auftritt, pradisponiert flr das Auftreten von Komorbiditaten [27]. Sie sind
sehr haufig [27], kdnnen jederzeit bei einer COPD, unabhangig der GOLD-Stufe, auftreten und
bestimmen malgeblich das Outcome der Patienten [1]. Bei COPD Patienten scheinen viele
Komorbiditaten auch haufiger zusammen aufzutreten [112]. Die haufigsten Komorbiditaten,
die bei einer COPD auftreten, sind kardiovaskulare Erkrankungen, Osteoporose,
Stoffwechselstorungen, muskuloskeletale Dysfunktionen, Depressionen oder andere
psychiatrische Erkrankungen, Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes und respiratorische
Erkrankungen, wie Asthma, Lungenfibrose oder Lungentumoren [27] [87]. Studien konnten
zeigen, dass die Lange eines Krankenhausaufenthaltes mit dem Auftreten akuter
Exazerbationen positiv korreliert. Gleichzeitig war ein verlangerter Krankenhausaufenthalt
assoziiert mit dem Auftreten von CVE, Herzinsuffizienz und Diabetes [118]. Vielen dieser
Komorbiditaten ist ein signifikanter Anteil an Todesfallen von COPD zuzusprechen; am
haufigsten durch kardiovaskulare Erkrankungen oder Lungentumoren [87] [80]. Zur
multidimensionalen Schweregradeinteilung aufgrund der Vielfalt an Komorbiditaten hat sich
der BODE-Index etabliert. Er beinhaltet die vier Variablen Body-Mass Index, Grad der
Atemwegsobstruktion, Grad der Dyspnoe und kdrperliche Leistungsfahigkeit [42]. Er eignet
sich als Prognoseparameter flr den Endpunkt Tod bei COPD besser als die FEV/[19].

Hierfur wird der 6-Minuten-Gehtest zur Objektivierung der Belastung herangezogen: Er ist der
am haufigsten benutzte Belastungstest. Hierbei geht der Patient Uber 6 Minuten eine
steigungslose Strecke von mindestens 30 m Lange. Die Entfernung, die der Patient in der
vorgegebenen Zeit von 6 Minuten zurtcklegt, wird gemessen. Kurz vor dem Start und nach
Beendigung des Tests wird die Dyspnoe des Patienten mit der Borg-CR10-Skala gemessen

(0-10 Punkte; 0= keine Dyspnoe, 10= starkste Dyspnoe). [25]
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6.3 Wnt/B-Catenin Signalweg und Dickkopf-Proteinfamilie

6.3.1 Wnt/B-Catenin Signalweg

Der Name Whnt ist eine Amalgemierung aus dem Namen des Gens ,Wingless" der Drosophila
melanogaster und der Wortendung ,nt“ des Protoonkogens ,Int-1“. Der Wnt-B-Catenin
Signalweg ist evolutionar stark konserviert und involviert in die Embryogenese und
Zelldifferenzierung aber auch in die Entstehung von Tumoren. Bis heute sind neunzehn Wnt-
Gene in Genomen von Saugetieren nachgewiesen worden, die alle eine wichtige Rolle in
zelluldren Entwicklungsprozessen, vor allem im Bereich der Stammzellen, spielen [53] [84].
Man unterscheidet kanonisches und nicht-kanonisches Wnt-signaling. Bei der kanonischen
Form erfolgt die Aktivierung konventionell Uber Wnt-Liganden, die zur Dimerisierung von
Frizzled-Rezeptoren zusammen mit den Korezeptoren LRP5/6 fuhrt und damit die
Akkumulation von B-Catenin in der Zelle fordert. Das [(-Catenin transloziert nun in den
Nukleus, um dort einen Komplex mit dem T-Cell-factor/lymphoid-enhancing binding factor
(TCF-LEF) zu bilden, welcher als Transkriptionsfaktor eine Wnt-abhangige Genexpression
ermdglicht [23]. Bei der nicht-kanonischen Form gibt es die Mdglichkeit der direkten Wnt-Ca?*-
Aktivierung Uber trimere G-Proteine und nachfolgende Aktivierung von Proteinkinasen als
auch die Aktivierung Uber die Regulation kleiner GTPasen, die den Aufbau des Zytoskelett
und damit die planare Polaritat regulieren [73][121]. In Abwesenheit von Wnt-Liganden wird [3-
Catenin durch den sogenannten ,Destruction-Complex®, bestehend aus den Proteinen
GSK3pB, Axin, APC und CK1, reguliert. Dieser Komplex phosphoryliert und ubiquitiniert 3-
Catenin, was letztlich die proteasomale Degradierung des Proteins induziert [74] (Abbildung
2).
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Abbildung 2:Wnt Signalweg in Abwesenheit und Anwesenheit von Wnt-Liganden sowie die Inhibierung durch
Dickkopfproteine.

Entnommen aus: Schunk SJ, Floege J, Fliser D, Speer T (2020) WNT-B-catenin signalling — a versatile player in
kidney injury and repair. Nat Rev Nephrol [97].

6.3.2 Dickkopf-Proteinfamilie

Der Name ,Dickkopf” leitet sich von der Funktion der Dickkopfproteine ab, die eine wichtige
Rolle in der Embryogenese und speziell in der Entwicklung des Schadels, des Herzens, der
Nieren und der oberen Extremitadten spielt. [81]. Die Dickkopf-Familie umfasst die Gene
Dickkopf 1-4 und das DKK3 verwandte Gen DKKL1 (Soggy). Dickkopf-Proteine sind
Glykoproteine mit einer Lange von 255 bis 350 Aminosauren. Die Proteine besitzen zwei N-
terminale CRD (cysteine—-rich domains), die bei den Dickkopfproteinen 1, 2 und 4 durch eine
Linkerregion variabler Lange ahnlich aufgeteilt sind, welche aber sehr viel kirzer bei DKK3
ausfallt (Abbildung 3) [57]. Die Gene von DKK1, DKK2 und DKK4 befinden sich in einer
paralogen Anordnung auf den Chromosomen 4, 5, 8 und 10, wohingegen DKK3 nicht in dieser
Gruppierung zu finden ist [89][70]. Weiterhin unterscheidet sich das Molekulargewicht von
DKK3 von den anderen Dickkopf-Proteinen, welches mit 38 kDa bei DKK3 hdéher ist als das
der anderen DKK Proteine (DKK1/2: 28 kDa, DKK4: 24 kDa).
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Abbildung 3: Struktur der Dickkopfproteine.

Entnommen aus Veeck J, Dahl E (2012) Targeting the Wnt pathway in cancer: The emerging role of Dickkopf-3.
Biochim Biophys Acta - Rev Cancer 1825:18-28 [114].

Wahrend die Wirkung von DKK1, 2 und 4 durch Interaktion mit dem Kremenrezeptor zur
Internalisierung des Lipoprotein receptor related-Protein 6 (LRP6) und damit zur Inhibierung
der kanonischen Aktivierung des Wnt-3-Catenin Signalweges fuhrt, ist die genaue Wirkweise

von DKK3 in diesem Signalweg noch weitestgehend unverstanden. [77]
6.3.3 Renale Effekte von DKK3

In der Embryogenese der Nieren konnte eine DKK3 Expression nachgewiesen werden, die im
Erwachsenenalter sistiert [32]. Wahrend DKK3 im gesunden Nierengewebe nicht exprimiert
wird, kommt es bei Schadigung des Nierengewebes zur Reexpression und Sekretion von
DKK3 in den Urin. Sowohl toxische als auch mechanische Nierenschadigung (Adenindiat oder
UUO) im Mausmodell konnten DKK3 als zentrales Protein bei der Entstehung einer
Nierenfibrose identifizieren [98]. Im Vergleich zwischen Dkk3"~ und Wildtypm&usen konnte ein
signifikanter Unterschied im Grad der Nierenfibrosierung und der Schadigung von
tubuloepithelialen Zellen (TECs) nachgewiesen werden. Die Dkk3-defizienten Mause wiesen
signifikant weniger Fibrose auf. Auch eine Applikation von Anti-DKK3 Antikdrpern kam zu

ahnlichen Ergebnissen [32].

Gleichzeitig unterstreichen diese Befunde die Wichtigkeit von TECs (tubulo-epithelial cells) bei
der Entstehung einer Nierenfibrose. Entsprechend konnten signifikant hdhere Konzentrationen
von DKK3 im Urin von CKD-Patienten nachgewiesen werden. Damit eignet sich DKK3 als
Biomarker fur TEC-Schadigung und renalen Stress. In einer prospektiven Studie an Patienten
mit CKD konnte zudem nachgewiesen werden, dass die Bestimmung von DKKS3 die

Abschatzung der individuellen Progression der CKD prazise erlaubt. [126]
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Ebenso konnte gezeigt werden, dass erhdhte Konzentrationen von DKK3 im Urin mit einem
starkeren Abfall der eGFR innerhalb von 6 Monaten assoziiert waren (STOP-IgAN-Studie)
[91]. Ein weiterer Hinweis auf die aullerordentliche Rolle von DKK3 als renal tubularer
Stressmarker waren Untersuchungen der AG Speer, die DKK3 als praoperativen Biomarker
benutzten, um ein akutes Nierenversagen nach kardiochirurgischen Eingriffen zu
prognostizieren. Hierbei zeigte sich, dass praoperativ erhdhte Konzentrationen von DKK3 im
Urin mit einem erhdhten Risiko flr ein postoperatives AKI assoziiert waren. Auch konnte DKK3

den Ubergang eines AKI in eine CKD im Langzeit Follow-Up vorhersagen.[98][96]
6.4 Zielsetzung

Wahrend der Einfluss von COPD und CKD auf das kardiovaskuldare System und daraus
resultierende Erkrankungen bereits hinreichend beschrieben sind, ist der Zusammenhang
zwischen CKD und COPD bislang nicht ausreichend untersucht. Ziel dieser Dissertation ist es
deshalb, die pathophysiologische Verbindung zwischen CKD und COPD zu untersuchen.
Hierzu wurde ein kombiniertes Mausmodell fur Nieren- und Lungenschadigung etabliert.
Zudem wurde die Rolle von DKK3 durch den Einsatz von Dkk3" Mausen untersucht.
Zusatzlich wurde in der COSYCONET Kohorte, einer prospektiven multizentrischen Kohorte
von Patienten mit stabiler COPD, DKK3 im Urin der Patienten quantifiziert, um damit den

Zusammenhang zwischen CKD und COPD darzustellen.

Somit sollten in dieser Arbeit folgende Fragen beantwortet werden:

1. Gibt es einen pathophysiologischen Zusammenhang in der Entstehung von COPD bei
CKD und vice versa?
Welche Rolle spielt DKK3 bei der Entstehung von Nieren- und Lungenerkrankungen?
Welchen Effekt hat renal tubularer Stress, quantifiziert durch die Bestimmung von DKK3

im Urin, auf die Progression von Lungen- und Nierenschadigung bei Patienten mit COPD?
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7 Methodenteil.

Materialien und Chemikalien

7.1.1 Materialien

Brutschrank

Fa. Franz Binder GmbH & Co., Neckarsulm

Kuhlschrank

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Ri3

Dampfgarer

Philips GmbH Market DACH, Hamburg

Feuchte Kammer

Fa. Tupperware Deutschland GmbH,

Frankfurt am Main

Farbegestell

Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Deckglaser 18 x 18mm

Fa. Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda
Konigshofen

Eppendorf-Pipetten + Spitzen

Fa. Eppendorf SE, Hamburg

Mikroplatte mit 96 Wells vorbeschichtet mit
Beads

Fa. Luminex-DiaSorin, Saluggia, Italien

Mikrowell-Plattenphotometer mit 450nm

Filter

Tecan Group Ltd., Schweiz

Mikroplatten Wascher

Tecan Group Ltd., Schweiz

TE-10 Smoking Machine

Fa. Teague Enterprises, Woodland, USA

Research Zigaretten 3R4F

College of Agriculture,
Kentucky, USA

University of

Falcon Roéhrchen 15ml

Fa. Sarstedt AG & Co. KG, Nurnberg

Magnetruhrer mit Temperaturregler

Fa. Ika-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

pH-Meter

Fa. Mettler-Toledo GmbH, GielRen

Farbegestell

Fa. VWR International GmbH, Darmstadt

Glaskuvetten

Fa. VWR International GmbH, Darmstadt

Messzylinder 100ml,1000ml

Fa. VWR International GmbH, Darmstadt

Erlenmeyerkolben 1000ml

Fa. VWR International GmbH, Darmstadt

Pipette 5ml

Fa. Sarstedt AG & Co. KG, Nurnberg

Prazisionswischtlicher

Fa. Kimberly-Clark GmbH, Koblenz

Tabelle 2: Materialien.
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7.1.2 Reagentien und Kits

Xylol

Fa. Aug. Hedinger GmbH & Co. KG,
Stuttgart

Ethanol 99%

Fa. Sigma-Aldrich: Merck KGaA, Darmstadt

Aqua dest.

Eigene Herstellung Klinikapotheke

Wasserstoffperoxidldsung 30%

Fa. Otto Fischer
Saarbrucken

GmbH & Co. KG,

Sodium-Citrate

Fa. Sigma-Aldrich: Merck KGaA, Darmstadt

PBS (Phosphate buffered Saline)

Fa. Sigma-Aldrich: Merck KGaA, Darmstadt

Tris Hydrochlorid

Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt

Natriumchlorid

Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Biotin Tyramidreagenz
Blocking Reagenz
Amplification Diulent
Streptavidin-HRP

Fa. Akoya Biosciences, San Francisco, USA

Primar-AK Anti-DKK3 (Rabbit) ab187532

Fa. Abcam, Cambridge, UK

Sekundar-AK, biotinyliert, Anti- | Fa. Thermo Fisher Scientific,

Rabbit,31820 Massachussets, USA

Primar-AK Anti-Ly-6-G (Rat) MCA771GA | Fa. Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen

Sekundar-AK, biotinyliert, Anti-Rat, 31830 | Fa. Thermo Fisher Scientific,

Massachussets, USA

Primar-AK-Anti-CD-3, ab5690

Fa. Abcam, Cambridge, UK

DMSO

Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Texas Red Streptavidin

Fa. Vector

Hepes-Puffer

Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

NaCl Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
Sodium acid Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe
Vectashield Hard + Set Fa. Serva

Mounting Medium with DAPI Fa. Vector Laboratories, Burlingame,

Kalifornien, USA

AEC-Staining-Kit:

Fa. Sigma-Aldrich: Merck KGaA, Darmstadt
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Acetate Buffer
AEC Chromogen
3% H20-

Essigsaure 100%

Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Hamatoxylinldsung nach Weigert

Fa. Carl Roth GmbH und Co. KG, Karlsruhe

Siriusrotlésung F3B

Fa. Waldeck GmbH & Co. KG, Minster

Pikrinsaurelésung 1,2%

Fa. AppliChem GmbH, Darmstadt

Entellan

Fa. Sigma-Aldrich: Merck KGaA, Darmstadt

DKK3 ELISA Kit

Fa. Diaren UG, Universitatskliniken des
Saarlandes, Homburg

Mouse Standard Cocktails:

Magnetische, vorgemischte
Mikropartikel Maus Cocktail (0,6ml
konzentrierter Mikropartikel =~ mit
Konservierungsmitteln)
Vorgemischter  Maus Biotin-
Antikorper Cocktail (0,6ml
konzentrierter, biotinylierter
Antikérpercocktail mit
Konservierungsmittel)
Streptavidin-Phycoerythrin-
Konzentrat (0,25ml konzentrierter
Streptavidin-Phycoerythrin
Losung mit Konservierungsmittel)
Assay Diulent RD1W (11ml
Pufferldsung auf Proteinbasis mit
Konservierungsmittel)

Calibrator Diulent RD6-52 (3
Ampullen (21 ml pro Ampulle)
Pufferldsung auf Proteinbasis mit
Konservierungsmittel)

Waschpufferkonzentrat (21ml
eines 25fach konzentrieren
Tensidpuffers mit

Konservierungsmittel)

Fa. Luminex-DiaSorin, Saluggia, Italien
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100ml gebrauchsfertiger
Probenpuffer (Tris-puffered-Saline
(TBS), bovines Serumalbumin
(BSA), Tween und Na-Azid),
orange gefarbt

100ml Waschpuffer (TBS, Tween
und Bromonitrodioxan) als
zehnfach Konzentrat, blau gefarbt
gebrauchsfertige Standards (TBS,
BSA, Tween, Na-Azid) mit jeweils
2 ml und 0, 30, 85, 245, 700 und
2000pg DKK3ml, blau gefarbt
14ml polyklonaler, biotinylierter
DKK3 Antikorper, rot gefarbt.
Gepufferte Losung mit
stabilisierendem Protein,
Methylisothiazolon und
Bromonitrodioxan

14ml gebrauchsfertige
Streptavidin-HRP-LOsung,  grun
gefarbt. Gepufferte Losung mit

stabilisierendem Protein,
Methylisothiazolon und
Bromonitrodioxan

14ml gebrauchsfertige

Streptavidin-HRP-LOsung,  grun
gefarbt. Gepufferte Losung mit

stabilisierendem Protein,
Methylisothiazolon und
Bromonitrodioxan

14ml gebrauchsfertige

Stopplésung (0,2 M H2SOs),
farblos.

Tabelle 3: Reagentien und Kits.
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7.2 Bronchoalveolare Lavage (BALF), Organentnahme,

Blutentnahme und Euthanasie

Die Blutentnahme der Mause erfolgte entweder retrobulbar oder submandibulér in leichter
Isoflurannarkose. Die Proben wurden sofort gekuhlt oder analysiert. Nach letztmaligen Wiegen
der Mause erfolgte eine Narkoseinleitung- und aufrechterhaltung bis zur bronchoalveolaren
Lavage und Euthanasie des Tieres mittels Isofluran (Piramal critical care, 1,5-2%). Zur
Analgesie der Maus wurde das Medikament Carprofen (Rimadyl; Zoetis, 15mg/kg KG)
subkutan appliziert. Nach Desinfektion des Thorax erfolgte eine zervikale Mittellinieninzision
zur Darstellung der Trachea und der Lungen. Die Kanulierung der Trachea wurde mithilfe einer
peripheren Venenverweilkanile, 18G, Durchmesser 1,0mm, durchgefihrt. Durch beidseitige
Punktion des Zwerchfells wurde ein bilateraler Pneumothorax induziert. Uber den so
geschaffen Zugang zu den Atemwegen konnte mittels einer Spritze 4% Phosphat-gepuffertes
Formaldehyd (pH =7) mit einem Druck von 20 cm H2O in die kollabierten Lungen eingeleitet
und wieder aspiriert werden. Die Proben wurden umgehend gekuhlt. Nach Beendigung der
Prozedur erfolgte die Euthanasie der weiterhin narkotisierten und analgesierten Maus mittels
Luxation des Atlanto-Occipitial Gelenkes. Abschliefend wurden die Lungen und Nieren des

Tieres entnommen und in 4%igen Formalin Uber Nacht fixiert.

Zur histologischen Begutachtung der Organe mussten diese paraffiniert und in dinne Proben
geschnitten werden. Die Einbettung der Organe in Paraffinblocke erfolgte am Folgetag.
AnschlieRend wurden die Proben nach ausreichender Kihlung auf einer Kihlplatte (Fa. Slee)
am Mikrotom (Fa. Slee) in 3um geschnitten und auf Objekttrager (SuperFrost UltraPlus, Fa.
Roth) aufgezogen. Nach Schneiden und Aufziehen aller Proben auf dementsprechend

markierte Objekttrager wurden diese uber Nacht bei 37°C in einem Brutschrank angetrocknet.

7.3 Immunfluoreszenzfarbung ABC-Methode (Avidin-Biotin-

Komplex-Technik) mit Tyramidverstarkung

Zur Quantifizierung der DKK3-, Ly6G-, und CD3-Expression wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung mit Tyramidverstarkung durchgefuhrt. Der Technik liegt die hohe
Affinitat von (Strept)Avidin zu Biotin zugrunde. Biotin weist 4 Bindungsstellen fur (Strept)Avidin
auf. Der indirekte Nachweis erfolgt hierbei Uber einen speziellen, biotinylierten Sekundar-
Antikorper, der spezifisch den Primar-Antikdrper an seinem Fc-Teil bindet. Nach Zugabe von
Streptavidin, Biotin sowie HRP (horseradisch peroxidase) reagieren diese nun als Komplex
mit dem biotinyliertem Sekundar-Antikorper. Unter Ausnutzung der hohen Bindungsaffinitat
von HRP-Streptavidin fur Biotin bildet sich so ein Komplex, bestehend aus biotinyliertem
Sekundar-Antikdrper und dem (Strept)Avidin-HRP-Biotin Komplex. Zur Amplifikation des

Signals wird die Probe nun mit biotinylietem Tyramid inkubiert. In Gegenwart von H20-
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wandelt die HRP die markierten Tyramidsubstrate in hochreaktive Tyramidradikale um, welche
schnell an Tyrosinreste binden. Diese Markierungen werden nun durch den
Fluoreszenzfarbstoff ,Texas Red” hervorgehoben und sichtbar gemacht, da dieses kovalent
an jene Tyrosinreste bindet. Schlussendlich erfolgt das Eindecken des Praparats mit

,Mounting-Medium with DAPI* zur Fixierung und Gegenfarbung der Zellkerne.
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Abbildung 4: Ablauf der Immunfluoreszenzfarbung.

7.3.1 Durchfiihrung

Zunachst wurden die Schnitte bei 56°C fur 1 Stunde im Brutschrank angetrocknet. Danach
erfolgte eine Rehydrierung durch Xylol und eine absteigende Alkoholreihe. Die Schnitte
verweilten fur 2 mal 10 Minuten in Xylol, 2 mal 5 Minuten in 100% Ethanol und danach fur
jeweils 5 Minuten in 90% Ethanol, 80% Ethanol und 70% Ethanol. Nach Abwaschen mit
destilliertem Wasser wurden die Proben zur Blockade der Peroxidase noch 5 Minuten in
Wasserstoffperoxid inkubiert. Anschlieend erfolgte die Antigendemaskierung in 10mM Na-
Citrat-Puffer bei 95°C im Dampfgarer. Die Proben wurden in 3 Waschgangen in PBS

abgewaschen. Danach inkubierten die Proben fir eine halbe Stunde in einer feuchten
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Kammer. Die Verdiinnung des Primar-AK erfolgte 1:50 in 1000ul TNB-Blocking-Puffer. Uber

Nacht lagerten die Schnitte in einer feuchten Kammer bei 4°C im Kihlschrank.

Am zweiten Tag erfolgte zunachst eine erneute Inkubation im Brutschrank bei 37°C fur 1
Stunde mit anschlieRendem Waschgang in PBS wie oben beschrieben. Danach wurde der
entsprechende Sekundar-Antikdrper aufgetragen. Die Verdinnung erfolgte 1:200 mit 1000pl
TNB-Blocking-Puffer. Nach 45 Minuten Inkubation in der feuchten Kammer und einem
weiteren Waschvorgang in PBS wurde das Streptavidin-HRP in der Verdinnung 1:100 mit
TNB-Blocking-Puffer aufgetragen. Hiernach erfolgte wieder dreimaliges Waschen in PBS. Zur
Signalamplifikation wurde nun das Tyramid in der Verdunnung 1:50 mit Amplificiation Diluent
auf die Proben aufgetragen und fir weitere 10 Minuten in der feuchten Kammer inkubiert.
Nach wiederholtem PBS-Waschgang wurde als letztes der Farbstoff SA-Flurophore (Texas
Red) in der Verdinnung 1:50 in 1000ul TNB-Blocking-Puffer aufgetragen und fur 30 Minuten
bei 37°C im Brutkasten inkubiert. Nach letztmaligem Waschvorgang in PBS erfolgte
abschlielRend das Eindecken mit Mounting Medium mit DAPI. Die Proben wurden bis zur
Begutachtung im Kuihischrank gelagert. Die Untersuchung der Praparate erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop Axio Imager M2 der Firma Zeiss. Die Auswertung der Proben wurde
mittels der Software ZEN 3.0 (blue edition) der Firma Zeiss durchgefihrt.

Zur besseren Beurteilung der Proben wurde diese in einzelnen Schritten ausgewahlt,
aufgenommen und zusammengesetzt, so dass das Praparat als Ganzes ausgewertet werden

konnte.

Die Quantifizierung der DKK3 Expression erfolgte mittels Image J.
7.4 Siriusrot-Farbung

Die Siriusrot-Farbung ist ein histologisches Verfahren zur Darstellung von Kollagenstrukturen
im Gewebe. Bei dieser Methode farben sich Muskulatur und Zytoplasma gelblich und das
Kollagen rot an. Siriusrot bewirkt eine Zunahme der Doppelbrechung an Kollagenfasern, wenn
es sich an ihnen anlagert. Pikrosiriusrot-Losung enthalt zwei Farbstoffe, das grob disperse
Siriusrot, welches, wie oben beschrieben, Bindegewebe anfarbt, sowie Pikrinsdure, die fein

dispers dichtes Gewebe (Muskulatur) anfarbt.

Die Schnitte wurden fur 30 Minuten bei 60°C im Brutschrank angetrocknet. Danach erfolgte
eine Wasserung durch eine absteigende Alkoholreihe und Entparaffinierung in Xylol. Die
Schnitte verweilten fur 2 mal 10 Minuten in Xylol und danach jeweils einmal fur 5 Minuten in
70% Ethanol, 80% Ethanol, 90% Ethanol und zweimal in 100% Ethanol. Nach Abwaschen in
destilliertem Wasser erfolgte eine einstindige Inkubation in Pikro-Siriusrotlosung (Fa.
AppliChem/Fa. Waldeck). Nach Ablauf der Einwirkzeit wurden die Proben mit 1% Essigsaure

und destilliertem Wasser abgespilt und danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ablauf
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umgekehrt wie oben beschrieben) und Xylol entwassert. AbschlieRend erfolgte das Eindecken
der Schnitte mit Entellan (Fa. Merck). Die Begutachtung der Proben erfolgte lichtmikroskopisch
am Mikroskop Axio Imager M2 der Firma Zeiss. Die Software Zen 3.0 (blue edition) der Firma
Zeiss wurde hier ebenfalls verwendet. Die Quantifizierung Siriusrot-positiver Areale erfolgte

mittels ImageJ.

7.5 Harnstoff- und Kreatinin Messung mit dem Beckman Coulter
AU480

Die Messungen der Harnstoff- und Kreatinin Konzentrationen der Versuchstiere erfolgte mit
dem chemischen Analysegerat Beckman Coulter AU480. Kreatinin bildet in einem alkalischen
Medium zusammen mit Pikrinsdure einen gelb-orangenen  Komplex, den
Meisenheimerkomplex (Jaffe-Reaktion). Die Anderungsgeschwindigkeit der Absorption bei

520/800nm ist hierbei proportional der Kreatininkonzentration in der Probe.[78]

Vor dem Start der Messung ist eine Kalibration des Gerates notwendig. Hierfur verwendet man
genormte Proben (NIST: National Institute of Standards and Technology), die in einer
Isotopenverdinnungsmassenspektroskopie (IDMS) gemessen werden. Die Kalibration des

Gerats erfolgt taglich, eine Qualitatskontrolle alle acht Stunden [135].
7.6 Multiplex Cytokin Array

Zur Detektion proinflammatorischer Zytokine in BALF oder Serum der Versuchstiere wurde ein
Multiplex Cytokin Array durchgefuhrt. Mithilfe dieses Assays konnen auch kleinste
Probenmengen verwertet sowie prazise Analysen von bis zu 100 einzelner Komponenten in
einer einzigen Probe ermittelt werden. Gemessen wurden die Konzentrationen der Zytokine
G-CSF (granulocytes-colony stimulating factor), MIP-2 (Macrophage inflammatory Protein 2),
KC (Chemokin C-X-C)) Ligand-1, MMP-12 (Matrix-metalloprotease 12), IFN-y (Interferon-y),
IL-12 (Interleukin-12) und TNF-a (Tumornekrosefaktor-a). Hierfur wurde ein Luminex Assay
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) benutzt. Die Auswertung erfolgte mittels MAGPIX

(Luminex corporation, Austin, USA).

Bei diesen Verfahren werden die Wells einer Platte mit spezifischen Fanger-Antikdrpern,
welche an magnetische Mikropartikel (im englischen ,Beads®) gekoppelt sind, vorbeschichtet.
Diese Beads bestehen aus Polystyrol und sind mit jeweils individuellen Anteilen von roten und
infraroten Fluorophoren gefarbt, die einer spezifischen spektralen Signatur oder Region eines
Beads entsprechen. Spezifische Antikorper, die gegen das jeweils zu analysierende Zytokin
gerichtet sind, werden an eine der einzigartigen Bead-Regionen gekoppelt und mit der Probe
inkubiert. Nach einem Waschvorgang, der erfolgt, um unerwinschte Probenbestandteile zu
entfernen, werden die Proben mit einem Streptavidin-Phycoerythrin (R-PE) Komplex sowie

einem biotinylierten sekundar-Antikorper (im Sinne eines Sandwich-ELISA) beladen.
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Mithilfe eines Magneten im MAGPIX werden die Beads in einem Monolayer festgehalten und
mit 2 unterschiedlichen Wellenlangen aus LED-Lasern beleuchtet. Die individuellen Beads-
Regionen kénnen so dem entsprechenden Zytokin zugeordnet werden. Wahrend der erste
Laser das Zytokin identifiziert, bestimmt ein zweiter Laser die Starke des detektieren PE-

Signals, welches proportional zur Menge des gebundenen Zytokins ist.
7.6.1 Durchfiihrung

Nach Enthahme der Blutproben in EDTA Rdéhrchen wurden diese innerhalb von 30 Minuten
bei 2000g fur 20 Minuten zentrifugiert. Das Serum wurde entweder direkt pipettiert und
analysiert oder bis zur Analyse tiefgefroren. Das gleiche Vorgehen erfolgte bei der Gewinnung
der BALF.

Die Proben wurden vor Ansetzen des Assays zunachst fur 4 Minuten bei 16.000g zentrifugiert
und danach einer zweifachen Verdiinnung unterzogen (75ul Probe + 75ul Calibrator Diulent
RD6-52).

Zunachst wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur aufgewarmt. Das Ansetzen des
Waschpuffers erfolgte mit 20ml des Waschpufferkonzentrates und 480ml destilliertem Wasser,

um so ein Gesamtvolumen von 500 ml Waschpuffer zu erhalten.

Jeder der Standardcocktails wurde vor der Verdinnung mit Calibrator Diulent RD6-52 fur 15
Minuten vorsichtig auf einer Schittelplatte homogenisiert. Nach Rekonstitution der

Standardcocktails erhielt man eine zehnfache Konzentration der L6sung.

Die Zusammenstellung der insgesamt 6 Standards erfolgte nach einem Schema, welches
abhangig von der Gesamtzahl der Standardcocktails ist. Zur Leerwertkontrolle wurde das
Calibrator Diulent RD6-52 benutzt.

Das Mikropartikelgemisch wurde fur 30 Sekunden bei 100g zentrifugiert und zur Resuspension
vorsichtig gevortext. Die Verdinnung des Mikropartikelcocktails erfolgte mittels des
mitgelieferten Assay Diulent RD1W (bei 96 Wells 500ul Mikropartikelcocktail + 500ml Assay
Diluent RD1W).

Die Verdinnung des Biotin-Antikdrper Cocktails erfolgte analog zur Verdlinnung des

Mikropartikelcocktails.

Die Ampulle mit dem Streptavidin-PE wurde zunachst fir 30 Sekunden bei 1000g zentrifugiert,
dann vorsichtig gevortext und abschlieRend mittels Waschpuffer verdunnt (bei 96 Wells 220
Ml Streptavidin-PE + 5,35ml Waschpuffer).

Nach Vorbereitung der Proben sowie aller Reagenzien wurden 50ul Probe oder Standard in
jedes Well pipettiert. In jedes Well wurde nun zusatzlich 50ul Mikropartikel Cocktail gegeben,

die Platte lichtdicht abgedeckt und fir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einer Schittelplatte
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bei 800rpm inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte einem Waschgang
unterzogen, bei dem in jedes Well 100yl Waschpuffer pipettiert und wieder entfernt wurden.
Der Waschvorgang wurde dreimal wiederholt. Danach wurden 50ul des biotinylierten
Sekundar-Antikdrpers in jedes Well pipettiert. Die Mikrowell Platte wurde wieder lichtdicht
abgedeckt und wie oben beschrieben fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend erfolgten drei weitere Waschgange. Als nachstes wurden 50ul Streptavidin-PE
in jedes Well pipettiert und die Platte fir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf dem Schittler
inkubiert. Als letztes wurde die Mikrowell Platte erneut gewaschen und abschlieBend mit
jeweils 100yl Wachpuffer pro Well nochmals fur 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem
Plattenschuttler inkubiert. Die Auswertung der Proben erfolgte innerhalb von 90 Minuten
mittels MAGPIX (Luminex corporation, Austin, USA).

7.7 ELISA fur die Detektion von humanem DKK3 im Urin

Die quantitative Messung von DKK3 im Urin wurde standardisiert mittels ReFiNE (DiaRen,

Homburg) ELISA (Enzyme-Linked Immuno Assay) durchgefihrt.

Die Kavitaten (=Wells) der Platten sind mit einem monoklonalen DKK3-AK versehen, welcher
DKK3 Antigen in der Probe detektiert und mit seinem Fab-Teil bindet; so entsteht ein Antigen-
Antikérper-Komplex. Nach Abwaschen nichtgebundener Probenbestandteile wird ein zweiter
DKK3 Antikorper hinzugegeben. Dieser Antikorper ist im Gegensetz zum ersten ein
polyklonaler und biotinylierter Antikdrper. Er bindet mit seinem Fab-Teil an das Antigen,
welches bereits an den ersten DKK3-AK gebunden ist. Nun wird ein Gemisch aus Streptavidin
und Meerrettichperoxidase (HRP: horse-radish-peroxidase) hinzugegeben, welches aufgrund
der hohen Affinitat von Streptavidin zu Biotin an letzteres bindet. Nach nochmaligem Entfernen
anderer Probenbestandteile durch Waschen mit TBS (Tris-puffered Saline) wird die DKK3-
Konzentration der Probe anhand der reaktionsbedingten Farbumsetzung und -entwicklung
photometrisch gemessen und quantifiziert. Das Ausmal} der Farbentwicklung ist hierbei

proportional zur DKK3-Konzentration der Probe.

Die Lagerung des Testkits erfolgte bei Temperaturen zwischen 2-8°C, sodass erst eine
Aufwarmphase Raumtemperatur auf 23+3°C erfolgen musste. Das Waschpufferkonzentrat
(TBS) in zehnfacher Konzentration (100ml) verdinnte man mit 900ml destilliertem Wasser auf
eine einfache Konzentration. Die Proben entsprachen morgendlichem Mittelstrahlurin und
wurden in einem Urinbehalter aufgefangen und dicht abgeschlossen gesammelt.
Makroskopisch auffallig verunreinigte Proben (z.B. durch Hamaturie) wurden verworfen. Die
Lagerung der Proben erfolgte bei 2-8°C und die Analyse wurde innerhalb von drei Tagen
durchgefihrt. Proben, die nicht nach drei Tagen analysiert waren, wurden bis zum Zeitpunkt
einer spateren Messung tiefgefroren. Vor der Analyse erfolgte zur Klarung der Proben eine

Zentrifugation (Heraeus Fresco 17; Thermo Fisher Scientific) fir 10 Minuten bei 2000rpm.
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AnschlieRend wurde der Uberstand pipettiert und 1:10 (100ul Probe + 900ul Probenpuffer)

verdunnt und gemischt.

Nach Erreichen der geforderten Temperatur fur die Messmaterialien auf 23+3°C wurden je
100yl der Standards, der Kontrollen und der verdunnten Proben zlgig in die Wells pipettiert.
Danach wurde die Mikrowellplatte bei Raumtemperatur fir 30 Minuten inkubiert. Anschliel3end
wurden die Wells geleert und nachfolgend 4 Waschgangen mit jeweils 350ul Waschpuffer
unterzogen, um nicht relevante Probenbestandteile zu entfernen. Nun erfolgte das zlgige
Pipettieren von 100ul des biotinylierten sekundaren DKK3-Antikdrpers in die Wells.
AnschlieBend nahm man eine weitere Inkubation der Platte fur 30 Minuten Dbei
Raumtemperatur vor. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde eine weiterer Waschvorgang,
wie oben beschrieben, durchgefiihrt. Nach dem Waschen wurden den Proben jeweils 100l
Substrat zugesetzt und nochmal, wie oben beschrieben, bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Substratlosung enthalt TMD, welches in Gegenwart von HRP oxidiert wird und einen blauen
Farbumschlag aufzeigt. Zuletzt wurden jeweils 100ul Stoppldésung zlgig zugesetzt; es erfolgte
ein Farbumschlag von Blau nach Gelb. Die Festphase wurde fur wenige Sekunden auf einer
Schuttelplatte geklart. Abschlieend erfolgte die sofortige Messung der Proben im Mikrowell-
Plattenphotometer bei 450nm. [110]

7.8 Mausstamme und Tiermodelle

Um die Auswirkungen einer Lungenerkrankung auf die Nieren und vice versa zu untersuchen,
wurde ein kombiniertes Rauch-Adenin-Modell und Kontrollgruppen mit isolierter Adenindiat

und isolierter Rauchexposition in 8 Wochen alten, weiblichen C57BI6/J Mausen angewandt.

Die C57BI/6 Mause fir dieses Projekt wurden Uber das Jackson Laboratory (Bar Harbor,
Maine) bezogen. Zur Untersuchung des Effekts von DKK3 wurden Dkk3”~ Mause verwendet,
die von Prof. Dr. Hermann-Josef Grone (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) zur
Verflgung gestellt wurden. Die Mause wurden entsprechend der Richtlinien flr Tierhaltung
und Tierexperimente gehalten, alle Versuche wurden von der zustandigen Landesbehdrde
(08/2019) genehmigt. Die Mause wurden wahrend des Experiments wdchentlich gewogen und
hatten jederzeit Zugang zu Trinkwasser. Die Euthanasie der Mause erfolgte 3 Wochen nach

Start des Experiments wahrend der bronchoalveolaren Lavage (BAL).
7.8.1 Adeninmodell

Die 8 Wochen alten, weiblichen C57BI6/J Mause erhielten Uber einen Zeitraum von drei
Wochen eine Adenindiat mit 0,2% Adenin-Zusatz im Futter (Fa. Altromin: Altromin 1324 mit
dem Zusatz 2g/kg Adenin, in 10mm Pelletierung). Hierdurch wurde eine chronische

Nierenerkrankung (CKD) der betreffenden Mause induziert. Die Nierenfunktion wurde zu
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Beginn des Experiments anhand der Harnstoff- und Kreatininkonzentration im Serum und

nach drei Wochen durch die Entnahme und Analyse von Blutproben Uberpruft.
7.8.2 Rauchmodell

Gleichzeitig wurden weitere Mause einer dreiwdchigen Rauchexposition ausgesetzt. Hierzu
wurde eine Rauchmaschine der Firma Teague Enterprises benutzt (TE-10 Smoking Machine,
Woodland, CA, USA). Die TE-10 ist eine mikroprozessorgesteuerte Zigarettenrauchmaschine,
welche entweder Seitenstromrauch oder Hauptstromrauch (oder die Kombination aus beidem)
aus gefilterten Research-Zigaretten produziert. Dabei werden bis zu 10 Zigaretten auf einmal
verraucht, der entstehende Rauch mit einem Volumen von 3-5cm® aufgefangen und den

Mausen innerhalb einer Minute in einer Expositionskammer zugefuhrt.

Abbildung 5: Ansicht einer TE1010 Smoking Machine im betriebsbereiten Zustand.
Abbildung entnommen aus https://www.teague-ent.com/smoking-machines/.

In diesem Modell wurden die Mause an 5 Tagen pro Woche, jeweils zweimal taglich, fur 50
Minuten Zigarettenrauch mit einer Total suspended particulate Menge (TSP) von 500mg/m?®
bei 350ppm CO Konzentration zur Induktion einer Lungenschadigung ausgesetzt. Als
Research Zigaretten wurden Zigaretten des Typs 3R4F (College of Agriculture, University of
Kentucky, USA) benutzt. Die Zigarettenfilter wurden von Hand entfernt. Nach 3 Wochen

erfolgte die bronchoalveolare Lavage (BALF) und die Euthanasie der Mause.

7.9 COSYCONET

COSYCONET steht fir COPD and Systemic consequences-Comorbidities NETwork und ist
eine deutsche, prospektive, multizentrische Studie, welche die Interaktion von COPD, ihrer
Komorbiditaten und systemischer Inflammation untersucht. 2741 Patienten mit der klinischen
Diagnose COPD wurden im Zeitraum von 2010-2013 in 31 deutschen Studienzentren

rekrutiert und zusatzlich zur Baseline Diagnostik in einem Follow-up uber 6, 18, 36 und 54
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Monate nachbeobachtet. Patienten 240 Jahre aller Schweregrade der COPD nach GOLD,

inklusive der ehemaligen Stufe 0, wurden miteinbezogen.
Einschlusskriterien:

e Alter 240 Jahre
e Diagnostizierte COPD (nach GOLD Kriterien) oder chronische Bronchitis

o Verfugbarkeit fur Follow-ups Uber mindestens 18 Monate
Ausschlusskriterien:

e Grole thoraxchirurgische Eingriffe (Lungenvolumenreduktion, Lungentransplantation)
e Milde oder schwere Exazerbation in den letzten 4 Wochen

e Lungentumor

e Physische oder kognitive Einschrankungen, die es unmdglich machen zu gehen oder

die Intention der Studie zu verstehen
Messungen und Tests

Der Schweregrad der COPD wurde nach GOLD Kriterien durch postbronchodilatatorische
Spirometrie ermittelt [117]. Die Grenze fur die GOLD 1 war hierbei ein Tiffeneauindex
(FEV41/FVC) <70 %. Die Gold Schweregrade A, B, C, D wurden durch Fragebdgen (CAT,
mMRC) validiert.

7.10 Statistische Auswertung

Die Erhebung statistisch relevanter Werte (Varianz und Standardabweichung, Mittelwert,
Median, Interquartilabstande) erfolgte aus allen gewonnenen Daten und wurden zur
Beurteilung der statistischen Signifikanz verschiedenen Tests unterzogen. Hierbei wurde das
Signifikanzniveau bei 5% festgelegt und daraus folgend P-Werte von <0,05 als statistisch
signifikant angesehen. Kontinuierliche Variablen wurden bei Normalverteilung als Mittelwert +
der Standardabweichung oder als Median (Interquartilsabstand) bei nicht normal verteilten
Variablen dargestellt. Um statistische Unterschiede zwischen Kkontinuierlichen oder
kategorialen Variablen darzustellen, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA), der
Kruskall-Wallis-Test oder der Student‘s-t-Test durchgefihrt. Bei den Tierexperimenten erfolgte
im Anschluss an die einfaktorielle Varianzanalyse noch ein Dunnett's-Test, um paarweise

Vergleiche anzustellen.

Zur Analyse von Anderungen longitudinaler Variablen wurden mithilfe von ,STATA traj*
gruppenbasierte Trajektoren modelliert. Hiermit konnten die Beziehungen zwischen der
Baseline Urin-DKK3 Konzentration und Anderungen der eGFR oder der FEV: dargestellt
werden. Dieses Modell basiert auf dem SAS PROC TRAJ Makro, welches eine

semiparametrische Darstellung von Daten aus Langsschnittstudien unter Verwendung der
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Methode der groten Plausibilitdt (Maximum-Likelihood-Methode) realisieren kann. Mithilfe
des Bayesian-information-criterion (BIC) wurde die optimale Anzahl an Gruppen ermittelt. In
Folge konnten die Trajektorengruppen A (steigende FEV1), B (stabile FEV1) und C (sinkende
FEV,) fur die FEV, definiert werden. Analog erfolgte die Gruppierung fur die eGFR: A
(steigende eGFR), B (stabile eGFR) und C (sinkende eGFR). Durch logistische Regression
wurde der Zusammenhang zwischen der Baseline-DKK-3 Urinkonzentration und dem Verlauf
der Gruppen (sinkend) fur die FEV1 und die eGFR, mit der entsprechenden Gruppe B (stabil)
als Kontrolle, untersucht. Adjustierungen erfolgten fir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium,

Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion und Proteinurie.

Zur Erfassung des Zusammenhangs zwischen dem Risiko einer COPD
Exazerbation/Mortalitat und der Baseline DKK3-Konzentration im Urin wurden ebenfalls

logistische Regressionsanalysen bzw. Cox-Regressionsanalysen durchgefuhrt.

Die Assoziation zwischen der Ausgangs-DKK3 Urinkonzentration und den Ergebnissen des 6-
MWD wurde mittels verallgemeinerter linearer Modelle und adjustierten, multivariaten,
kleinsten quadrierten Mittelwerten des 6-MWD berechnet und in entsprechende DKK3

Kategorien eingeordnet. Die Adjustierungen erfolgten wie oben beschrieben.

Zur Darstellung der nicht-linearen Beziehung zwischen der Baseline Urin-DKK3 Konzentration
und Veranderungen der eGFR nach 6 und 18 Monaten wurden restricted cubic Splines

verwendet.

Weiterhin wurden lineare Modelle benutzt, um die Veranderung der eGFR in Bezug auf die

entsprechenden DKK3 Kategorien wahrend des Nachbeobachtungszeitraums zu schatzen.

Die Schatzung erfolgte, wie oben beschrieben, durch Berechnung der kleinsten quadratischen
Mittelwerte der eGFR Anderung. Auch hier erfolgten die Adjustierungen fir Alter, Geschlecht,

GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion und Proteinurie.
DKK3 wurde zur Kategorisierung in 2 Gruppen unterteilt: <200pg/mg und >200pg/mg.

Statistische Analysen wurden mittels SPSS (Version 21.0) und STATA IC 15 (postrcspline und
traj) durchgefuhrt.
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8 Ergebnisse

8.1 Auswirkungen renaler Dysfunktion auf eine Lungenschadigung

8.1.1 Outline der Tierexperimente

Um einen Zusammenhang zwischen renaler Dysfunktion und einer Lungenschadigung und
vice versa zu untersuchen, wurde an Mausen eine kombinierte Organschadigung induziert.
Hierfir wurde mittels Adenindidt eine Niereninsuffizienz hervorgerufen sowie durch
Rauchinhalation eine Lungenschadigung erzeugt. Die Einteilung erfolgte in die 4 Gruppen wie
in Abbildung 6 dargestellt.

Adenin Diat + Rauchen =

Adenin Diat + Normale Luft p = e c e c c e e = >

]
Standarddiat + Rauchen

Standarddiat + Normale Luft
T 3 Wochen ?

Start der Diat/Berauchung  BALF
Euthanasie

Abbildung 6: Outline der Experimente.
Einteilung der Versuchstiere in 4 Gruppen. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.2 Zellzahl und Entziindungszellen in der BALF
8.1.2.1 Gesamtzellzahl

Drei Wochen nach Beginn des Experiments wurde die BAL mit anschliefender Euthanasie
des Tieres durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich, dass bei den Tieren, die ausschliellich einer
Adenindiat unterzogen wurden, keine signifikanten Veranderungen der Zellzusammensetzung
in der BALF vorlag. Wie zu erwarten war, zeigten die Mause, die Zigarettenrauch exponiert
wurden, eine insgesamt signifikant hohere Zellzahl in der BALF. Im kombinierten Lungen- und
Nierenschadigungsmodell konnte eine nochmals signifikant hdhere Zellzahl, verglichen mit der

im Zigarettenrauchmodel, ermittelt werden (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Totale Zellzahl in der BALF.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

8.1.2.2 Neutrophile Granulozyten

Bei den Tieren, die einer Rauchexposition ausgesetzt waren, kam es erwartungsgeman, wie
bei einer COPD, zu einem Anstieg neutrophiler Granulozyten in der BALF. Interessanterweise
konnte man beobachten, dass die gleichzeitige Induktion einer Nierenschadigung bei

berauchten Tieren zu einem signifikanten Anstieg der Neutrophilen fuhrte (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Neutrophilenzahl in der BALF.

Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer

Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.2.3 Lymphozyten

Ein ahnliches Bild wie bei den Neutrophilen ergab sich bei den Lymphozyten. Auch hier war
zu erkennen, dass die Induktion einer Lungenschadigung mittels Zigarettenrauch der
Versuchstiere zu einem Anstieg von Lymphozyten in der BALF fuhrte, wahrend das alleinige
Vorliegen einer Nierenschadigung keinen Einfluss auf die Zahl der Lymphozyten in der Lavage
hatte. Interessanterweise wurde bei gleichzeitiger Schadigung von Lungen und Nieren ein,
verglichen zur isolierten Rauchexposition, nochmals signifikanter Anstieg der Lymphozyten in

der BALF verzeichnet.
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Abbildung 9: Lymphozytenzahl in der BALF.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

8.1.3 Proinflammatorische Zytokine in BALF und Serum

In der BALF der rauchexponierten Mause konnten erwartungsgemaf erhéhte Konzentrationen
proinflammatorischer Zytokine gemessen werden, wohingegen bei den Tieren mit einer
Nierenschadigung kein relevanter Anstieg jener Zytokine in der BALF beobachtet wurde. Im
Serum der Tiere stellte sich, wie bei isolierter Nierenschadigung, als Reaktion auf eine
Adenindiat-induzierte Niereninsuffizenz ein Konzentrationsanstieg entzindlich wirksamer
Zytokine ein. Auch bei den berauchten Tieren zeigte sich ein Anstieg der Zytokinkonzentration
im Serum; dieser war aber nicht so stark wie unter Adenindiat. Waren beide Organsysteme
erkrankt, so zeigte sich ein, im Vergleich zur isolierten Organschadigung, signifikanter Anstieg

proinflammatorischer Agenzien im Serum (Abbildung 10 und Tabelle 4).
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BALF

TNF-a
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0 IL-12
0.8 IFN-y
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Abbildung 10: Darstellung der Messung Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine in BALF und Serum.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Standarddiat + | Standarddiat + | Adenindiat + Adenindiat +

normale Luft Rauchen normale Luft Rauchen

(pg/l) (pg/l) (pg/l) (pg/l)
G-CSF n.d. 15,3+1,7 n.d. 342+1,9
MIP-2 n.d. 23,2+1,0 n.d. 42,0+1,7
KC n.d. 114,4 + 2,6 n.d. 181,0 £ 9,1
MMP-12 21,8+2,0 96889,8 + 233,3 | 12,2+ 0,6 10882,0 £ 0,0
IFN-y n.d. 59+57 n.d. 99+04
IL-12 51+1,1 43,0+ 0,9 88+1,5 49,1 0,7
Granzym B n.d. 20,8 £ 0,7 n.d. 255+0,6
TNF-a n.d. 39+0,3 n.d. 7,8+0,2

Tabelle 4: Zytokinkonzentrationen in der BALF.
G-CSF=Granulocytes-colony stimulating factor; MIP-2=Macrophage inflammatory protein 2; KC=Chemokine (C-X-
C Motif) ligand 1; MMP-12=Matrix-metalloproteinase-12; IFN-y= Interferon-y; IL-12= Interleukin-12; TNF-a= Tumor
necrosis factor-a. n.d. = nicht detektierbar. N=6 pro Gruppe. Konzentrationen in pg/ul. Tabelle zeigt Mittelwert +
Standardabweichung. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.4 Immunzellen im Lungengewebe

Die Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen des Lungengewebes bei Tieren, die einer
Adenindiat unterzogen wurden, zeigten eine Anhaufung Ly6B positiver neutrophiler
Granulozyten und Monozyten. Bei zusatzlicher Lungenschadigung durch Zigarettenrauch
konnte eine verstarkte Infiltration des Lungengewebes mit Ly6B positiven neutrophilen

Granulozyten und Monozyten beobachtet werden (Abbildung 11, Abbildung 12).
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Abbildung 11: Quantifizierung Ly-6B positiver Zellen im Lungengewebe.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Abbildung 12: Ly-6B Farbung im Lungengewebe.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Abbildung enthommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Zudem zeigte sich, dass nach Rauchexposition die Zahl der CD3" Zellen in der Lunge hoher
war als in der Kontrollgruppe. Eine alleinige Induktion einer Niereninsuffizienz bei den Tieren
hatte ebenfalls Einfluss auf die Akkumulation von T-Zellen im Lungengewebe. Wieder erfolgte
bei gleichzeitigem Vorliegen von Lungen- und Nierenschadigung ein signifikanter Anstieg der
CD3" Zellzahl (Abbildung 13; Abbildung 14).
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Abbildung 13: Quantifizierung von CD3+ Zellen im Lungengewebe in der Lunge.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Abbildung 14: CD3-Farbung Zellen im Lungengewebe in der Lunge.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Abbildung enthommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.5 Harnstoff und Kreatinin im Serum

Aus der alleinigen Exposition gegenlber Zigarettenrauch resultierte kein Anstieg der Kreatinin-
und Harnstoffkonzentration im Serum (Abbildung 15; Abbildung 16). Bei Adenindiat induzierter
Nierenschadigung bestand ein deutlicher Anstieg der Harnstoff- und Kreatininkonzentration im
Serum. Allerdings zeigte sich kein additiver Effekt, wenn die niereninsuffizienten Tiere
gleichzeitig Zigarettenrauch exponiert waren. Ebenfalls wurde keine signifikante Erhohung der
Serumkreatininwerte durch den Einfluss von Zigarettenrauch, weder isoliert noch bei
bestehender Nierenschadigung durch Adenindiat, beobachtet.
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Abbildung 15: Quantifizierung von Kreatinin im Serum.

Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Abbildung 16: Quantifizierung von Harnstoff im Serum.

Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.6 Nierenfibrose

Zigarettenrauch isoliert hatte keinen Einfluss auf die Entstehung einer Nierenfibrose.
Allerdings zeigte sich bei Mausen, die einer kombinierten Organschadigung unterlagen, eine
signifikante schwerere Fibrose, welche noch zunahm im Vergleich zu alleiniger
Nierenschadigung (Abbildung 17; Abbildung 18).
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Abbildung 17: Auswertung Siriusrot gefarbter Areale.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Abbildung 18: Histologische Darstellung der Nierenfibrose in der Siriusrotfarbung.
Auswertung nach drei Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.7 Renale Neutrophilen-Akkumulation

Wie in Abbildung 15, Abbildung 16 und Abbildung 17 dargestellt, hatte Zigarettenrauch alleine
weder Einfluss auf die Harnstoff- und Kreatininkonzentrationen noch auf renale Fibrose,
allerdings zeigte sich in der Ly6G Immunfluoreszenzfarbung des Nierengewebes eine
signifikante Akkumulation Ly6G-positiver neutrophiler Granulozyten bei Mausen, die alleiniger
Rauchexposition unterlagen, was fir die Ausbildung eines proinflammatorischen Mikromilieus
spricht. Bei Tieren mit kombinierten Schadigungsmodell stellte sich eine deutliche Zunahme
der Ly6-positiven neutrophilen Granulozyten im Nierengewebe dar, was auf einen additiven
Effekt von Zigarettenrauch bei bestehender CKD hinweist (Abbildung 19; Abbildung 20).
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Abbildung 19: Auswertung der Ly6G Expression im Nierengewebe.
Auswertung nach 3 Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung der Ly6G Expression im Nierengewebe.
Auswertung nach 3 Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Abbildung enthommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.8 Renale DKK3-Expression

Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass Zigarettenrauch allein einen signifikanten
Einfluss auf die Expression von DKK3 im Nierengewebe hatte. Hierbei war die DKK3
Expression ausschlie3lich in apikalen Bereichen der Nierentubuli sichtbar. Bei Tieren, die
gleichzeitig einer Adenindiat unterzogen wurden, war der Einfluss auf die Expression von
DKK3 noch starker ausgepragt und die Expression von DKKS3 erstreckte sich vom
Epithelgewebe Uber das Interstitium des Nierengewebes. Es zeigte sich ein signifikanter
Anstieg der DKK3-Expression bei Tieren mit kombinierter Organschadigung (Abbildung 21;
Abbildung 22).
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Abbildung 21: Auswertung der DKK3 Expression im Nierengewebe.
Auswertung nach 3 Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Abbildung 22: Immunfluoreszenzfarbung zur Darstellung der DKK3 Expression im Nierengewebe. G = Glomerulus.
Auswertung nach 3 Wochen Zigarettenrauchexposition, Adenindiat oder beidem gleichzeitig verglichen mit einer
Kontrollgruppe. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.1.9 Einfluss von DKK3 auf die Entstehung von Mikroinflammation und

Nierenfibrose

Um die Relevanz von DKK3 bei der Induktion und Progredienz eines mikroinflammatorischen
Milieus sowie einer Nierenfibrose und konsekutiver Schadigung von Lungen und Nieren weiter
zu untersuchen, wurde bei Dkk3-defizienten Mause eine kombinierte Lungen- und

Nierenschadigung induziert.
8.1.9.1 Zellzahl und proinflammatorische Zytokine in BALF und Serum

Zur Darstellung des Einflusses von DKK3 auf die Verstarkung der Inflammation in der Lunge,
wurden sowohl die Zytokine als auch die gesamte Zellzahl, neutrophile Granulozyten und
Lymphozyten in BALF und Serum von Dkk3-/- Mausen quantifiziert und mit einer Wildtyp

Kontrollgruppe verglichen.
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8.1.9.2 Immunzellen in der BALF
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Abbildung 23: Quantifizierung von Immunzellen in der BALF Dkk3-defizienter Mause und korrespondierender
Wildtypmause drei Wochen nach kombinierter Zigarettenrauchinhalation und Adenindiat.
Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung enthnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021

Wie Abbildung 23A zeigt, konnte bei Dkk3-Knockout Tieren eine signifikant geringere totale
Zellzahl in der Lavage ermittelt werden. Dementsprechend war auch die Anzahl neutrophiler
Granulozyten und Lymphozyten in der BALF bei den Knock-out Tieren signifikant geringer
(Abb. Abbildung 23 B und C).

Betrachtet man die Konzentration der proinflammatorischen Zytokine, so sieht man hier auch
deutlich den Effekt, den DKK3 auf die Konzentration der Zytokine in der Bronchiallavage hat.
Sowohl die Konzentration von MIP-2 (Abbildung 23-D), G-CSF (Abbildung 23-E), MMP12
(Abbildung 23-G) und TNF-o (Abbildung 23-H) sind in der BALF von Dkk3-/- Mausen

signifikant erniedrigt im Vergleich zu Wildtypmausen.
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8.1.9.3 Kreatinin und Harnstoff

In Dkk3 Knock-out Mausen konnten im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle signifikant geringere
Konzentrationen von Kreatinin (Abbildung 24) und Harnstoff (Abbildung 25) quantifiziert
werden. Dies zeigt, dass DKK3 bei der Entstehung einer Niereninsuffizienz von Relevanz ist.
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Abbildung 24: Quantifizierung von Serum-Kreatinin.

Auswertung nach drei Wochen kombinierter Organschadigung bei Dkk3-defizienten M&usen verglichen mit einer

Wildtyp-Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int
2021.
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Abbildung 25: Quantifizierung von Serum-Harnstoff.
Auswertung nach drei Wochen kombinierter Organschadigung bei Dkk3-defizienten M&usen verglichen mit einer

Wildtyp-Kontrollgruppe. Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int
2021
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8.1.9.4 Nierenfibrose

Die Auswertung der Siriusrot-positiven Flache ergab eine signifikante Verminderung der
Fibrose bei Dkk3" Mausen verglichen mit einer Wildtypkontrolle bei Exposition zu
Zigarettenrauch und gleichzeitiger Adenin-Diat (Abbildung 26; Abbildung 27).
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Abbildung 26: Quantifizierung der Fibrose anhand der Siriusrotfarbung.
Auswertung nach drei Wochen kombinierter Organschadigung bei Dkk3 defizienten Mausen verglichen mit einer

Wildtyp-Kontrollgruppe Jeder Punkt entspricht einem Tier. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int
2021.
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Wildtyp Dkk3-/-

Abbildung 27: Histologische Darstellung der Nierenfibrose in der Siriusrotfarbung.
Auswertung nach drei Wochen kombinierter Organschadigung bei Dkk3 defizienten Mausen verglichen mit einer
Wildtyp-Kontrollgruppe. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.2 Klinische Studie

8.2.1 Outline der Analysen in COSYCONET

Um eine Verknupfung zwischen den tierexperimentell erhobenen Daten und klinischer
Relevanz bei Patienten zu Uberprifen, wurde der Zusammenhang zwischen
Nierenschadigung und der Lungenfunktion an Probanden der COSYCONET Kohorte erfasst.
In dieser Studie wurde die DKK3- Konzentration im Urin zu Beginn der Studie gemessen und
dessen Zusammenhang im Verlauf mit den Funktionsparametern fur eine Nierenschadigung
(eGFR) und Lungendysfunktion (FEV+1) untersucht (Abbildung 28).

Rekrutierung 6 Monate 18 Monate 36 Monate 54 Monate Follow-up
DKK3 eGFR eGFR FEV1 FEV1
eGFR FEV1 FEV1 6-MWD 6-MWD
FEV1 6-MWD 6-MWD
6-MWD

Abbildung 28: Outline der Studie.
Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.2.2 Baseline-Charakteristika

Tabelle 5 zeigt die Baseline-Charakteristika der Probanden in der COSYCONET Studie. Hier

wurden die DKK3 Konzentrationen im Urin zu Beginn der Studie gemessen und in zwei

Gruppen eingeteilt (<200pg/mg Kreatinin bzw. >200pg/mg Kreatinin). Im Verlauf wurden

Baseline-DKK3-Konzentrationen von <200pg/mg Kreatinin als Referenzwert betrachtet. Die

Baseline-Werte fir die eGFR und die FEV4 unterschieden sich hierbei nicht zwischen den

verschiedenen DKK3 Gruppen.

Komplette | Urin-DKK3 Urin-DKK3 P
Kohorte <200 pg/mg >200 pg/mg
Kreatinin (n=1048) | Kreatinin (n=1266)

Alter (Jahre) 65+ 8,6 64,2+ 8,5 65,3 +8,7 0,001
Geschlecht (% J) 59,1 60,2 58,2 0,328
BMI (kg/m?) 27,+54 275+54 26,8+54 0,001
GOLD 0 (%) 15 16,3 13,9 0,047
GOLD 1 (%) 10,4 10,7 10,1
GOLD 2 (%) 37,8 36,8 38,7
GOLD 3 (%) 29,6 27,7 31,1
GOLD 4 (%) 7,2 8,4 6,1
FEV1 (% 55 (30) 55 (32) 55 (29) 0,469
vorhergesagt)
TLCO (% 53,7 (29,7) | 55,2 (29,1) 53,5 (29,5) 0,235
vorhergesagt)
Raucher (%) 92,4 92,6 92,2 0,915
Packyears (-) 42 (42,5) 43 (41,5) 42,5 (44,3) 0,824
Serum Kreatinin 0,9+0,2 09+0,2 0,9+0,2 0,991

(mg/dl)
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eGFR (ml/min/1,73m?) | 82 + 16,4 82,5+ 16 81,3+ 16,7 0,119
Urin-DKK3 (pg/mg 227 (414) 77 (119) 467 (493) <0,00
Kreatinin) 1
Proteinurie (mg/g 5 (6) 4 (4) 5(7) <0,00
Kreatinin) 1

Tabelle 5: Baseline-Charakteristika der Probanden in der COSYCONET Kohorte.
Tabelle zeigt Mittelwert + Standardabweichung oder Median (Interquartilsbereich).
Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.2.3 Assoziation zwischen Urin-DKK3 und Anderung der FEV/

Zur Darstellung des Einflusses einer Nierenschadigung auf die Funktion der Lungen wurden
Trajektoren der Lungenfunktionsdnderung anhand der Anderung der FEV: (iber die Zeit
generiert. Hierdurch konnten die Probanden in 3 Gruppen eingeteilt werden. Gruppe A:
steigende FEV4, Gruppe B: stabile FEV und Gruppe C: sinkende FEV1. 2,5% der Probanden
zeigten eine Verbesserung der Lungenfunktion (Gruppe A). Bei 58,1% war die FEV konstant
(Gruppe B) und bei 39,4% konnte ein Abfall der FEV, beobachtet werden (Gruppe C)
(Abbildung 29).

1.6

-t
H
|

Gruppe A Steigende FEV1

Veranderung der FEV1
N
|

(2.5 %)
1.0 Gruppe B Konstante FEV1
(58.1 %)
0.8
Gruppe C Fallende FEV1
T | | T ~  (39.4 %)
o 6 18 36 54

Monate

Abbildung 29: Einteilung der der FEV/ mittels Trajektoren in 3 Gruppen.
Die farbig dargestellten Linien visualisieren den Verlauf der FEV in den einzelnen Gruppen. Abgeblasste Rander
stellen das 95% KI dar. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Probanden, die initial erhdhte Urin-DKK3 Konzentrationen aufwiesen, hatten im Follow-up ein
signifikant erhdhtes Risiko der Gruppe C (Fallende FEV+) zugeordnet zu werden (OR 3,36 bei
95% Kl 2,22-5,08, P<0,001, Abbildung 30).
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Abbildung 30: Zusammenhang zwischen Urin-DKK3 und dem Risiko fiir die Zuordnung in die Trajektorengruppe C
FEV,. Dargestellt ist die Odds ratio (OR) mit den entsprechenden 95% Konfidenzintervallen.

Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

Diese Assoziation bestand sowohl in der univariaten Analyse als auch nach Adjustierung fur
verschiedene Parameter (Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale
Nierenfunktion (eGFR) und Proteinurie) (Tabelle 6).

Modell Urin-DKK3 Kategorie (pg/mg OR (95% Kil) P
Kreatinin)
Unadjustiert <200 Referenz
>200 3,36 (2,22 - 5,02) | <0,001
Adjustiert <200 Referenz
>200 3,36 (2,22 - 5,08) | <0,001

Tabelle 6: Logistische Regressionsanalyse zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Urin-DKK3-
Konzentration und der Zuordnung zur FEVy;  Trajektorengruppe C  (abfallende  FEV4).
Adjustiert fur Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Um hier den Effekt anderer Marker einer Nierenschadigung (eGFR und Proteinurie) zu

untersuchen, wurde eine multivariate Regressionsanalyse durchgefuhrt. Hier bestand kein

statistischer Zusammenhang zwischen eGFR oder Proteinurie mit einem erhohten Risiko fur

einen Verlust der FEV1 im Verlauf (Tabelle 7).

Modell Variable OR 95% KI P

Unadjustiert eGFR 1,00 0,99 -1,01 0,130
Proteinurie 0,99 0,99 -10,1 0,955

Adjustiert eGFR 1,00 0,99 -1,01 0,531
Proteinurie 0,99 0,99 -0,01 0,955

Tabelle 7: Zusammenhang zwischen eGFR und Proteinurie und dem Risiko fiir eine abfallende FEV.

Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und

Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.2.4 Assoziation zwischen Urin-DKK3 und dem Exazerbationsrisiko

Patienten mit initial erhéhten Urin DKK3-Konzentrationen wiesen im Follow-up ein 1,24-fach
erhOhtes Risiko auf, eine Exazerbation ihrer COPD zu erleiden (Tabelle 8). Dieser

Zusammenhang blieb nach Adjustieren der Daten weiterhin bestehen.

Modell Urin-DKK3 Kategorie HR 95% Ki P
(pg/mg Kreatinin)
Unadjustiert <200 Referenz
>200 1,19 1,00 - 1,43 0,055
Adjustiert <200 Referenz
>200 1,24 1,03 - 1,50 0,026

Tabelle 8: Zusammenhang zwischen Urin-DKK3 und dem Risiko einer Exazerbation der COPD im Follow-up.
Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

8.2.5 Assoziation zwischen Urin-DKK3 und der korperlichen Leistungsfahigkeit

Weiterhin waren erhohte DKK3-Konzentrationen im Urin mit signifikant niedriger korperlicher

Leistungsfahigkeit, quantifiziert durch die 6-Minuten Gehstrecke, assoziiert. Dieser

Zusammenhang bestand auch nach Adjustierung fur verschiedene Kovariaten. (Tabelle 9).

6-Minuten Gehstrecke nach 1 Jahr

Modell Urin-DKK3 Kategorie Mittelwert 95% Ki P
(pg/mg Kreatinin) (m)

Unadjustiert <200 424.6 418,1-431,2 | Referenz
>200 420,4 414,4 - 426,4 | 0,348

Adjustiert <200 429.8 424.3 - 435,3 | Referenz
>200 422,6 417,4 - 427,7 | 0,018

Tabelle 9: Zusammenhang zwischen Urin-DKK3 und der korperlichen Leistungsfahigkeit.
Mittelwerte der 6-Minuten Gehstrecke entsprechen der DKK3-Urinkonzentrationen.

Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und

Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.




8.3 DKK3 und Progression der Niereninsuffizienz

8.3.1 Assoziation zwischen Urin-DKK3 und Anderung der eGFR

Initial erhdhte Konzentrationen von DKK3 im Urin waren mit einem signifikanten Abfall der
eGFR nach 6 Monaten assoziiert. Bei dem oben beschriebenen Cut-off Wert von 200pg/mg
Kreatinin zeigte sich, dass Probanden, die unterhalb dieser Grenze lagen, im Verlauf eine
konstante Nierenfunktion aufweisen konnten. Bei Probanden mit DKK3-Urinkonzentrationen
>200pg/mg Kreatinin konnte man einen Abfall der eGFR von 0,8% (Abbildung 31; Tabelle 10)

bzw. um 0,7 ml/min/1,73m? (Tabelle 11) nach 6 Monaten beobachten.
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Abbildung 31:Anderung der eGFR (%) in 6 Monaten anhand der initialen DKK3 Konzentration.

Die rote Linie zeigt den Abfall der eGFR Uber 6 Monate, der graue Randbereich stellt das 95% KI dar. Die blauen
Spikes visualisieren die unterschiedlichen Verteilungen der Urin-DKK3-Konzentrationen.

Adjustiert fur Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Anderung der eGFR nach 6 Monaten

Modell Urin-DKK3 Kategorie Mittelwert der | 95% KIi P
(pg/mg Kreatinin) Anderung der
eGFR (%)
Unadjustiert <200 1,2 0,4-1,9 Referenz
>200 -1,1 -1,8--0,4 <0,0001
Adjustiert <200 1,7 0,7-2,6 Referenz
>200 -0,8 -1,6-0,2 <0,0001

Tabelle 10: Prozentuale Veranderungen der eGFR nach 6 Monaten.
Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Int 2021.

Proteinurie.

Abbildung

entnommen aus

Schunk et

al. Kidney

Anderung der eGFR nach 6 Monaten
Modell Urin-DKK3 Kategorie | Mittelwert der 95% Ki P
(pg/mg Kreatinin) Anderung der
eGFR
(ml/min/1,73m?)
Unadjustiert <200 -0,4 -1,0-0,2 Referenz
>200 -0,9 -1,4--04 0,205
Adjustiert <200 0,2 -0,6 -0,9 Referenz
>200 -0,7 -1,4-0,0 0,041

Tabelle 11:Anderung der eGFR in ml/min/1,73m?2 nach 6 Monaten.
Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

66



Der Zusammenhang zwischen Urin-DKK3 und der Anderung der eGFR nach 18 Monaten ist
in Abbildung 32 ( Tabelle 12; Tabelle 13) dargestellt.
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Abbildung 32: Anderung der eGFR (%) nach 18 Monaten anhand der initialen DKK3 Konzentration.
Die rote Linie zeigt den Abfall der eGFR Uber 6 Monate, der graue Randbereich stellt das

95% Kl dar. Die blauen Spikes visualisieren die unterschiedlichen Verteilungen der Urin-
DKK3 Konzentrationen. Adjustiert fur Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus,

BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al.

Kidney Int 2021.

Anderung der eGFR nach 18 Monaten
Modell Urin-DKK3 Kategorie | Mittelwert der | 95% Ki P
(pg/mg Kreatinin) Anderung der
eGFR (%)
Unadjustiert <200 -0,2 -1,1-0,7 Referenz
>200 -1,9 -2,7--1,1 0,010
Adjustiert <200 0,2 -09-14 Referenz
>200 -1,6 -2,6--0,5 0,005
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Tabelle 12: Zusammenhang zwischen Urin-DKK3 und der prozentualen Veranderung der eGFR nach 18 Monaten.
Adjustiert fur Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

Anderung der eGFR nach 18 Monaten
Modell Urin-DKK3 Kategorie | Mittelwert der 95% Ki P
(pg/mg Kreatinin) Anderung der
eGFR
(ml/min/1,73m?)
Unadjustiert <200 -0,7 -1,4-0,0 Referenz
>200 -1,9 -2,5--1,3 0,012
Adjustiert <200 -0,4 -1,2-0,5 Referenz
>200 -1,7 -2,5--0,9 0,005

Tabelle 13: Zusammenhang zwischen Urin-DKK3 und der Veranderung der eGFR in ml/min/1,73m? nach 18

Monaten.

Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.3.2 DKKS3 und Trajektoren der eGFR

Analog der Einteilung von Probanden in 3 Gruppen zur Darstellung der verschiedenen
Verlaufe der FEV im Follow-up wurden die Probanden zur Beurteilung der Nierenfunktion
(eGFR) wahrend des Follow-ups ebenfalls mittels Trajektoren in 3 Gruppen (A-C) unterteilt
(Abbildung 33). Bei 9% der Teilnehmer konnte ein Anstieg der eGFR im
Nachbeobachtungszeitraum verzeichnet werden (Gruppe A; vermutlich wegen eines AKI
wahrend der Datenerfassung mit Erholung der Nierenunktion im Verlauf), wohingegen es bei
16,5% der Probanden zu einem Verlust der Nierenfunktion kam (Gruppe C). Der grofte Anteil
(74%) der Probanden zeichnete sich durch eine konstante Nierenfunktion wahrend der Follow-
ups aus (Gruppe B).
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Abbildung 33: Darstellung des Verlaufes der eGFR (iber die Zeit mithilfe von Trajektorien.
Die farbig dargestellten Linien visualisieren den Verlauf der eGFR in den einzelnen Gruppen. Abgeblasste Rander
stellen das 95% KI dar. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

Danach wurde der Zusammenhang zwischen Urin-DKK3 und dem Risiko fur die Zuordnung
zur Trajektoren-Gruppe C  fallende eGFR‘ untersucht. Probanden mit initialen DKK3-Werten
<200pg/mg dienten als Referenz. Initial héhere DKK3-Konzentrationen waren sowohl in der
univariaten als auch multivariat adjustierten Analyse mit einem erhohten Risiko fur eine

abfallende eGFR im Verlauf assoziiert (Abbildung 34 und Tabelle 14).
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Abbildung 34: Zusammenhang zwischen der DKK3-Konzentration im Urin und dem Risiko fur eine fallende eGFR
im Verlauf (Trajektorengruppe C).

Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

Modell Urin-DKK3 Kategorie OR 95% Ki P
(pg/mg Kreatinin)

Unadjustiert <200 Referenz

>200 1,46 1,11-1,93 0,007
Adjustiert <200 Referenz

>200 1,54 1,13 -2,08 0,003

Tabelle 14: Logistische Regressionsanalyse fiir den Zusammenhang zwischen der Urin DKK3-Konzentration und
dem Risiko fir eine abfallende eGFR im Verlauf (Trajektorengruppe C).

Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.3.3 Initiale Proteinurie, eGFR und Trajektoren der eGFR

Im Gegensatz zu Urin-DKK3 zeigte sich kein Zusammenhang zwischen der initialen
Proteinurie oder der initialen eGFR und dem Risiko fUr eine abfallende eGFR im Verlauf
(Tabelle 15; Tabelle 16).

Modell Baseline-Proteinurie- OR 95% Ki P
Kategorie (mg/g Kreatinin)

Unadjustiert <30 Referenz

>30 1,44 0,62 -2,41 0,296
Adjustiert <30 Referenz

>30 1,16 0,50 - 2,09 0,697

Tabelle 15: Logistische Regressionsanalyse fiir den Zusammenhang zwischen Baseline-Proteinurie der eGFR
Gruppe C (fallende eGFR).

Adjustiert fur Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR). Abbildung
entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.

Modell Baseline-eGFR Kategorie | OR 95% Ki P
(ml/min/1,73m?)
Unadjustiert =290 Referenz
60-89 0,94 0,69 - 1,27 0,704
<60 1,03 0,59 - 1,54 0,912
Adjustiert =290 Referenz
60-89 0,95 0,63 - 1,47 0,824
<60 0,98 0,52 -1,65 0,950

Tabelle 16: Logistische Regressionsanalyse fir den Zusammenhang zwischen logarithmierter Baseline-eGFR und
der eGFR Gruppe C (fallende eGFR).

Adjustiert fir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, Proteinurie. Abbildung entnommen aus
Schunk et al. Kidney Int 2021.
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8.4 Urin-DKK3 und Mortalitat

Wahrend des medianen Follow-up von 37,1 Monaten (IQR 33,4) verstarben 191 Patienten der
COSYCONET Kohorte. Hier waren initial erhéhte DKK3-Konzentrationen im Urin mit einem
1,49-fach héheren Risiko zu versterben assoziiert (Abbildung 35 und Tabelle 17).
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Abbildung 35: Kaplan-Meier Kurve fiir das prozentuale Uberleben anhand der initialen DKK3-Konzentration.
Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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Auch dieser Zusammenhang bestand sowohl in der univariaten als auch in der multivariat

adjustierten Cox-Regressionsanalyse (Tabelle 17).

Modell Urin-DKK3 Kategorie (pg/mg | HR 95% Ki P
Kreatinin)
Unadjustiert <200 Referenz
>200 1,47 1,08-2,01 | 0,015
Adjustiert <200 Referenz
>200 1,49 1,08-2,05 |0,015

Tabelle 17: Cox Regressionsanalyse zur Darstellung des Zusammenhangs zwischen der DKK3-Konzentration im
Urin und der Mortalitat.

Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, GOLD-Stadium, Raucherstatus, BMI, initiale Nierenfunktion (eGFR) und
Proteinurie. Abbildung entnommen aus Schunk et al. Kidney Int 2021.
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9 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten wir nachweisen, dass das Vorliegen einer
Niereninsuffizienz den Verlauf einer COPD beeinflusst. Eine Nierenschadigung verstarkt die
COPD-induzierte pulmonale Inflammation. Gleichsam ist die COPD mit einer starkeren
Nierenschadigung bei Niereninsuffizienz assoziiert. DKK3 wurde als zentraler Mediator dieser
reziproken Organschadigung identifiziert. In einer klinischen Studie an primar nierengesunden
Patienten mit stabiler COPD zeigte sich, dass erhohte Urin DKK3-Konzentrationen zum
Studieneinschluss mit einem erhohten Risiko fur den Abfall der eGFR als auch der FEV;
assoziiert waren. Dieser Zusammenhang war unabhangig von der Proteinurie und der eGFR,
also bisher etablierten klassischen Markern einer Nierenschadigung. Die Ergebnisse
etablieren Urin-DKK3 als Biomarker fur eine klinisch inapparente Nierenschadigung, dessen
Bestimmung es mdoglicherweise erlaubt, gezielte nephroprotektive Therapiestrategien bei

Patienten mit erhohten Urin DKK3-Konzentrationen zu initiieren.
9.1.1 Mechanismen der Fibroseentstehung bei CKD

Fibrose ist definiert als Ubermafliges Wachstum, Verfestigung oder Vernarbung von Geweben
mit Ablagerung von Komponenten der extrazellularen Matrix. Sie gilt als Endstufe der
chronischen Entzindung und ist das histomorphologische Korrelat der CKD. Hierbei ist die
Ursache der CKD (Glomerulonephritis, diabetische Nephropathie usw.) nicht relevant. Man
nimmt an, dass die Fibrose der Niere auf einer falschen, pathologisch verlangerten

Wundheilung, die bei anhaltender Schadigung des Organs auftritt, basiert. [32][28]

Grundsatzlich differenziert man fibrotische Veranderungen der Nieren nach dem Ort ihres
Auftretens im Organ. Zum einen kommt es zur Glomerulosklerose, welche noch weiter
unterteilt werden kann in noduldr oder fokal-segmentale Glomerulosklerose, zum anderen
unterscheidet man eine tubulo-interstitielle Fibrose und die Fibrose der renalen Blutgefalie
[16].

Wahrend extrazelluldre fibrotische Ablagerungen nach leichten Nierenschadigungen der
Regeneration des Nierengewebes dienlich sind und resorbiert werden, ist die dauerhafte
Ablagerung im Interstitum verbunden mit Tubulusatrophie und Schadigung der
Organarchitektur, begleitet von konsekutiver Blutflussreduktion. Letztendlich zerstort die
Fibrose so die Architektur und Funktion der Niere und fuhrt schlieBlich zum Nierenversagen
(ESRD). Es sind insgesamt vier Zellarten und vier Phasen primar an der Entstehung und
Progression der Fibrose beteiligt. Hierbei handelt es sich um Epithel- und Endothelzellen als
auch Immunzellen und (Myo)Fibroblasten. Die vier Phasen gliedern sich in eine zellulare
Aktivierungs- und Verletzungsphase, eine fibrotische Aktivierungsphase, die fibrotische Phase
und letztlich die Zerstérungsphase oder Progression. Schlisselmediator der Organfibrose ist

der (Myo)Fibroblast. Der (Myo)Fibroblast kann verschiedenen Zelllinien entspringen; eine
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spezifische Zuordnung zu einer Zellreihe ist nicht mdglich. So kann er durch direkte
Differenzierung aus mesenchymalen Stammzellen aber auch als Differenzierung von
Fibroblasten-ahnlichen Zellen aus dem Knochenmark oder aus Perizyten entstehen. Aktuelle
Studien jedoch legen nahe, dass die wahrscheinlichsten Quellen der Myofibroblasten bei CKD
ortsstandige Stromazellen sind. [56] [68] [16][6][13][58]

Die Aktivierung der Myofibroblasten ist auf verschiedenen Wegen madglich. Parakrine als auch
autokrine Regulation durch Entzindungszellen wie Makrophagen oder durch Pathogene bzw.
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) sind beschrieben. Eine Aktivierung kann
auch uber Entzundungsmediatoren, wie Interleukine (IL-13, IL-21), TGF-B und PDGF (Platelet
derived growth factor) 6-8, Plasminogen Activator Inhibitor-1 (PAI-1) oder auch das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) erfolgen [11][12][36][75][128][62][106].

Eine besondere Rolle in der Entstehung der Fibrose wird hierbei TGF- zugesprochen
[49][14]. Die aktivierten Fibroblasten transformieren schliel3lich zu a-SMA exprimierenden
Myofibroblasten, welche sogenannte Stressfasern bilden. Diese Stressfasern verbinden den
Myofibroblasten mit der extrazellularen Matrix (EZM) und bei Kontraktion der Zelle wird Uber
mechanischen Zug eine Reorganisation der EZM als auch die Wundadaptation bewirkt. Hier
kann eine chronische Entzindungsreaktion zu einer Anhaufung von Komponenten der EZM
fihren, unter anderem Kollagen. Kollagen | ist hierbei das Protein, welches am haufigsten in
der EZM anzutreffen ist, aber auch die Kollagene Ill, IV, V, VII, XV als auch Fibronektin sind
an der Entstehung der Fibrose beteiligt. Fibronektin lagert sich als erstes Protein in der EZM

ab, aktiviert Integrine und lockt Fibroblasten chemotaktisch an [39] [29].

Eine wichtige Rolle bei der Fibrose der Niere spielen tubulo-epitheliale Zellen (TECs). Sie
reagieren sensibel auf Schadigungen und sind beteiligt in Entstehung und Progression der
Fibrose. Wiederholte Schadigungen fihren zu einer Hochregulation Zyklin-abhangiger Kinase-
(CDK) Inhibitoren, welche einen Zellzyklusarrest hervorrufen. Dies wiederum mundet in einer
fortschreitenden Zellseneszenz, was sich auszeichnet durch eine prolongierte Sekretion
proinflammatorischer und profibrotischer Agenzien, wie z.B. TGF-3 und verschiedener anderer
Zytokine.[47]

Uber diese verschiedenen Mediatoren kommunizieren sie mit anderen Zellen. TECs sind
ebenfalls Quelle vieler Wnt-Proteine in der Niere. Somit sind sie ebenfalls Gber den Wnt/3-
Catenin Signalweg an der Entstehung der Nierenfibrose beteiligt, da die Aktivierung von

Fibroblasten durch Wnt-Liganden moglich ist [131].
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9.1.2 Die Rolle des Wnt/B-Catenin Signalwegs bei der Entstehung einer

Nierenfibrose

TECs betreiben epithelial-mesenchymalen Crosstalk mit ortsstédndigen Fibroblasten und sind
in der Lage, Fibroblasten mittels Wnt-Liganden parakrin oder autokrin zu aktivieren und damit
die Differenzierung zu Myofibroblasten anzustoRen. Wie oben beschrieben, sind
Myofibroblasten durch Sekretion von a-SMA und Fibronectin in der Lage, eine
Fibroseentstehung einzuleiten. Eine Studie von Zhou et al. beschreibt diesen Zusammenhang.
Hierbei wurden zwei verschiedene Wntless (WIs) Knock-out Mausmodelle etabliert. Wntless
ist ein Chaperon, welches eine essentielle Rolle im zelluldren Transport und der Sekretion von
Whnt-Proteinen spielt. Bei der einen Mauspopulation wurde dieses Protein in den TECs
ausgeschaltet, bei der anderen in den interstitiellen Fibroblasten selbst. Beiden
Mauspopulationen wurden Nierenschaden mittels UUO oder IRI zugefligt und die dadurch
entstandenen Nierenfibrosen miteinander verglichen. Interessanterweise konnte man
beobachten, dass nur Tiere, bei denen Wntless in den TECs ausgeschaltet wurde, eine
signifikant geringere Auspragung der Fibrose aufwiesen. Die Tiere, welche Wntless-defiziente
Fibroblasten hatten, zeigten kaum Veranderungen im Grad der Fibrose. Dies lasst nicht nur
darauf schlieRen, dass Wnt-Liganden, welche von TECs sezerniert werden, eine tragende
Rolle in der Entstehung der Nierenfibrose spielen, sondern auch, dass ortsstandige renale
Fibroblasten Effektorzellen der von TECs sezernierten Wnt-Liganden sind. TECs scheinen als
Reaktion auf eine Schadigung einen Wechsel ihres Phanotyps hin zu einer sekretorischen
Variante aufzuweisen, welche vermehrt profibrotische Agenzien exprimieren und auch

sezernieren [131].

Eine Studie von DiRocco et al. untersuchte den Einfluss der Interaktion des Wnt-Liganden
Wnt4 mit dem Wnt/B-Catenin Signalweg. Hier konnte festgestellt werden, dass die dauerhafte
Aktivierung des kanonischen Wnt/B-Catenin Signalwegs in Perizyten und Fibroblasten auch
ohne Schadigung der Niere zu einer Differenzierung von Myofibroblasten flhrt [26].
Erstaunlicherweise konnte kein Effekt einer TEC spezifischen B-Catenin-Depletion auf das
Ausmall} der Nierenfibrose festgestellt werden [130]. Allerdings beobachtete man eine
verringerte Apoptose- und eine erhdhte Regenrationsrate der TECs, begleitet von einer
geringeren Inflammation des Gewebes nach einer Schadigung, wenn B-Catenin gezielt in

Fibroblasten ausgeschaltet wurde [132].

Zudem begrenzt sich der epithelial-mesenchymale Crosstalk zwischen TECs und Fibroblasten
nicht nur auf die Aktivierung von Fibroblasten mittels Wnt-Liganden, sondern es gibt auch
Feedback Mechanismen der Fibroblasten, welche von 3-Catenin abhangig zu sein scheinen
[102][20].
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Dieser Hypothese ist jedenfalls bei Erkrankungen der Haut und der dermalen Wundheilung
nachgegangen worden [65][43][103][5].

Hier ist also erkennbar, dass der Wnt/B-Catenin Signalweg eine essentielle Rolle in der
Genese der Fibrose spielt. Besonders hervorzuheben sind in diesem Zusammenhang die

Interaktionen mit TECs und Fibroblasten.

Als Auswirkung einer Nierenschadigung wandern auch Makrophagen in das Nierengewebe
ein. Sie haben hier mehrere Funktionen: M1-Makrophagen kontrollieren die
proinflammatorische Immunantwort auf bakterielle, virale oder auch kanzerogene Reize,
wahrend hingegen MZ2-Makrophagen versuchen, eine UberschieRende Inflammation zu
kontrollieren. Weiterhin sind sie bei der Wundheilung und auch bei der Fibroseentstehung
beteiligt. Auch Makrophagen sind Uber verschiedene Wege in der Lage, sich zu
Myofibroblasten zu differenzieren. Hierbei handelt es sich um M2-Makrophagen, welche auch

eine Rolle in der Ausbildung einer Fibrose spielen [107].

Die Akkumulation von Makrophagen durch Proliferation oder Infiltration aus dem
Knochenmark in der geschadigten Niere ist assoziiert mit einer starkeren Progression der
Fibrose bei CKD [92] [18]. Bei der CKD sind es vor allem die M2-Makrophagen, welche
vermehrt in geschadigten Nieren vorkommen und dort als eine der Hauptquellen fir TGF-f3 die
Fibrose vorantreiben [51] [52]. Makrophagen werden also sowohl fur die Immunantwort als
auch fur die Wundheilung und Gewebehomdostase gebraucht. Lin et al. konnten zeigen, dass
Makrophagen den Wnt-Liganden Wnt7b nicht nur als Reaktion auf eine Schadigung selbst
exprimieren, sondern auch im Rahmen von Reparaturmechanismen durch ihn selbst stimuliert

werden kdénnen [64].

Eine andere Studie konnte zeigen, dass der Wnt-Ligand Wnt3a die TGF-B1 oder IL-4
induzierte Polarisation der Makrophagen zum Phanotyp M2 férdert [34]. Gleichzeitig kénnen
TECs wahrend einer bestehenden Fibrose Wnt-Liganden exprimieren, welche wiederum zu

einer proinflammatorischen Aktivierung von Makrophagen fihren [69].

Auch M1-Makrophagen konnen Uber die Ausschuttung proinflammatorischer Zytokine, wie
TNF-a und IL-1[3, an der Entstehung einer renalen Fibrose beteiligt sein [129]. Somit besteht
hier auch ein indirekter Zusammenhang zwischen der Fibrogenese der Nieren und der Aktivitat

vom Wnt/B-Catenin Signalweg uber die Aktivierung von Makrophagen.
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Abbildung 36: Darstellung der unterschiedlichen Einfliisse des Wnt/B-Catenin Signalings auf die Mechanismen der
Entstehung einer Nierenfibrose.

Entnommen aus Schunk SJ, Floege J, Fliser D, Speer T (2020) WNT-B-catenin signalling — a versatile player in
kidney injury and repair. Nat Rev Nephrol [99].

Die Wirkung des Wnt/B-Catenin Signalwegs scheint interessanterweise von der Dauer der
Aktivierung abzuhangen. Man kann zwischen der dauerhaften und der transienten Aktivierung
unterscheiden. Hierbei nimmt der zeitliche Verlauf einen groRen Einfluss auf den Ubergang
zwischen Reparaturmechanismen und Fibroseentstehung. Abbildung 36 und Abbildung 37

zeigen diesen Zusammenhang.

Die in vitro transiente kanonische Aktivierung des Wnt/3-Catenin Signalwegs in TECs mittels
Wnt6 fuhrte zu einer de novo Synthese und Regeneration von Tubuluszellen. Au3erdem kann
die transiente Aktivierung mit Wnt6 eine TGF-B induzierte epitheliale Dedifferenzierung

verhindern. [7]
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Nlandu-Khodo et al. zeigten, dass die in vitro Aktivierung des Wnt/B-Catenin Signalwegs in
proximalen Tubuluszellen durch eine Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor FoxO3 und die
damit verbundene verstarkte Aktivierung der Cystathion y-Lyase zu einer Reduktion der
Apoptose flhrte [85].

Im Gegensatz dazu hat die dauerhafte Aktivierung von TECs durch Wnt9A in einer Studie von
Luo et al. die zellularen Seneszens zur Folge, indem es die Expression der Seneszenz-
induzierenden Proteine p16, p19, p21 und p53 hochreguliert [71]. Li et al. beobachteten bei
dauerhafter Aktivierung des Signalwegs eine Akkumulation der Proteinase MMP2 in TECs,
was zur Zerstérung der Basalmembran fihrte [63]. Abbildung 37 visualisiert den Einfluss von
DKK3 via Wnt/B-Catenin auf die Nieren und illustriert die zeitliche Komponente der Wnt/(3-
Catenin Aktivierung. Wie im Ergebnisteil beschrieben, scheinen erhdhte Konzentrationen von
DKK3 im Urin auf eine dauerhafte Aktivierung des Wnt/B-Catenin Signalwegs in TECs
hinzuweisen. Dieser Zusammenhang deutet darauf hin, dass hohere DKK3-Konzentrationen

im Urin als Marker fur eine Nierenschadigung gelten kdnnten und somit einen pradiktiven Wert

haben.
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Abbildung 37: Effekte von DKK3 als Stressmediator auf Entstehung und Progression der Nierenfibrose.
Entnommen aus: Dickkopf 3—a novel biomarker of the ‘kidney injury continuum’ Nephrology Dialysis
Transplantation, Volume 36, Issue 5, May 2021, Pages 761767 [98].
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9.1.3 Rolle von DKK3 im Wnt/B-Catenin Signalweg

Die meisten Studien zu DKK3 und dessen Interaktion mit dem Wnt/3-Catenin Signalweg
beschaftigen sich mit der Tumorgenese [114][124][123][61]. Generell entsteht der Eindruck,
dass DKK3, abhangig vom Kontext, den Signalweg sowohl als Aktivator als auch als Inhibitor
beeinflussen kann. Die Effekte von DKK3 auf den Signalweg in Bezug auf Nierenerkrankungen

sind bislang kaum untersucht.

DKK3 ist ein von renalen Tubulusepithelzellen sezerniertes Stressprotein, das relevanten
Einfluss auf die Entstehung und Progredienz chronisch-tubulointerstitieller Erkrankungen hat.
Die Rolle von DKK3 in der Aktivierung oder Inhibierung des Wnt-B-Catenin Signalwegs und
damit der Einfluss auf Entstehung und Entwicklung von Tubulusatrophie und Fibrose sowie
die Regulation der adaptiven Immunantwort scheint abhangig vom renalen Mikromilieu und
dem Kontext als auch der Dauer der Sekretion zu sein [113] [32] [83] [126].

Federico et al. konnten nachweisen, dass DKK3 als Agonist des Wnt-3-Catenin Signalwegs
bei CKD zu werten ist. Die gezielte Inhibition von Dkk3 durch Knock-out oder
Antikérperapplikation in unterschiedlichen Nierschadigungsmodellen fihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Fibrose als auch interessanterweise einer erhohten Zahl CD3*-T-
Zellen, die in der geschadigten Niere akkumulierten. Dadurch kann DKK3 eine
immunsuppressive und gleichzeitige profibrotische Wirkung Uber Aktivierung des Wnt-3-
Catenin Signalwegs zugesprochen werden. Zur weiteren Differenzierung des Einflusses von
DKK3 auf den Wnt-Signalweg wurden Reportermduse benutzt, welche (B-Catenin Aktivitat
durch nukledre GFP-Expression in der regulatorischen Sequenz des Transkriptionsfaktors T-
Cell-Factor/Lymphoid-enhancer-factor (TCF/LEF) aufweisen. Interessanterweise konnte
sieben Tage nach UUO eine starke eGFP Fluoreszenz in TECs der Reportmause beobachtet
werden. Um die genaue Interaktion von DKK3 im Signalweg nachvollziehen zu kdnnen, wurde
ein Proximity-Ligation-Assay durchgefuhrt. Hierbei wurde eine direkte Interaktion des Frizzled-
Rezeptors (FZD) mit dem zytoplasmatischen Dishevelled (dvl) Protein, welche bei Aktivierung
durch Wnt-Liganden vorkommt, beobachtet. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass der
siRNA-vermittelte Dkk3 Knockdown in TEC-HK2 Zellen zu einer signifikant verminderten
Interaktion der Proteine FZD/DVL fuhrte. AuRerdem wurde untersucht, inwieweit die
angenommene Wirkung von Dkk3 Knock-out einen Effekt auf Zytokinexpression von TECs
zeigt. Hierbei wurden HK2 (human embryonic kidney cells) Zellen mit Kontroll- und Dkk3-
siRNA behandelt und verschiedenen Stressinduktoren (IFN-y, H>O,) ausgesetzt. Im
Uberstand der Zellen konnten erhdhte Konzentrationen von IL-6 und IL-8 festgestellt werden,
die mit Dkk3-siRNA behandelt wurden. Dies kann als starker Hinweis auf die Funktion von
DKK3 hinsichtlich der Expression von Zytokinen und Immunmodulatoren in geschadigten

TECs gewertet werden. Letztendlich ist der genaue Ablauf der intrazellularen Signalkaskade
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durch DKK3 noch nicht vollstandig verstanden und weitere Studien sind notwendig, um die

genaue Interaktion von DKK3 mit dem Wnt/B-Catenin Pathway zu ergriinden. [32] [41]
9.1.4 Rolle von DKKS3 bei der Nierenschadigung

Studien unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, dass DKK3 in Bezug auf Nierenschadigungen

einem tubuloepithelialen Stressmarker gleichkommt [33][96][126].

Es wird, egal ob eine akute oder eine chronische Schadigung der Nieren vorliegt, von TECs
exprimiert und in den Urin sezerniert, wo es quantifiziert werden kann. Wie bereits erwahnt,
wurde DKKS3 als wichtiger Verursacher einer Nierenfiborose und Tubulusatrophie in
verschiedenen Mausmodellen identifiziert. In diesen Studien wurde beobachtet, dass die
genetische Ablation oder auch die Blockade des Proteins mittels Antikorper die Fibrose der
Niere signifikant reduziert. Gleichzeitig zeigte sich, dass bei Tieren, die einer Dkk3-Defizienz
oder Antikérpertherapie unterlagen, eine deutliche, antifibrotische T-Zell Immunreaktion
stattfand. Des Weiteren wurde festgestellt, dass das Fehlen von DKK3 eine verringerte
kanonische Aktivierung des Wnt/B -Catenin Signalwegs zur Folge hatte. Somit kann man
DKK3 nicht nur eine fibrotische, sondern auch eine immunsuppressive Wirkung Uber den

Wnt/B-Catenin Signalweg zusprechen. [32][126]

DKK3 wird in der Niere gesunder Personen nicht exprimiert, wahrend die renale Expression
bei unterschiedlicher Nierenschadigung signifikant zunimmt. Beispielsweise vermutet man
eine Beteiligung von DKK3 in der Progression der ADPKD. Es wird angenommen, dass DKK3
Uber den Wnt/B-Catenin Signalweg das Wachstum der Zysten mitbestimmen kdnnte. Ferner
scheinen verschiedene Dkk3 SNPs den Verlauf und Schweregrad der ADPKD

mitzubestimmen, da diese Einfluss auf Mutationen im PKD1-Gen haben kénnten. [66]

Zewinger et al. konnten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der Urin-DKK3
Konzentration und dem Grad der tubulointerstitiellen Fibrose bei Patienten nach Nierenbiopsie
beobachten. In dieser Studie zeigte sich auch, dass bei Patienten mit CKD hohe
Konzentrationen von DKK3 im Urin mit einer schnelleren Progression der CKD assoziiert
waren. Auch in der STOP IgAN Studie konnten hohe Urin-DKK3 Konzentrationen mit einem
schnelleren Verlust der eGFR in Verbindung gebracht werden. DKK3 kann, unabhangig von
der Art der Nierenerkrankung, Patienten, die eine Verschlechterung der Nierenfunktion zu

erwarten haben, identifizieren. [126]

In einer weiteren Studie der AG Schunk/Speer wurde das Risiko fir das Auftreten von akuten
Nierenversagen bei Patienten mit bevorstehenden kardiochirurgischen Eingriffen anhand der
praoperativ gemessenen Urin DKK3-Konzentration eruiert. Bei Patienten mit erhdhten
praoperativen Konzentrationen von DKK3 trat ein AKI haufiger auf als bei Patienten, die keine

initial hdheren DKK3 Werte im Urin aufwiesen. Auch im Langzeit Follow-up von 820 Tagen
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zeigte sich, dass die Patienten mit hdheren Ausgangskonzentrationen von DKK3 im Urin ein

erhdhtes Risiko fur die Transition des AKI in eine CKD aufweisen [96].

9.1.5 Rolle des Wnt/B-Catenin Signalwegs bei COPD

Der Wnt/B-Catenin Signalweg spielt bereits eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der
Lungen. Goss et. al konnten zeigen, dass Wnt2/2b defiziente Mausembryos eine komplette
Lungenagenesie aufwiesen, was die Relevanz des Signalwegs in der Embryogenese
nochmals unterstreicht. Generell scheint der Wnt/B-Catenin Signalweg auch eine wichtige
Rolle bei der Entstehung chronischer Lungenerkrankungen, wie Lungenfibrose [17] und COPD

[59], zu besitzen.

Es gibt Hinweise darauf, dass die Aktivierung und/oder Inhibierung des Wnt/B-Catenin
Signalweges in den Lungen bei der Zerstorung der Alveolen und damit bei der COPD eine
wichtige Rolle spielt [101]. Bereits bekannt ist die Beziehung zwischen der kanonischen
Aktivierung des Wnt/B-Catenin Signalwegs und der Entstehung der idiopathischen
Lungenfibrose (IPF) [101] [22] [55].

Dahingegen scheint es bei der COPD genau entgegengesetzt zu sein, weil dort die Zerstérung
des Lungenparenchyms und die damit verbundene Entwicklung von Emphysemen mit einer

anscheinend geringeren Aktivierung des Wnt/3-Catenin Signalwegs assoziiert ist.[54]

In einer Studie von Kneidinger et al. konnten keine signifikanten Unterschiede in der mRNA
Expression der Wnt-Liganden Wnt2, 3a und 7b im Lungengewebe von COPD (GOLD IV)-
Patienten und Lungenspendern festgestellt werden. Einzig Wnt10b war bei COPD-Patienten
starker exprimiert. Bei der Analyse von Wnt-(Ko)Rezeptoren fiel auf, dass bei den am
haufigsten vorkommenden Rezeptoren FZD 1 und 4 und dem Korezeptor LRP6 kaum
quantitative Unterschiede in den Geweben zu sehen waren. Auch bei intrazellularen
Bestandteilen des Wnt/3-Catenin Signalwegs, wie GSK-3B und B-Catenin, waren keine
Unterschiede zwischen den COPD-Lungen und den Spenderlungen zu sehen. Zur weiteren
Beurteilung der Aktivitat des Signalwegs wurden Phosphorylierungsanalysen via Western Blot
von LRP6 [9] und GSK-3B [37] durchgefuhrt und wiesen darauf hin, dass es keinen
Unterschied in der Aktivitdt zwischen den COPD-Lungen und den Spenderlungen gab.
Immunfluoreszenzfarbungen der Gewebe zeigten, dass COPD-Lungen kaum (-Catenin
exprimierten, wohingegen die Positivkontrollen aus fibrotischen Lungengewebe mit signifikant
vermehrter [-Catenin Expression aufwarten konnten, was die Assoziation zwischen
hochregulierten Wnt/B-Catenin Signaling und der Idiopathischen pulmonalen Fibrose
nochmals bekraftigt. Interessanterweise war die Lokalisation des B-Catenins in Zellen von
COPD-Lungen am haufigsten basolateral, was darauf hinweist, dass der Signalweg inaktiv ist.
Tatsachlich zeigte der Vergleich in den Spenderlungen eine vermehrt nukleére Lokalisation

von (-Catenin, welches eine auf erhdhte Aktivitat hindeutet. Zur weiteren Abklarung und
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Aufklarung der Wirkung des Wnt/B-Catenin Signalwegs in der Entwicklung emphysematischer
Lungen wurden zwei Mausmodelle (CS und Elastase) zur Induktion einer Lungenschadigung
etabliert. Hier wurde beobachtet, dass es in beiden Lungenschadigungsmodellen schon nach
einem Tag zu einer verringerten Expression sowohl der oben beschriebenen Liganden als
auch der (Ko)Rezeptoren kam. Die Expression von Zielgenen des Signalwegs, wie der
Fibroblasten growth factor (FGFR) oder Axin1 und 2, waren bei den emphysematischen
Mausen ebenfalls herunterreguliert. Begleitend konnte man eine Zunahme des
Lungenemphysems und eine Abnahme der Lungenfunktion beobachten. Letztlich konnte im
induzierten Lungenschadigungsmodell durch Verwendung des Wnt/B-Catenin Agonisten LiCl
festgestellt werden, dass nicht nur eine Verbesserung der Lungenfunktionsparameter auftrat,

sondern auch ein Ruckgang der emphysembedingten distalen LufteinschlUsse. [54]

In einer weiteren Studie von Hoeke et al. bezuglich des Einflusses des Wnt/B-Catenin
Signalings auf die Entstehung der COPD wird vermutet, dass ein Wechsel von kanonischer
zu nicht-kanonischer Aktivierung des Signalwegs in den zellularen Crosstalk eingreift und
dadurch die Regenerationsfahigkeit der Alveolarzellen beeintrachtigt, was zur
Emphysembildung fuhrt. Hierbei wurde die nicht-kanonische Aktivierung des Wnt/B-Catenin
Signalwegs durch den Wnt-Liganden Wnt5a induziert und die Auswirkungen auf das
Lungengewebe im Mausmodell beobachtet. Wnt5a scheint hierbei in der Entstehung der
COPD insoweit relevant zu sein, als dass es die kanonische Aktivierung des Signalweges,
welche Reparaturmechanismen in den Alveolarepithelzellen als auch die Differenzierung von
Alveolarzellen Typ Il zu Typ | [35] anst63t, minimiert und so zur Emphysementstehung in den
distalen Lungenabschnitten beitragt. Dementsprechend fuhrte die vermehrte Expression von
Wnt5a zu einem Fortschreiten des Emphysems und die verminderte Sekretion zu einer

Verbesserung. [4]

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Einfluss des Wnt/B-Catenin auf die Entwicklung
der Lungen als auch bei der Entwicklung von chronischen Lungenerkrankungen einen grof3en
Stellenwert hat. Interessanterweise gibt es auch hier Unterschiede in der Art der Aktivierung
des Signalwegs. So hat eine Ubermaflige Inhibition (nicht-kanonische Aktivierung) eine
verminderte Regenerationsfahigkeit und Emphysembildung zur Folge, wohingegen die
kanonische Aktivierung, ahnlich wie bei der Nierenfibrose, zu uberschieRenden

Reparaturmechanismen und der Entstehung einer Fibrose fiihrt. [54][4][22][101]
9.1.6 Zusammenhang zwischen COPD und CKD

Die COPD und die CKD sind sich in ihrer pathophysiologischen Beziehung sehr ahnlich und
weisen auch eine grofle Anzahl gemeinsamer Komorbiditdten auf. Diabetes Mellitus und

arterielle Hypertonie sind haufige Ursachen einer CKD [79] und werden ebenfalls bei vielen
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Patienten mit COPD [27] diagnostiziert. Beide Erkrankungen haben unabhangig voneinander

Einfluss auf den Gefalistatus und die Ausbildung (kardio)vaskularer Folgeerkrankungen [21].

Erkrankungen des Gefallsystems, wie KHK und pAVK, sind hierbei haufig zu finden. Weiterhin
sind sowohl COPD als auch CKD mit der Ausbildung eines proinflammatorischen Mikromilieus

assoziiert, welches die Progression beider Krankheiten weiter verstarkt [127][125].

Eine bereits etwas altere Studie aus dem Jahr 1992 beschreibt den Zusammenhang zwischen
COPD und einer peripheren Odembildung. Hierbei wurden neun Patienten mit COPD
assoziierten Odemen und 6 Patienten nach Erholung untersucht. Alle Patienten waren
hypoxisch und hyperkapnisch. Es zeigte sich, dass bei normalem Herzzeitvolumen (HZV) und
erhOhten rechtsatrialen als auch pulmonalarteriellen Dricken sowie erniedrigten
GesamtgefalBwiderstdnden eine signifikante Zunahme des Gesamtkdrperwassers, des
extrazellularen Volumens, des Plasmavolumens und des Blutvolumens vorlagen. Die renale
Perfusion war signifikant erniedrigt, aber die eGFR noch normal oder nur maRig reduziert. Die
Konzentrationen von Norepinephrin, Renin, Vasopressin, ANP (atriales natriuretisches Peptid)
als auch Cortisol waren allesamt signifikant erhéht. Nach Rekompensation normalisierten sich
die rechtsatrialen und pulmonalarteriellen Driicke, der GefaRwiderstand normalisierte sich und
die Odeme waren riicklaufig. Hier zeigt sich ein erster Zusammenhang zwischen einer
bestehenden COPD und der Nierenfunktion. [2]

Dabei stellt sich die Frage, ob die sekundare Ausbildung eines pulmonalen Hypertonus
Auswirkungen auf die Nierenfunktion hat. Die oben beschriebene Studie zeigte, dass die
Patienten eine neurohumorale Aktivierung aufwiesen, welche konsekutiv durch
Flussigkeitsretention zu einem pulmonalen Hypertonus fuhrte und damit ebenfalls fur eine

Verschlechterung der Nierenfunktion verantwortlich sein kdnnte.

Wie oben bereits beschrieben, reagieren die renalen TECs sehr sensibel auf eine
Sauerstoffunterversorgung. Es spielt dabei keine Rolle, ob die Hypoxamie durch eine renale
Minderperfusion oder durch ein generell vermindertes Sauerstoffangebot, wie es bei
chronischer Hypoxie der Fall ist, bedingt ist. Ferner ist das Auftreten einer Hypoxie bei COPD
assoziiert mit der vermehrten Ausschittung proinflammatorischer Zytokine [105], welche
ebenfalls im Verdacht stehen, bei der Entstehung vieler Krankheiten (Kachexie, Anamie)
beteiligt zu sein [122] [108].

In einer Studie von van Gestel et al. wurde untersucht, inwieweit die COPD bei
gefalichirurgischen Patienten zur Ausbildung einer CKD beitragt. Beobachtet wurden 3358
Patienten mit diagnostizierter COPD, die sich einem gefalichirurgischen Eingriff im Zeitraum
von 01/1990-12/2006 unterzogen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die COPD mit
einem moderaten Risiko fur das Auftreten einer CKD assoziiert war. Auflerdem wurden

moderate und schwere Falle von COPD unabhangig voneinander mit einem hoheren
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Mortalitatsrisiko im Langzeit Follow-up bei Patienten mit pAVK und CKD in Verbindung
gebracht. Die Autoren der Studien mutmalRen, dass die bereits bekannte systemische
Inflammation bei COPD nicht nur Auswirkungen auf die Progression der Erkrankung selbst
hat, sondern auch Einfluss auf das kardiovaskulare System nimmt. Eine der Uberlegungen
bezieht sich auf eine Studie von Iwamato et al., wo ein Zusammenhang zwischen einer
Atemwegsobstruktion (Atemflussreduktion) und einer zunehmenden Dicke der Intima der A.
carotis bei Rauchern im Vergleich zu Kontrollrauchern ohne Atemwegsobstruktion und

Nichtrauchern gefunden wurde [50].

Dadurch ergibt sich die Frage, ob die starkere Expression proinflammatorischer Zytokine bei
COPD, wie TNF-q, IL-6, IL8 und IL-1B, auch bei der Schadigung von Blutgefalien eine Rolle
spielt. Dies konnte zu atherosklerotischen Veranderungen und damit auch zu einer renalen

Minderperfusion und der Ausbildung einer CKD fihren. [111]

Eine Akkumulation proinflammatorischer Zytokine ist ebenfalls bei der CKD beschrieben [125],
sodass sich die Gegenfrage ergibt, ob die Inflammation bei COPD Patienten durch die COPD
verstarkt wird. Diese Uberlegung deckt sich mit den Ergebnissen dieser Dissertation, wo in
den Tierexperimenten das gleichzeitige Auftreten von COPD und CKD mit einer starkeren
proinflammatorischen Reaktion einherging als dies bei isolierter Organschadigung der Fall

war.

9.1.7 Therapeutische Ansatzpunkte durch Modulation des Wnt/B-Catenin
Signalwegs

Seit der Entdeckung der Wnt-Familie im Jahre 1982 durch Nusse et al. nimmt das Interesse
der Forschung am Wnt/B-Catenin Signalweg kontinuierlich zu. Die Wichtigkeit und das
Ausmal des Einflusses des Wnt/B-Catenin Signalwegs auf die Entstehung und Progression
von Erkrankungen ist gro3 und deswegen ist der Signalweg auch ein attraktives Ziel fur eine
medikamentdse Therapie. Die meisten aktuellen Therapieansatze zur Modulation des
Signalwegs werden bei Krebserkrankungen erforscht [86], da sich auch die meisten
Forschungen auf die Entstehung von Krebs im Zusammenhang mit dem Wnt-Signaling
konzentrieren. Durch die beschriebenen vielfaltigen Interaktionen des Signalwegs bei der
Entstehung von Krankheiten sowie die unterschiedlichen Aktivitatsmuster bei verschiedenen
Entitaten ware es vermutlich nicht sinnvoll, eine generelle Inhibition/Aktivierung des
Signalwegs anzustreben, da so auch potentiell positive Effekte durch das Wnt-Signaling
verhindert werden wurden. Es existiert eine Vielzahl von Molekilen, welche die Aktivitat des
Wnt/B-Catenin Signalwegs beeinflussen kdnnen und es gibt zu Forschungszwecken mehrere

Moglichkeiten einer zielgerichteten pharmakologischen Intervention [99].
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Porcupine-Inhibitoren

LGK974, Wnt974, ETC-159

Whnt5a-Mimetika

Foxy5

Anti-FZD-Antikorper

OTSA101, OMP-18R5

sFZD Decoy Rezeptor

OMP54F28

DVL-Inhibitoren

3289-8625, PEN-N3, FJ), NSC668036

GSK3B-Inhibitoren

Lithium, CT99021, BIO

Axin-Inhibitoren

SKL2000

C1-Inhibitoren

IC261, Pyrvinium

TCF-LEF-Inhibitoren

PRI-774, NCO043, BC2, PNU-7465431,
PFK115-584, CGP049090, PFK118-310,
ICG-001

[B-Catenin-Inhibitoren

COX-Inhibitoren

LRP5/6-Inhibitoren

Salinomycin, Niclosamid, Silibinin, Rottlerin

Anti-Sklerostin-Antikérper

Romosozumab

Tabelle 18: Medikamentdse Effektoren des Wnt/B-Catenin Signalwegs.
Entnommen aus: Schunk SJ, Floege J, Fliser D, Speer T (2020) WNT—3-catenin signalling — a versatile player in

kidney injury and repair. Nat Rev Nephrol [99].

Derzeit ist fur den Klinischen Gebrauch nur der Sklerostin-Antikbrper Romosozumab

zugelassen. Hierbei handelt es sich um einen monoklonalen Antikorper, welcher zur Therapie

der Osteoporose bei postmenopausalen Frauen eingesetzt wird. [24]

Die Vielfaltigkeit der Wirkungen des Signalweges machen es insgesamt kompliziert, eine

pharmakologische Therapie zu etablieren, allerdings sind die Moglichkeiten einer partiellen

Beeinflussung des Signalwegs durch die Aktivierung oder Inhibition einzelner Signalmolekule

mdglich und ein vielversprechender Ansatz. [99]

Hier laufen aktuell einige klinische Studien, deren Ergebnisse neue Erkenntnisse Uber die

Modulation des Wnt/B-Catenin Signalweges liefern werden.
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9.1.8 Ausblick

Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass ein pathophysiologischer
Zusammenhang zwischen Entstehung und Progression von Lungen- und Nierenerkrankungen
besteht. Durch die Etablierung des kombinierten Rauch-CKD Modells kénnen die
pathophysiologischen Einflisse der Lunge auf die Niere und umgekehrt in weiteren Studien
untersucht und aufgeklart werden. Bei dieser reziproken Organschadigung scheint DKK3 eine

wichtige Rolle zu spielen.

Die Identifikation von COPD Patienten, die gefahrdet sind, eine Exazerbation ihrer COPD als
auch eine Verschlechterung der Nierenfunktion zu erleiden, mittels DKK3 als pradiktiven
Marker, ist moglicherweise ein erster Schritt, um eventuelle praventive MalRnahmen
einzuleiten und eine Verschlechterung der Lungen- und/oder Nierenfunktion zu verhindern.
Weiterhin sind mehr Studien notwendig, um die genauen Funktionen des Wnt/B-Catenin
Signalweges in Bezug auf die Entstehung von Fibrose der Lungen und Nieren zu untersuchen.
In diesem Zusammenhang ist auch seine Modulation durch z.B. Proteine der Dickkopffamilie,

auch im pharmakologischen Sinne, von grof3em Interesse.
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