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3 Zusammenfassung

Wissenschaftlicher Hintergrund:

Eine Stérung der Integritat der endothelialen Barriere in der Mikrozirkulation
spielt eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der Sepsis und tragt tUber ein
vaskulares Leck und folgenden Mikrozirkulationsstérungen zu der Entstehung
von Organdysfunktionen bei. Im Koérper zeigt das Endothel im physiologischen
Zustand relevante phanotypische Variationen zwischen Makro- und
Mikrozirkulation sowie zwischen den unterschiedlichen Organen. Das akute
Nierenversagen tritt haufig bei Sepsis auf und ist mit einer erhdhten Mortalitat
assoziiert. Eine Schadigung des glomerularen Endothels ist dabei ein
auslésender Faktor flr das akute Nierenversagen in der Sepsis.
Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein korpereigenes bioaktives Sphingolipid,
welches - vermittelt Uber den G-Protein gekoppelten S1P-Rezeptor 1 (S1P4) -
stabilisierend auf die endotheliale Barriere wirken kann. Das Kklinisch
zugelassene S1P-Analogon FTY720 (Fingolimod, Gilenya®) kann wie S1P
stabilisierend auf die endotheliale Barriere wirken, bindet dabei auch an S1P;
und fuhrt zu einer Reduktion dessen Oberflachenexpression. Praklinische
Studien haben gezeigt, dass S1P die AMP-abhangige Kinase (AMPK) im
makrovaskularen Endothel phosphoryliert und dass AMPK schiitzend auf das
Endothel unter Inflammation wirken konnte. Dieser S1P-AMPK-
Signaltransduktionsweg und dessen funktionelle Rolle fur die Stabilisierung des
glomerularen Endothels bei Inflammation wurde bisher noch nicht untersucht.
Fragestellung:

Ziel dieser Promotionsarbeit war es in murinen glomerularen Endothelzellen
(GENnC) zu untersuchen, ob der S1P-AMPK-Signaltransduktionsweg in einem
In-vitro-Modell einer inflammatorischen Barrierestérung schitzend auf die
endotheliale Barriere wirkt. Dazu sollte zunachst das In-vitro-Modell etabliert
werden, um dann die Wirkung von FTY720 auf dieses Modell zu evaluieren.
Zudem sollte die FTY720 Aktivitat in vitro untersucht und der S1P-AMPK-
Signaltransduktionsweg erstmals in GEnC nachgewiesen werden. Parallel zu
dieser Promotionsarbeit wurde eine weitere Studie mit humanen
mikrovaskularen Endothelzellen (HMEC-1) durchgefihrt, um
endothelphanotypspezifische Unterschiede darzustellen.



Methodik:

Um eine Inflammation in vitro zu simulieren, wurde ein inflammatorischer
Stimulus (LPS+Cyt) aus LPS, TNF-a, IL-6, IL-13 und IFN-y verwendet.
Veranderungen in der Barrierefunktion des Endothels wurden durch elektrische
Impedanzmessungen (ECIS) quantifiziert. GEnC wurden im ECIS-System mit
dem LPS+Cyt und 1 uyM FTY720 ko-stimuliert. Um die FTY720-Aktivitat zu
untersuchen, wurde die Rezeptorexpression des S1P;y nach FTY720-
Stimulation mittels Durchflusszytometrie analysiert. Die AMPK-Aktivitat nach
S1P-Stimulation (1 uM) wurde in den GEnC mittels Immunoblotting untersucht.

Ergebnisse und Diskussion:

LPS+Cyt fuhrte in drei unterschiedlichen Konzentrationen zu einer signifikanten
Verminderung der Barrierefunktion. Der Beginn dieser Barrierestérung war
dabei konzentrationsabhangig. Die Barrierestorung war durch den Austausch
des Kulturmediums der inflammatorisch stimulierten Zellen reversibel. Die
gleichzeitige Applikation von FTY720 und LPS+Cyt hatte keinen signifikanten
Effekt auf die endotheliale Barrierestérung. Eine FTY720-Stimulation flhrte zu
keiner Reduktion der S1P¢-Expression, dies spricht gegen eine S1P¢-Bindung
und moglicherweise fur eine fehlende Wirkung von FTY720 in den GEnC. Im
Immunoblotting konnte fir keinen der Stimulationszeitraume ein signifikanter
Aktivitatsanstieg der AMPK nach Stimulation mit S1P in den GENnC
nachgewiesen werden.

Schlussfolgerungen und Ausblick:

In dieser Arbeit wurde erfolgreich ein In-vitro-Inflammationsmodell des murinen
glomerularen Endothels etabliert. Dieses konnte flr weitere Testungen
therapeutischer Strategien genutzt werden. FTY720 wird in vitro durch die
GENnC mdglicherweise nur unzureichend aktiviert oder zeigt eine reduzierte
Wirkung auf das glomerulare Endothel. Weitere Studien sollten mittels Gen-
und Proteinexpressionsanalysen prifen, ob die fir die FTY720-Aktivierung
bendtigte Kinase in den GEnC exprimiert wird. Die parallele Studie mit HMEC-1
zeigte eine fruhe AMPK-Aktivierung nach S1P-Stimulation. Eine mogliche
endothelzelltypspezifische Auspragung des S1P-AMPK-
Signaltransduktionsweges sollte bei weiteren Untersuchungen beachtet

werden.



4 Einleitung
4.1 Sepsis

Sepsis wird seit 2016 als eine lebensgefahrliche Organdysfunktion aufgrund
einer fehlregulierten Wirtsantwort auf eine Infektion definiert (Singer et al.
2016). Trotz des fortschrittlichen Gesundheitssystems in Deutschland verliefen
von den rund 300.000 Sepsis-Fallen im Jahr 2013 knapp 70.000 tddlich.
Besonders haufig betroffen von einer Sepsis sind Neugeborene sowie die
Bevolkerung in der Altersgruppe der uber 80-Jahrigen (Fleischmann et al.
2016).

Die Pathophysiologie der Organdysfunktionen in der Sepsis ist komplex und bis
heute noch unzureichend verstanden. Als Ursache wird eine Infektion gesehen,
bei der Mikroorganismen in den Korper eindringen, von diesem detektiert
werden und eine lokale Entzindungsreaktion auslosen. Im Falle einer Sepsis
gerat diese Immunantwort auf3er Kontrolle und es entsteht eine dysregulierte
systemische Inflammationsreaktion. Diese dysregulierte Inflammationreaktion
fuhrt u. a. zu Gerinnungsstérungen mit Mikrothromben und einer endothelialen
Dysfunktion mit einer Storung der endothelialen Barrierefunktion (Ertmer und
Rehberg 2016). Eine dadurch bedingte Stérung der Mikrozirkulation ist einer
der zentralen Ausloser des septischen Organversagens (Sakr et al. 2004).

Eine frihe Erkennung, schnelle und breite Antibiotikatherapie sowie eine zligige
Flissigkeitszufuhr stehen heute im Mittelpunkt der Sepsis-Therapie (Reinhart et
al. 2010, Burrell et al. 2016). Treten schwere Organdysfunktionen auf, wird
jedoch oft unausweichlich eine intensivmedizinische Betreuung notwendig.
MalRnahmen wie eine Katecholamintherapie zur Kreislaufstabilisierung,
Beatmung sowie Dialyse sind von supportiver Natur, aber meist die einzige
Méglichkeit das Leben zu erhalten (Rhodes et al. 2017). Da die Testung neuer
therapeutischer Ansatze direkt im Menschen aus ethischen Grinden nicht
moglich ist, werden haufig zunachst Tiermodelle der Sepsis genutzt, um die
Wirkung auf das systemische Krankheitsbild zu untersuchen. Molekulare
Wirkungsweisen und Zielstrukturen moglicher Therapien werden weiterhin in
vitro in Zellkulturmodellen genauer untersucht. Da speziesspezifische

Unterschiede zum Mensch bestehen kdnnen, ist es wichtig Mechanismen auf



molekularer Ebene in humanen Zelllinien sowie Zelllinien aus der

Versuchstierspezies zu untersuchen und vergleichen (Lewis et al. 2016).

4.1.1 Die endotheliale Barriere in der Sepsis

Ein zentraler Mechanismus in der Pathogenese des septischen
Organversagens ist die endotheliale Dysfunktion (Ince et al. 2016). Das
Endothelium formt als Innenauskleidung der Blutgefalle eine selektive,
semipermeable Barriere zwischen der Zirkulation und den umgebenden
Geweben (Radeva und Waschke 2017). Fur die Aufrechterhaltung dieser
Barriere spielen die an das Zytoskelett der Endothelzellen gebundenen Zell-Zell
Kontakte eine tragende Rolle. Zu diesen Zell-Zell-Kontakten gehoren die
sogenannten Adhasionskontakte (englisch adherens juntions) und die Zonula
Occludens (englisch tight junctions, Ubersetzt ,dichte Verbindung“) welche im
interzellularen Raum den parazellularen Weg zwischen den Zellen regulieren
(Radeva und Waschke 2017). Weiterhin sind die Endothelzellen und vor allem
die interzellularen Raume von einer negativ geladenen Glykokalyxschicht, u. a.
bestehend aus Glykoproteinen und Glykolipiden, bedeckt (Radeva und
Waschke 2017). Diese Schicht ist ein wesentlicher Bestandteil der
endothelialen Barriere und verhindert u. a. die Adhasion von Leukozyten und
Thrombozyten an das Endothel (Radeva und Waschke 2017). Im Korper ist das
Endothel keineswegs uniform, sondern zeigt phanotypische Variationen
zwischen u. a. Makro- und Mikrozirkulation sowie zwischen den vaskularen
Betten der verschiedenen Organe. So kann das Endothel entsprechend der
Funktion des zu versorgenden Gewebes fenestriert, kontinuierlich oder
diskontinuierlich sein (Aird 2012). Die Funktion des Endothels ist nicht auf die
Bildung einer selektiven Barriere beschrankt; ihm kommen aktive Rollen in
Gerinnung, Inflammation, Immunitat sowie lokaler und systemischer Sekretion
von Botenstoffen zu (Michiels 2003).

In der Sepsis sind fast alle Funktionen des Endothels gestért. Die
antikoagulatorisch wirkende Zelloberflache nimmt einen gerinnungsférdernden
und Fibrinolyse-hemmenden Zustand an. Dies fuhrt zu der Entstehung von
Mikrothromben bis hin zur disseminierten intravasalen Koagulation (DIC) mit
resultierender Hypoperfusion der Mikrozirkulation (Opal und van der Poll 2015).
Durch den Abbau der schutzenden Glykokalyxschicht und der Aktivierung des



Endothels durch inflammatorische Zytokine werden diverse Adhasionsmolekule
prasentiert, welche die Bindung von Leukozyten fordern. Dies fuhrt zu einer
Verstarkung der lokalen Inflammation und die folgenden Mechanismen der
Immunzellinvasion schadigen die endotheliale Barriere direkt (Ince et al. 2016).
Lipopolysaccharid (LPS) und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) verstarken die
endotheliale Permeabilitét Uber einen Abfall des intrazellularen cyclischen AMP-
Spiegels und die reduzierte  Aktivitat der  kleinen = GTPase
(Guanosintriphosphatase, Synonym: G-Protein) Rac-1 (Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1). Dies fuhrt zu einer Veranderung der Zell-Zell-
Kontakte sowie einer Kontraktion des Zytoskeletts (Schlegel et al. 2009,
Schlegel und Waschke 2009). Die massive Permeabilitatserhhung der
endothelialen Barriere fuhrt zu einem vaskularen Leck und weitreichenden
Gewebeddemen. Dies komprimiert die Mikrozirkulation und erschwert die
Sauerstoffdiffusion ins Gewebe, welches letztendlich das septische

Organversagen begunstigt (Opal und van der Poll 2015).

4.1.2 Akutes Nierenversagen in der Sepsis

Akutes Nierenversagen ist definiert als ein Serumkreatinin-Anstieg von mehr als
26,5 ymol/l in 48 Stunden, ein Anstieg des Serumkreatinins um mehr als das
1,5-fache Uber den Ausgangswert der letzten sieben Tage oder einem Abfall
der stundlichen Urinmenge unter 0,5 ml pro Kilogramm Korpergewicht flr 6
Stunden (KDIGO 2012). Bei mehr als der Halfte der Patienten auf
Intensivstationen weltweit tritt ein akutes Nierenversagen auf, welches mit einer
erhdohten Mortalitdt und Iangerem Krankenhausaufenthalt einhergeht (Hoste et
al. 2015). Als haufigster Ausloser fur das akute Nierenversagen in dieser
Patientengruppe wurde, noch vor Hypovolamie und Medikamenten, eine Sepsis
identifiziert (Hoste et al. 2015). In einer Studie auf deutschen Intensivstationen
hatten Patienten mit einer Sepsis, die mit dem Auftreten von akutem
Nierenversagen einherging, eine signifikant héhere Krankenhausmortalitat
(67,3 %), als solche mit einer Sepsis ohne akutes Nierenversagen (42,8 %)
(Oppert et al. 2008).

Die Entstehung eines akuten Nierenversagens im Rahmen einer Sepsis ist
komplex. Oft wird eine Stérung der Makrozirkulation und folgend eine globale



Hypoperfusion der Niere fur die renalen Schadigungen verantwortlich gemacht
(Di Giantomasso et al. 2003). Fur ein multifaktorielles Geschehen spricht
jedoch, dass in septischen Patienten ein akutes Nierenversagen trotz eines
normalen oder erhdhten renalen Blutflusses im Rahmen der haufig
hyperdynamen Zirkulation entstehen kann (Brenner et al. 1990). Wahrend gute
Messungen der renalen Zirkulation bei Sepsis im Patienten rar sind, wurde in
einigen Tiermodellen der Sepsis ein akutes Nierenversagen trotz eines
normalen oder erhdhten renalen Blutflusses nachgewiesen (Di Giantomasso et
al. 2003, Langenberg et al. 2007). Ferner zeigte sich eine erhdhte
mikrovaskulare Permeabilitat in der Niere, welche mit einem Anstieg der
renalen Retentionsparameter einherging (Wang et al. 2015). Histologische
Schnitte der Niere von Mensch (post mortem) und Tier wiesen nur fokal
morphologische Veranderungen, wie u. a. tubuldre Nekrosen, auf, welches
gegen ein rein ischamisches Geschehen beruhend auf
Makrozirkulationsstorungen spricht (Takasu et al. 2013, Maiden et al. 2016).
Insgesamt lasst dies auf einen multifaktoriellen Mechanismus des septischen
Nierenschadens schlieen, in dem die Dysfunktion des renalen Endothels und
die folgende Stérung der Mikrozirkulation eine tragende Rolle spielen (Ince et
al. 2016).

4.1.3 Das glomeruldre Endothel in der Sepsis

Die Mikrozirkulation der Niere weist die Besonderheit auf, dass sie aus zwei
Kapillarsystemen besteht. Dem glomerularen Kapillarsystem mit seiner
Filtrationsfunktion im Glomerulus folgt das peritubulare Kapillarsystem, welches
am tubularen Transport teilnimmt (Satchell und Braet 2009).

Das Endothel des glomerularen Kapillarsystems bildet mit den Podozyten und
einer gemeinsam produzierten Basalmembran die sogenannte glomerulare
Filtrationsbarriere  (Blut-Harn-Schranke, Abbildung 1). Die glomerularen
Endothelzellen zeigen dabei einen spezifischen morphologischen Phanotyp mit
Fenestrationen und einer sie bedeckenden, negativ geladenen
Glykokalyxschicht. Diese erlaubt eine selektive Filterung von kleinen Molekulen

sowie Wasser (Primarharn) in den Tubulus und verhindert die Passage von



grolRen negativ geladenen Plasmaproteinen wie Albumin oder Erythrozyten
(Satchell und Braet 2009).

Primarharn Tubulus
Q Q Basalmembran
| : / Podozyt
Blut /\ _
Endothelzelle
Fenestrationen

Glomerulare Clykokalyx —
Kapillare L

Abbildung 1: Schematische Darstellung der glomeruldren Filtrationsbarriere. Gezeigt ist eine
glomeruldre Kapillare ausgekleidet mit fenestrierten Endothelzellen, eine sie bedeckende
Glykokalyxschicht, die Basalmembran sowie Podozyten. Uber diese Barriere wird aus dem Blut der

Priméarharn in den Tubulus filtriert.

Neben dem Endothel der systemischen Zirkulation ist auch das glomerulare
Endothel von einer Schadigung im Rahmen einer Sepsis betroffen. Mehrere
Studien konnten in septischen Patienten eine Mikroalbuminurie nachweisen,
was flr eine pathologisch erhdhte Permeabilitdt des glomerularen Endothels
sprechen kénnte (De Gaudio et al. 2000, Bhadade et al. 2014). Diese erhohte
Albuminausscheidung korrelierte positiv. mit dem haufig zur klinischen
Einschatzung von septischen Organdysfunktionen genutzten SOFA-Score
(Sepsis-related organ failure assessment score) (De Gaudio et al. 2000). Auch
in einem Sepsis-Modell in Ratten liefl3 sich eine Albuminurie mit Veranderungen
der glomerularen Filtrationsbarriere beobachten. Im Rahmen dieser Studie
konnte zudem eine Veranderung sowie ein Verlust der glomerularen
Glykokalyxschicht in der Sepsis beobachtet werden, womit diese Albuminurie
erklart wurde (Adembri et al. 2011).



TNF-a wurde als einer der Mediatoren des septischen Nierenschadens
identifiziert (Cunningham et al. 2002, Xu et al. 2014). Ein durch LPS in Mausen
ausgeldstes akutes Nierenversagen fiuhrte zu pathologischen Veranderungen
im glomerularen Endothel. In TNF-Rezeptor 1 defizienten Mausen wurden
diese Veranderungen reduziert, welches zu einer besseren Nierenfunktion
fuhrte (Xu et al. 2014). TNF-a verursachte in Kkultivierten glomerularen
Endothelzellen eine interzellularer Spaltbildung. Diese entstanden durch
Veranderungen im Zytoskelett und einem Abbau der Zell-Zell-Kontakte (Xu et
al. 2015). Dies verdeutlicht eine Beteiligung des glomerularen Endothels in der
Pathogenese des septischen Nierenschadens. Eine Intervention zum Schutz
des glomerularen Endothels in der Sepsis kdnnte folglich die renale Funktion
verbessern und die mit dem akuten Nierenversagen assoziierte erhohte

Morbiditat und Mortalitat reduzieren.

4.2 Sphingosin-1-Phosphat

Sphingosin-1-Phosphat (S1P) ist ein kdrpereigenes bioaktives Sphingolipid und
spielt eine Rolle bei der Proliferation, dem Uberleben und der Migration von
Zellen (Xiong und Hla 2014). Weiterhin wurde eine stark stabilisierende
Wirkung von S1P auf die endotheliale Barriere beschrieben (Xiong und Hla
2014). S1P entsteht aus Sphingosin, welches durch die Sphingosin Kinasen 1
und 2 (SPHK 1/2) zu S1P phosphoryliert wird. Dies geschieht zum einen
intrazellular, jedoch wird die SPHK 1 auch ins Plasma sekretiert und kann dort
S1P produzieren (Venkataraman et al. 2006). Sphingosin wird durch den Abbau
von Ceramid gebildet. Ceramid wiederum kann u. a. aus Sphingomyelin, ein
Bestandteil der Plasmamembranen, gebildet werden. Fir den Abbau von S1P
sind mehrere Enzyme verantwortlich: Die S1P-Lyase (S1PL) degradiert S1P
unwiederbringlich, die zwei Isoformen der S1P-Phosphatase (SPP 1/2) und die
drei Lipid-Phosphat-Phosphohydrolasen (LPP 1-3) dephosphorylieren S1P
zurlick zu Sphingosin. Da bis auf LPP 1 und LPP 3 alle Enzyme intrazellular
lokalisiert sind, kdnnen nur diese zwei Enzyme extrazellulares S1P abbauen
(Ksiazek et al. 2015).
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Abbildung 2: Ubersicht iiber den Sphingosin-Metabolimus. S1P: Sphingosin-1-Phosphat, SMase:
Sphingomyelinase, SM-S: Sphingomyelin-Synthase, CDase: Ceramidase, Cer-S: Ceramid-Synthase,
SPHK 1/2: Sphingosinkinase 1 und 2, SPP 1/2: S1P-Phosphatase 1 und 2, LPP 1-3: Lipid-Phosphat-
Phosphohydrolase 1 bis 3, S1PL: S1P-Lyase (Modifiziert nach Ksiazek et al. 2015).

S1P ist hauptsachlich im Blut und der Lymphe vorhanden (Hla et al. 2008).
Dagegen finden sich im Interstitium vergleichsweise niedrigere Konzentrationen
(Hla et al. 2008). Dies bedingt einen S1P-Gradienten, welcher durch die
unterschiedliche Expression der oben beschriebenen S1P-synthetisierenden
und -abbauenden Enzyme in Gewebe und Zirkulation aufrechterhalten wird (Hla
et al. 2008).

Im Blut sind Erythrozyten flr den Grol¥teil des S1P-Spiegels verantwortlich. Sie
stellen ein dynamisches Hauptreservoir dar, indem sie extrazellulares
Sphingosin aufnehmen und zu S1P phosphorylieren, dieses speichern und in
das Plasma abgeben kénnen (Hanel et al. 2007, Bode et al. 2010). In
Erythrozyten fehlen die Enzyme SPP und S1PL des S1P-Abbaus, welches es
ihnen ermdglicht viel S1P zu akkumulieren (Ito et al. 2007). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass Plasma-S1P-Werte stark mit der Anzahl gemessener
Erythrozyten korrelierte (Selim et al. 2011). Erythrozyten wird somit eine
zentrale Rolle in der Aufrechterhaltung des Plasma-S1P-Spiegels
zugesprochen (Hanel et al. 2007). Auch Thrombozyten kdénnen S1P
produzieren, speichern und nach Stimulation abgeben (Tani et al. 2005).
Obwohl die S1P-Werte im Serum hoher sind als im Plasma zeigten In-vivo-
Versuche, in denen die Thrombozyten-Anzahl molekulargenetisch drastisch
reduzierte wurde, keine signifikante Veranderung der Plasma-S1P-Spiegel
(Venkataraman et al. 2008). Leukozyten besitzen ebenfalls die Moglichkeit S1P
zu produzieren, ihr Beitrag zum Plasma-S1P-Pool ist jedoch vermutlich von nur

untergeordneter Rolle (Ksiazek et al. 2015). Vaskulare Endothelzellen stellen



eine weitere wichtige Quelle des Plasma-S1P-Spiegels dar, welche u. a. nach
Scherbelastung vermehrt S1P abgeben kénnen (Venkataraman et al. 2008).
Dabei kann intrazellular produziertes S1P in Endothelzellen Uber den
Sphingolipid Transporter 2 (SPNS2) in den extrazellularen Raum transportiert
werden (Hisano et al. 2012).

Im Plasma wird S1P hauptsachlich von der Apoliproteinfraktion M (Apo M) des
High-Density-Lipoprotein (HDL) und im geringeren Male von Albumin
gebunden (Winkler et al. 2019). Auch Low-Density-Lipoprotein (LDL) sowie
Very-Low-Density-Lipoprotein (VLDL) konnen als S1P-Trager fungieren, jedoch
in einem weit niedrigeren Ausmal} als Albumin und HDL. Freies S1P macht
hierbei nur einen kleinen Anteil des gesamten S1P-Pools im Plasma aus
(Wilkerson et al. 2012, Murata et al. 2000). Im Plasma hat freies S1P nur eine
sehr kurze Halbwertszeit und wird schnell abgebaut (Kimura et al. 2001).

S1P wirkt intrazellular als sekundarer Botenstoff oder extrazellular Gber die
S1P-Rezeptoren S1P45. Diese sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren, welche
sich jedoch einzeln in der Aktivierung der G-Protein Untereinheiten und
weiteren Signalwegen unterscheiden (Sanchez und Hla 2004). Weiterhin
weisen verschiedene Gewebe variierende Expressionsmuster der 5 S1P-
Rezeptoren auf (Sanchez und Hla 2004). Fur den S1P4 konnte gezeigt werden,
dass eine S1P-Bindung zu einer schnellen Rezeptorinternalisierung flhrte (Liu
et al. 1999). Der Rezeptor wurde jedoch nach ~30 min erneut an der
Zelloberflache exprimiert (Liu et al. 1999).

Im vaskularen Endothel wird vor allem der S1P41 und im geringeren Ausmalf} der
S1P; und S1P3 exprimiert (Xiong und Hla 2014). Es wurde gezeigt das S1P
stark stabilisierend auf die endotheliale Barriere sowohl in vitro (Garcia et al.
2001) als auch in vivo wirkt (Camerer et al. 2009). Dabei verstarkt S1P die
endotheliale Barriere Uber mehrere Wege. Eine S1P-Bindung an den S1P4 fuhrt
zu einem Calcium(Ca®)-Influx in die Zelle, welcher die kleine GTPase Rac-1
aktiviert. Rac-1 fordert daraufhin den Aufbau der Adhasionskontakte und dies
fuhrt zu einem Schlielen der Zell-Zell-Kontakte zwischen den Zellen (Mehta et
al. 2005). Weiterhin phosphoryliert S1P die Myosin-Leichtkettenkinase und
verstarkt so das Kkortikale Aktin-Zytoskelett (Garcia et al. 2001). Dieser
Mechanismus ist ebenfalls von Rac-1 abhangig (Sumida und Stamer 2010).

Zudem werden die fokalen Adhasionen, welche die Endothelzellen an die unter
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ihnen liegende Basalmembran binden, verstarkt (Sun et al. 2009). Alle diese
Mechanismen fuhrten in vitro zu einem rapiden (unter 30 min), kurzen Anstieg
der endothelialen Barrierefunktion, welcher meist Uber wenige Stunden (h)
kontinuierlich abfiel (Garcia et al. 2001, Mehta et al. 2005, Sun et al. 2009). In
Mausen, in denen genetisch Uber ein Rekombinasesystem der Plasma S1P-
Spiegel dauerhaft reduziert war, trat eine erhdhte vaskulare Permeabilitat auf
(Camerer et al. 2009). Zusatzlich fuhrt ein komplettes Ausschalten der SPHK 1
und 2 sowie des S1P1 zu einer gestorten Angiogenese und embryonalen
Letalitat (Mizugishi et al. 2005).

Peng et al. zeigten erstmals in einem murinen Modell des LPS-induzierten
akuten Lungenschadens, dass S1P die vaskulare Leckage in Lunge und Niere
signifikant reduzieren kann (Peng et al. 2004). Tauseef et al. konnten weiterhin
die protektive Rolle von S1P im inflammatorisch induzierten vaskularen Leck
der Lunge festigen (Tauseef et al. 2008). In einem murinen Anaphylaxiemodell
mit reduzierten S1P-Werten, in welchem auch die endotheliale Barriere
inflammatorisch geschadigt war, flhrte eine therapeutische Hebung des S1P-
Plasmaspiegels auch zu einem reduzierten vaskularen Leck (Camerer et al.
2009). Wang et al. konnten in einem Mausmodell zeigen, dass eine Aktivierung
des S1P; die gestorte renale Zirkulation, renale Retentionsparameter sowie
mikrovaskulare Permeabilitat im Rahmen des septischen Nierenschadens
verbesserte (Wang et al. 2015). Weiterhin reduziert S1P in vitro die
Adhasionsmolekul (VCAM-1)-Expression und Monozytenadhasion auf
Endothelzellen nach TNF-a-Exposition (Kimura et al. 2010). Mehrere Studien
zeigen, dass in Patienten mit Sepsis die S1P-Werte im Serum und Plasma
signifikant reduziert sind (Coldewey et al. 2016, Winkler et al. 2015, Winkler et
al. 2019). Dabei korrelierten niedrigere S1P-Werte mit einem schwereren
Krankheitsverlauf und erhéhter Mortalitat (Coldewey et al. 2016, Winkler et al.
2015, Frej et al. 2016, Winkler et al. 2019). Diese Beobachtung lie} sich in
mehreren Sepsis-Modellen in Mausen und Affen reproduzieren (Coldewey et al.
2016, Frej et al. 2016). Dies verdeutlicht die zentrale Rolle von S1P in der
Aufrechterhaltung und Verstarkung der endothelialen Barriere des

Gefalsystems im gesunden und inflammatorischen Zustand.
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4.2.1 S1P-Analogon FTY720

Der Immunmodulator FTY720, auch bekannt unter dem Wirkstoffnamen
Fingolimod (Handelsname Gilenya®), ist das erste klinisch zugelassene
Medikament, welches als S1P-Analogon wirkt. Japanische Wissenschaftler
beschrieben erstmals die immunsuppressiven Wirkungen von Myriocin, ein
Stoffwechselprodukt des Pilzes Isaria sinclairii (Fujita et al. 1994). Aus Myriocin
wurde spater das heute verwendete FTY720 entwickelt (Suzuki et al. 1996).
FTY720 entspricht strukturell dem natirlich vorkommenden Sphingosin. Nach
Aufnahme in den Korper wird die aktive, phosphorylierte FTY720-Form
(FTY720-P) gebildet. Hauptverantwortlich fur diese Phosphorylierung ist die
SPHK 2 und zu einem geringeren Teil die SPHK 1 (Paugh et al. 2003). In vitro
kann FTY720 durch Inkubation mit Endothelzellen zu FTY720-P phosphoryliert
werden (Sanchez et al. 2003). FTY720-P bindet an alle S1P-Rezeptoren auller
dem S1P, (Oo et al. 2007). Seit 2011 ist FTY720 in Europa als
Zweitlinientherapie bei hochaktiver schubférmiger remittierender Multipler
Sklerose (MS) zugelassen. In der Multiplen Sklerose infiltrieren auto-reaktive T-
Lymphozyten das zentrale Nervensystem und attackieren die kdpereigenen
Nervenscheiden, welches zur Entstehung der MS-typischen Symptomatik flhrt
(Chun und Hartung 2010). Lymphozyten folgen dem S1P-Gradienten zwischen
Lymphgewebe und Blut, um in die systemische Zirkulation zu gelangen.
FTY720-P bindet den fur diese Migration bendtigten S1P4 mit hoher Affinitat,
was zu der Internalisierung dieses Rezeptors fuhrt. Im Gegensatz zu der S1P-
Bindung an diesen Rezeptor, wird der S1P1 nach FTY720-P-Bindung degradiert
und nicht an der Oberflache re-exprimiert. Dies sperrt bei Multipler Sklerose die
auto-aggressiven T-Lymphozyten im Lymphgewebe ein und verhindert ihre
Migration in das zentrale Nervensystem (Chun und Hartung 2010, Oo et al.
2007).

Mehrere In-vitro-Studien mit Endothelzellen konnten zeigen, dass FTY720 und
FTY720-P ahnlich wie S1P die endotheliale Barriere im nativen Millieu starken
(Dudek et al. 2007, Camp et al. 2016, Wang et al. 2011, Sarai et al. 2009). Die
Stabilisierung der endothelialen Barriere begann dabei etwas verzdgert und
hielt Ianger an als nach S1P-Stimulation (Dudek et al. 2007, Wang et al. 2011).
FTY720 wirkt dabei im Endothel Uber ahnliche Mechanismen wie S1P Uber
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S1P4 und Rac-1 auf die Zell-Zell-Kontakte (Sarai et al. 2009). Mehrere Arbeiten
zeigten jedoch, dass es einen Mechanismus geben muss, der sich von der
S1P-Wirkung unterscheidet: FTY720 konnte die Barrierefunktion unabhangig
vom S1P; mit ausbleibendem Ca?*-Influx in die Zelle (Dudek et al. 2007), ohne
Beteiligung der kleinen GTPase Rac-1 (Camp et al. 2016) und ohne Einfluss
auf die Adhasionskontakte- und die Zonula Occludens (Wang et al. 2011),
verbessern. In vivo fuhrte FTY720 zu einem reduzierten Plasmavolumenverlust
im Rattenmodell der Sepsis (Lundblad et al. 2013). Weiterhin konnte in Mausen
durch FTY720-Gabe eine durch VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
induzierte verstarkte vaskulare Permeabilitat verhindert werden (Sanchez et al.
2003). FTY720 flhrte zudem zu einem Anstieg der Serum-S1P-Werte und
verbesserte die Herzfunktion in Sepsis-Mausmodellen (Coldewey et al. 2016).
Dies zeigt, dass FTY720 das Potenzial hat, die endotheliale Barriere in
inflammatorischen Zustdnden zu schutzen und ein vaskulares Leck zu
reduzieren. Die Auswirkungen von FTY720 auf die glomerulare
Endothelbarriere im inflammatorischen Zustand in vitro wurden bisher jedoch

noch nicht untersucht.

4.3 AMP-abhangige Kinase (AMPK)

Die AMPK ist eine Serin/Threonin-Kinase, welche in allen Saugetierzellen
exprimiert wird und als zentraler Regulator der zellularen Energiehomdostase
agiert (Hardie und Carling 1997).

Als Antwort auf Zustande, in denen vermehrt ATP in der Zelle verbraucht und
dazu korrelierend der AMP-Spiegel erhdht ist, reduziert die AMPK anabolische
ATP-verbrauchende und verstarkt katabolische ATP-generierende
Stoffwechselvorgange (Hardie 2011). Die AMPK nimmt dabei Einfluss auf den
Lipidstoffwechsel, Glukose-Transporter, Proteinsynthese  sowie  die
mitochondriale Biogenese (Jeon 2016).

Das heterotrimere Protein besteht aus der katalytischen Untereinheit a und den
nicht katalytischen R- und y-Untereinheiten (Stapleton et al. 1997). Jede der
Untereinheiten besitzt spezifische Isoformen, die je nach zellularer und

gewebespezifischer Lokalisation variieren kénnen.
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Die a-Untereinheit besitzt die Isoformen a1 und a2, welche durch Gene
(PRKAA1 und 2) auf unterschiedlichen Chromosomenlokalisationen kodiert
werden (Shirwany und Zou 2014). Wird AMPK phosphoryliert, ist die Kinase
aktiv. Als Aktivierungsstelle, welche phosphoryliert werden muss, wurde
Threonin 172 (Thr 172) auf beiden Isoformen der a-Untereinheit identifiziert
(Hardie 2011). Leber-Kinase B1 (LKB1), Kalzium/Kalmodulin-abhangige
Proteinkinase Kinase 2 (CaMKK2) sowie Transforming growth factor beta-
activated kinase 1 (TAK1) wurden als Kinasen identifiziert, welche Thr 172
phosphorylieren. Die Proteinphosphatasen 2A und 2C (PP2A/2C) und die
Proteinphosphatase Methylesterase 1 (PPME1) hingegen koénnen die
Aktivierungsstelle dephosphorylieren und so die AMPK deaktivieren (Jeon
2016).

Die R-Untereinheit mit ihren Isoformen 1 und 2 (Gene: PRKAB 1,2) kann
Glykogen binden, welches zu einer reduzierten AMPK-Phosphorylierung fuhrt
(McBride et al. 2009). Die y-Untereinheit mit ihren Isoformen 1 bis 3, welche
jeweils durch die Gene PRKAG1-3 kodiert werden, besitzt eine regulatorische
Funktion der AMPK-Aktivierung (Shirwany und Zou 2014). Die y-Untereinheit
kann Adenosinmonophosphat (AMP), Adenosindiphosphat (ADP) sowie
Adenosintriphosphat (ATP) binden. Binden AMP oder ADP an die
y-Untereinheit, verandert die AMPK ihre Konformation, was eine verstarkte
Phosphorylierung und verminderte Dephosphorylierung der Thr 172 Stelle
durch die oben beschriebenen Phosphatasen bewirkt und so die
AMPK-Aktivitat verstarkt. ATP bindet kompetitiv an die y-Untereinheit und
blockiert so die AMP/ADP-Wirkung (Jeon 2016, Gowans et al. 2013).

In Endothelzellen kommen der AMPK noch weitere Funktionen hinzu, die teils
protektiv gegenuber Inflammation wirken. AMPK wirkt als eine Art Redox-
Sensor, der oxidativen Stress durch reaktive Sauerstoffspezies mildern kann.
Oxidativer Stress kann zur Endotheldysfunktion beitragen (Colombo und
Moncada 2009). Zudem kann durch AMPK die endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase (eNOS) direkt phosphoryliert und somit aktiviert werden (Chen et al.
1999, Levine et al. 2007). Die aktivierte eNOS produziert Stickstoffmonoxid
(NO), welches protektive Wirkungen auf das Endothel hat. Diese Wirkungen
werden u. a. durch eine reduzierte Thrombozyten-Aggregation und
Leukozytenbindung vermittelt (Naseem 2005). AMPK wird auch fir die
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Kapillarbildung der Endothelzellen in vitro bendtigt (Levine et al. 2007).
Weiterhin fuhrte eine AMPK-Aktivierung in kultivierten Endothelzellen zu einer
reduzierten  Monozyten-Adhasion und Zelladhasionsmolekul-Expression
(VCAM-1) nach TNF-a-Stimulation (Ewart et al. 2008, Kimura et al. 2010).

In einem Sepsis-Mausmodel flihrte die Vorbehandlung mit dem AMPK-Aktivator
5-Aminoimidazol-4-Carboxamid Ribonucleotid (AICAR) zu einer Reduktion des
septischen Leberschadens, niedrigeren inflammatorischen Zytokinen im Serum,
einer reduzierten Leukozyten-Endothel-Interaktion und einer verbesserten
mikrovaskularen Permeabilitdt (Escobar et al 2015). Die AICAR-
Vorbehandlung flhrte zudem 2zu einer Besserung des septischen
Nierenschadens mit einer Reduktion von pathologisch vermehrten
Fenestrationen im glomeruldren Endothel (Escobar et al. 2015). In LPS-
stimulierten, kultivierten Lungenendothelzellen fihrte eine AMPKa1-Aktivierung
zu einer Verbesserung der reduzierten endothelialen Barrierefunktion (Jian et
al. 2013). In dieser Studie von Jian et al. fuhrte die AMPK-Aktivierung auch zu
einem verbesserten Uberleben und einer reduzierten pulmonalen Schadigung
im Rattenmodell eines Endotoxin-induzierten Lungenschadens (Jian et al.
2013).

4.4 S1P-AMPK Interaktion

Neben der bereits beschriebenen AMPK-Aktivierung durch Veranderungen in
der Energiehomdostase, kénnen auch unterschiedliche Substanzen, wie
beispielsweise Metformin — ein Medikament, welches flir die Behandlung des
Diabetes mellitus eingesetzt wird — die AMPK aktivieren (Jian et al. 2013). S1P
wurde als ein weiterer Mediator der AMPK-Aktivierung identifiziert. Bisher fand
diese Interaktion in drei wissenschatlichen Arbeiten Erwahnung:

Levine et al. beschrieben als erste Gruppe eine Interaktion zwischen S1P und
AMPK (Levine et al. 2007): In Rinderaorten-Endothelzellen konnte dabei
gezeigt werden, dass S1P zu einer verstarkten Phosphorylierung der AMPK mit
einem Maximum nach ungefahr 5 min fuhrte. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass der si (small interfering) RNA-vermittelte Knockdown der AMPK zu einer
verminderten Aktivierung der eNOS und Rac-1 durch S1P flhrte. Zudem wurde
gezeigt, dass die AMPK fur die durch S1P-induzierte Zellmigration bendtigt
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wird. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass AMPK als Vermittler in einem
S1P-aktivierten Signalweg agiert und fur die Aktivierung der Mediatoren der
S1P-Wirkung wichtig ist (Levine et al. 2007).

In einer weiteren Arbeit konnte in Endothelzellen der humanen
Nabelschnurvenen die AMPK-Phosphorylierung durch S1P bestatigt werden
(Kimura et al. 2010). Hier wurde ebenfalls nachgewiesen, dass AMPK flr die
S1P-induzierte Endothelzellmigration bendtigt wird. Zudem vermittelte AMPK
die bereits beschriecbenen S1P-Wirkungen auf die Expression von
Adhasionsmolekilen und die Monozytenadhasion (Kimura et al. 2010).

In der dritten Arbeit konnte in immortalisierten Hamster-Fibroblast-Zellen eine
AMPK-aktivierung durch S1P mit funktionell relevanter Bedeutung gezeigt
werden (Malik et al. 2015). Eine S1P-Stimulation fuhrt zu einem Ca?*-Einstrom
in Endothelzellen (Mehta et al. 2005). Es wird vermutet, dass durch diesen
Einstrom die CaMKKR2 aktiviert wird, welche dann die AMPK phosphoryliert
(Levine et al. 2007, Kimura et al. 2010).

Die hier genannten Studien deuten darauf hin, dass im Endothel ein
S1P/AMPK-Signalweg existiert. AMPK konnte in dieser Interaktion als zentraler
Vermittler der S1P-Wirkungen agieren. Abbildung 3 stellt schematisch die
S1P/AMPK-Interaktion sowie maogliche molekulare Zielstrukturen dar. Diese
Interaktion zwischen S1P und AMPK wurde jedoch bisher nur in Endothelzellen
der Makrozirkulation (Levine et al. 2007, Kimura et al. 2010) und Fibroblasten
nachgewiesen (Malik et al. 2015). In Endothelzellen der renalen
Mikrozirkulation oder anderen mikrovaskularen Versorgungsgebieten wurde
eine Aktivierung der AMPK durch S1P noch nicht untersucht. Weiterhin wurde
die funktionelle Bedeutung dieses mdglichen Signaltransduktionswegs flr die
endothelstabilisierende Wirkung von S1P bisher noch nicht evaluiert. Da sowohl
S1P als auch AMPK schutzende Wirkungen auf das Endothel in Inflammation
haben, konnte dieser Signalweg ein therapeutisches Ziel zur
Endothelstabilisierung in dysregulierten inflammatorischen Zustanden wie der

Sepsis darstellen.
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Abbildung 3: Darstellung eines méglichen S1P/AMPK-Signalwegs mit endothelstabilisierenden
Mechanismen. S1P+: S1P-Rezeptor 1, CaMKKR: Kalzium/Kalmodulin-abhangige Proteinkinase Kinase 2,

Rac-1: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, eNOS: endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase.

4.5 In-vivo- und In-vitro-Beurteilung der endothelialen Barriere

Um pathophysiologische Prozesse sowie therapeutische Strategien zum Schutz
der endothelialen Barriere zu testen, ist es notig diese in experimentellen
Situationen in vivo und in vitro sowie direkt im Patienten zu evaluieren. Bisher
gibt es keine klinisch etablierte Methode, welche es ermoglicht, direkt die
endotheliale Barriere im Patienten zu beurteilen. Klinisch kdnnen weitreichende
Gewebsddeme sowie ein intravasaler Flussigkeitsmangel auf eine Storung der
endothelialen Barrierfunktion hinweisen (Ertmer und Rehberg 2016).

Experimentelle Studien untersuchen die Moglichkeit, die Mikrozirkulation Uber
eine direkte Visualisierung mittels kleiner Mikroskope, beispielsweise in der
lingualen Mukosa, zu evaluieren (De Backer et al. 2002). Die auf diese Weise in
Patienten mit Sepsis detektierbaren Mikrozirkulationsstérungen konnten
reprasentativ eine Dysfunktion des Endothels aufzeigen (De Backer et al.
2002). Weiterhin wurden als Surrogatparameter fur eine Endothelschadigung
Marker im Blut untersucht. So steigen u. a. der Vascular Endothelial Growth

Factor (VEGF) oder Syndecan-1, ein Marker fir einen pathologischen
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Glykokalyx-Abbau, in Zustdnden, welche mit einer endothelialen
Barrierestorung einhergehen, signifikant an (Ince et al. 2016). Beim Sepsis-
induzierten Lungenschaden wurden zudem im Blut zirkulierende Endothelzellen
als Marker fur einen Endothelschaden korrelierend zu der Krankheitsschwere
beschrieben (Moussa et al. 2015). Ein standardisiertes Messverfahren kdnnte
Patienten identifizieren, die eine Intervention zum Schutz der endothelialen
Barriere bendtigen und wirde eine Beurteilung der Effektivitat dieser
Interventionen ermoglichen. Wahrend es im Menschen keine fest etablierte
Methode zum Quantifizieren der Barrierefunktion gibt, kdnnen in Versuchstieren
mehrere Verfahren genutzt werden. Uber die Ratio des trockenen (blutleeren)
zum feuchten Gewicht von entnommenen Organen kdénnen Gewebsdédeme
detektiert werden, die auf einem Zusammenbruch der endothelialen Barriere
beruhen (Jian et al. 2013). Weiterhin kann der Austritt von Albumin-gekoppelten
Farbstoffen (beispielsweise Evan's Blau) aus den Blutgefal3en in das Gewebe
gemessen werden (Escobar et al. 2015). Die Elektronenmikroskopie erlaubt
zudem eine direkte Visualisierung des Endothels und einer moglichen
Spaltbildung in der Endothelbarriere (McDonald et al. 1999). Organe und sogar
einzelne BlutgefaBe koénnen ex vivo oder in situ perfundiert und ein
Zusammenbruch der endothelialen Barriere mit folgendem Anstieg der
vaskularen Durchlassigkeit gezeigt werden (Jian et al. 2013, McDonald et al.
1999).

Um molekulare Zielstrukturen und Mechanismen mdglicher endothel-
schutzender Moleklule zu untersuchen, ist es ndétig, die endotheliale
Barrierefunktion auch in vitro unter kontrollierten Bedingungen zu untersuchen.
Zellkulturmethoden sind weniger aufwandig als Experimente mit Versuchstieren
und ermoglichen daruber hinaus ein Hochdurchsatz-Screening mdglicher
Therapiestoffe (Bischoff et al. 2016). Mehrere Methoden kdnnen hierfir
verwandt werden: Endothelzellen kdnnen auf durchlassigen, pordsen
Zellkultureinsatzen angezichtet werden, welche die Zellkulturvertiefungen in
eine obere und eine untere Kammer unterteilen. Fluoreszenz-markierte
Molekule wie Albumin oder Dextran werden dabei in die obere Kammer
gegeben. Durch das photometrische Quantifizieren des Fluoreszenzsignals in
der unteren Kammer kann die Durchlassigkeit der Endothelzellschicht bestimmt
werden (Bischoff et al. 2016).
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Eine weitere Methode ist das Messen der trans-endothelialen elektrischen
Resistenz (TEER). Auch hier werden die Endothelzellen auf einem
durchlassigen Zellkultureinsatz kultiviert und der elektrische Widerstand der
endothelialen Barriere Uber Elektroden in der oberen und der unteren
Zellkulturvertiefung bestimmt (Stolwijk et al. 2015).

Die neueste Methode quantifiziert die endotheliale Barrierefunktion Uber die
Messung der elektrischen Impendanz der Endothelzellschicht. Dieses in dieser
Arbeit genutzte, sogenannte electric cell-substrate impendance sensing
(elektrische Zell-Substrat Impedanz Messung, ECIS) wurde erstmals 1991
durch Giaver und Keese beschrieben und basiert auf dem Kultivieren von
Zellen auf kleinen gegenuberliegenden Goldelektroden (Giaever und Keese
1991). Diese Goldelektroden kénnen den Widerstand der Zellschicht gegentiber
elektrischen Wechselstromen messen und quantifizieren (ndher beschrieben in
Abschnitt  7.3). Weiterhin  konnen  strukturelle  Veranderungen der
Endothelzellschicht durch das Anfarben u. a. der Zell-Zell-Kontakte sowie des
Aktin-Zytoskelettes mit Fluorescein-markierten Antikorpern direkt mikroskopisch
visualisiert werden (Mehta et al. 2005, Garcia et al. 2001).

Storungen der endothelialen Barriere sind klinisch von hochster Relevanz. Die
beschriebenen Methoden ermdglichen in vitro pathophysiologische Aspekte der
Barrierestorung zu beleuchten und perspektivisch neue therapeutische Ansatze

zur Verbesserung der Barrierefunktion des Endothels zu evaluieren.
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5 Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung der S1P/AMPK-Interaktion fir den
Schutz der Barriere des glomerularen Endothels unter inflammatorischen
Bedingungen in vitro zu untersuchen. Dazu sollte in kultivierten murinen

glomerularen Endothelzellen:

1. ein In-vitro-Modell mittels des ECIS-Systems etabliert werden, bei dem es zu
einer Storung der endothelialen Barriere unter pro-inflammatorischen

Bedingungen kommt,

2. der Einfluss des S1P-Analogons FTY720 auf die Storung der endothelialen
Barriere in diesem Modell unter Verwendung des ECIS-Systems untersucht

werden,

3. der Einfluss von FTY720 auf die S1P-Expression mittels FACS-Analyse

evaluiert werden und

4. die S1P/AMPK-Interaktion mittels Proteinexpressionsanalysen nachgewiesen

werden.

Die Untersuchungen dieser Arbeit konnten Grundlagen fir mdogliche
Therapieansatze zur Stabilisierung des glomerularen Endothels unter
Inflammation liefern. Eine Stabilisierung der glomerularen Endothelbarriere

konnte die Entstehung des akuten Nierenversagens in der Sepsis beeinflussen.
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6 Material
6.1 Chemikalien und Reagenzien

Nachfolgend sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Chemikalien und

Reagenzien aufgelistet (Tabelle 1).

Tabelle 1: Chemikalien und Reagenzien.

Reagenz Hersteller

® . Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg,
Ampuwa™ (Wasser flr Injektionszwecke)
Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
EDTA Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Glycerol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Glycin, 299 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Hanks’ Balanced Salt solution (HBSS) Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland
IGEPAL® CA-630 (NP-40) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Methanol, = 99,9 %, Blotting-Grade Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Methanol, 99,8 % Analytical Grade Serva GmbH, Heidelberg, Deutschland
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

) ) ) Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Pierce™ Detergent Compatible Bradford Assay Kit
Deutschland

Propidiumiodid Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Protease Inhibitor Cocktail Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Quick Start™ BSA Standard Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

SDS, ultra pure, 2 99,5 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TRIS PUFFERAN®, 2 99,9 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TRIS-Hydrochlorid, PUFFERAN®, = 99,9 % Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
TWEEN® 20 Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Western C™ Proteinstandard (Marker) Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
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6.2 Zellkultur

Fir die Zellkultur verwendeten Reagenzien sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

Tabelle 2: Zellkulturreagenzien.

Reagenz

Hersteller

Biotase
Kollagen IV (murin)

DMEM low glucose, pyruvat
Fetales bovines Serum (FBS)

Fibronektin (human)
Ham'’s F12 Nutrient Mix

Penicillin/ Streptomycin

(10x) Trypsin (1:250)/EDTA-L6sung

Merck, Darmstadt, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Gibco, Schwerte, Deutschland
Gibco/Milipore, Schwerte/ Darmstadt,
Deutschland

Biochrome GmbH, Berlin, Deutschland
Gibco, Schwerte, Deutschland

Milipore, Darmstadt, Deutschland
Milipore/Biochrome, Schwerte/ Darmstadt,
Deutschland

6.3 Stimulanzien

In der vorliegenden Arbeit wurden die in Tabelle 3 aufgelisteten Stimulanzien

verwendet.

Tabelle 3: Stimulanzien.

Reagenz Hersteller

AICAR Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
USA

FTY720 Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

IFN-y PeproTech, Inc., Hamburg, Deutschland

IL-1R PeproTech, Inc., Hamburg, Deutschland

IL-6 PeproTech, Inc., Hamburg, Deutschland

LPS (E. coli O111:B4) Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

S1P Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

TNF-a PeproTech, Inc., Hamburg, Deutschland
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6.4 Antikorper

Die verwendeten Primar- und Sekundarantikorper fur FACS- und Immunoblot-

Analysen sind in Tabelle 4 und Tabelle 5 aufgefluhrt.

Tabelle 4: Primarantikorper fiir FACS und Immunoblot.

Antigen Typ (IgG) Verdiinnung Kat.-Nr. Hersteller
AMPK a1/2 Kaninchen, 1:1000 2532 Cell Signaling
polyklonal Technology, Inc.,

Danvers, USA

Phospho-AMPK a  Kaninchen, 1:1000 2531 Cell Signaling

(Thr172) polyklonal Technology, Inc.,
Danvers, USA

S1P1-Rezeptor Kaninchen, 1:250 PA1-1040 Thermo Fisher

(EDG1) polyklonal Scientific, Schwerte,

Deutschland

Tabelle 5: Sekundarantikorper fiir FACS und Immunoblot.

Antigen Typ (IgG) Verdiinnung Kat.-Nr. Hersteller
Anti-Kaninchen Ziege, polyklonal,  1:1000 ab150079 Abcam, Cambridge,
IgG (H+L) Alexa Fluor® 647- England
gekoppelt
Anti-Kaninchen Ziege, polyklonal, 1:15000 2531 Cell Signaling
IgG (H+L) Peroxidase- Technology, Inc.,
gekoppelt Danvers, USA
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6.5 Puffer und Stammilosungen

Tabelle 6 sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Puffer und
Stammldésungen zu entnehmen. Insofern nicht anders beschrieben, wurden alle

Puffer mit Aqua dest. (Millipore, Darmstadt, Deutschland) hergestellt.

Tabelle 6: Puffer und Stammlésungen

Puffer/Stammlésung Rezept
5gBSA
5% BSA in 1x TBS-T
100ml 1x TBS-T
FACS-Puffer 5 % FBS in PBS

1x Protease Inhibitor Cocktail Tablette
gelést in 7,9 ml Aqua dest.
1 mlINaCl 1,5M
Lysepuffer 1 ml Tris/HCI 500 mM pH 8,8
100 pl IGEPAL® CA-630
2,1 mg NaF
1,8 mg NazVO4

50 mM Tris-HCI

2 % SDS

10 % Glycerol

1 % R-Mercaptoethanol
12,5 mM EDTA

0,02 % Bromphenolblau

SDS-Lade-(Laemmli)puffer

60 g Tris
288 g Glycin
10x SDS-Laufpuffer 20g SDS
2000 ml Aqua dest.
pH 8,3

100 ml 10 % SDS
Strippingpuffer 31,25 ml Tris/HCI 0,5 M pH 6,8

337,5 ml Miliporewasser

48 g Tris-HCI
11,2 g Tris
10x TBS 176 g NaCl
2000 ml Aqua dest.
pH 7,6

100 ml 10x TBS
1x TBS-T 900 ml Aqua dest.
1 g TWEEN® 20

40 ml Aqua dest.
Lyse-Waschpuffer 5mINaCl1,5M
5 ml Tris/HCI 500mM pH 8,8
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6.6 Weitere Materialien und Gerate

Laborubliche  Verbrauchsmaterialien, wie  Pipetten,  Pipettenspitzen,
Reagenzgefalle und Handschuhe, wurden von den Firmen Eppendorf
(Hamburg, Deutschland), Greiner Bio-One (Esslingen, Deutschland), Brand®
(Wertheim, Deutschland) und B. Braun Melsungen (Melsungen, Deutschland)
verwendet. Nachfolgend sind weitere verwendete Materialien (Tabelle 7),

Gerate (Tabelle 8) und Programme zur Datenauswertung (Tabelle 9) gelistet.

Tabelle 7: Materialien.

Material

Hersteller

8W10E ECIS Cultureware™ Arrays
Clarity™ Western ECL Substrate
Greiner Bio-One™ PP-Rdhrchen (1,3 ml)

TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit
Trans-Blot® Turbo Mini- Size LF PVDF Membrane
Trans-Blot® Turbo RTA Transfer Kit

Ibidi GmbH, Gréfelfing, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Tabelle 8: Gerite.

Gerat

Hersteller

Axiocam ERc 5s

BD Acurri™ C6 Plus

ChemiDoc™MP Imaging System

ECIS® Z6 System

HERAcell 240 (Brutschrank)

HERAcell VIOS 250i CO2 Incubator (Brutschrank)

Mini-PROTEAN®Tetra System
Neubauer Improved Zahlkammer
PowerPac™Basic

Primovert Mikroskop
Trans-Blot®Turbo™Transfer System
Tecan-i-Reader

Zentrifuge 5430 R

Zentrifuge 5810 R

Zeiss, Jena, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Applied Biophysics Inc., Troy (NY), USA
Heraeus, Hanau, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

VWR International, Darmstadt, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Zeiss, Jena, Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Tecan, Mannerdorf, Schweiz

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Tabelle 9: Software/Programme.

Software/Programm

Hersteller

BD Acurri™ C6 Plus Software
ECIS® Software

GraphPad Prism 7.03

Image Lab™ Software 6.0.1
Microsoft Excel 2010

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Applied Biophysics Inc., Troy(NY), USA
GraphPad Software Inc., San Diego, USA
Bio-Rad, Mlnchen, Schwerte

Microsoft Corporation, USA
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7 Methoden
7.1 Zellkultur
7.1.1 Murine glomerulare Endothelzellen

In der vorliegenden Arbeit wurden konditional immortalisierte murine
glomerulare Endothelzellen (glomerular endothelial cells, GEnC, Abbildung 4),
isoliert aus TsA58-Immorto-Mausen, verwendet (Akis und Madaio 2004). Bei
TsA58-Immorto-Mausen ist das temperatursensitive Simian virus 40 large
Tumor Antigen (ts-SV40 TAg) stabil in das Genom integriert (Jat et al. 1991).
Das ts-SV40 TAg kann nach Isolation der Zellen unter temperaturabhangigen
Konditionen aktiviert werden und blockiert Tumorsuppressorproteine, wie z. B.
p53, welche den Zellzyklus kontrollieren. Dies fuhrt zu einem unbeschrankten
Wachstumspotential und erlaubt es, die Zellen Uber einen langeren Zeitraum zu
kultivieren (Ahuja et al. 2005). Die Zellen wurden durch P. Madaio (Georgia,
USA) isoliert, der Klinik flr Anasthesiologie und Intensivmedizin des
Uniklinikums Jena Ubergeben und mit Erlaubnis von Michael P. Madaio flr die

Experimente der vorliegenden Arbeit genutzt.

Abbildung 4: Reprasentative lichtmikroskopische Aufnahme von GEnC (20 x VergrofRerung).

7.1.2 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden in Dulbecco’s modified Eagels (DMEM) low glucose, pyruvat
Medium mit 23 % Ham’s F-12 Nutrient Mix (Thermo Fisher Scientific), 1 %
Penicillin 10.000 Einheiten/ml mit Streptomycin 10.000 pg/ml (Biochrom GmbH)

sowie 10 % fetalem bovinem Serum (FBS, Biochrom GmbH, hitzeinaktiviert
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1 min bei 56 °C) bei 37 °C und 5 % CO; in feuchter Umgebung kultiviert.
Tabelle 10 gibt eine Ubersicht (iber die genutzten KulturgefaRRe, Zellzahlen und
Volumina von Medium, Trypsin/EDTA (Biochrom GmbH) sowie Waschldsung
(Hanks’ Balanced Salt solution, HBSS, Biochrom GmbH). Alle genutzten
KulturgefalRe bestanden aus Polysterol. Die Oberflachen wurden vom Hersteller
so vorbehandelt, dass diese in Kontakt mit Kulturmedium eine hydrophile und
negativ geladene Flache bilden und eine Adharenz der Zellen an die
Oberflache  ermdglichen. Es  wurde  weiter gepriuft ob  diese
Oberflachenbehandlung fur das Wachstum der GEnC ausreichend ist oder eine
zusatzliche Beschichtung notig ist. Dazu wurden die Wachstumsbedingungen
der Zellen mit und ohne zusatzliche Beschichtung bestehend aus Fibronektin
und Kollagen IV verglichen. Da sich keine Unterschiede zwischen den
Bedingungen beobachten lieBen, wurde auf eine Beschichtung der

Kulturgefale verzichtet.

Tabelle 10: ZellkulturgefaBe und genutzte Volumina. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels

Neubauer Improved Zahlkammer (VWR International) am inversen Lichtmikroskop (Primovert,

Zeiss).
Gefaly Flache Zellzahl Volumen Volumen Trypsin/
Medium HBSS EDTA
T175 175 cm” >10° 25 ml 7 ml 5 ml
T75 75 cm? > 750.000 18 ml 5ml 3ml
T25 25 cm? >50.000 6 ml 1 ml 1 ml
35 mm Dish 9,4 cm? 50.000 2 ml — —
24-Well- 5 ,
,0 CM . e m m V] lolase
Plat 1,8 15.000/Well 1 ml 1 ml PBS 200 pl Biot
atte

7.1.3 Auftauen der Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurde ein bei -160 °C gelagertes Aliquot in einem auf
37 °C erwarmten Wasserbad kurz angewarmt, bis sich das gefrorene Pellet von
den Wanden des Kryovials |6ste. Anschlielend wurde zligig der Inhalt des
Aliquots in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen, in welchem 5 ml des Kulturmediums
vorgelegt waren, dekantiert und 4 min bei 400 rcf und Raumtemperatur

zentrifugiert. Der Medium-Uberstand im Zentrifugenréhrchen wurde abgesaugt
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und das zurlckgebliebene Zellpellet in 5 ml GEnC-Medium resuspendiert.
Diese Zellsuspension wurde in eine T75-Kulturflasche mit 13 ml vorgelegtem
Medium Uberflhrt. Nach 24 h und erfolgreichem Absetzen und Anwachsen der

Zellen wurde das komplette Medium gewechselt.

7.1.4 Passage der Zellen

Nach Erreichen einer Konfluenz von 70-80 % wurden die Zellen passagiert.
Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen kurz mit HBSS durch
leichtes Schwenken gewaschen. Das HBSS wurde anschliellend abgesaugt,
durch Trypsin/EDTA-L6sung ersetzt und fur 4 min bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch leichtes Klopfen auf den
Flaschenboden abgeldst und deren Vereinzelung im Lichtmikroskop Uberpruft.
Zur Inaktivierung des Trypsins wurde Medium in die Kulturflasche gegeben, die
Zellen darin resuspendiert und die gesamte Suspension in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen Uberfihrt. Die Zellen aus der so entstandenen
Zellsuspension wurden nun in eine neue Kulturflasche ausgesat oder fir die
Versuche ausgezahlt. Fur die Versuche wurden Zellen der Passagen 5 bis 10

genutzt.

7.1.5 Kryokonservierung der Zellen

Zur Aufrechterhaltung der Zellkultur in geeigneten Passagen wurden
regelmaldig Zellen kryokonserviert. Dazu wurden vorzugsweise Zellen einer
niedrigen Passage genutzt. Fur die Kryokonservierung wurden die Zellen wie
oben beschrieben kurz mit HBSS gewaschen und nachfolgend mit
Trypsin/EDTA abgeldst sowie durch Zugabe von Medium weiter vereinzelt.
AnschlieRend wurde die Zellzahl bestimmt. Nach dem Abzentrifugieren (s. 0.)
wurden das entstandene Zellpellet in Einfriermedium bestehend aus 70 %
DMEM mit Ham's F12 Nutrient Mix, 20 % FBS und 10 % Dimethylsulfoxid
(DMSO, Carl Roth) resuspendiert. DMSO verhindert die Schadigung der Zellen
durch Eiskristallbildung wahrend des Einfrierprozesses. Die im Einfriermedium
resuspendierten Zellen wurden dann zlgig in der gewunschten Zellzahl in

Kryorohrchen Uuberfuhrt. Anschlielend wurden die Zellen in einem mit
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Isopropanol gefullten Gefrierbehalter (Thermo Fisher Scientific) mit einer
Geschwindigkeit von -1 °C/min langsam bei -80 °C schonend eingefroren und

nachfolgend bei -160 °C in flissigem Stickstoff gelagert.

7.2 Inflammatorischer Stimulus

Um eine durch Inflammation verursachte Barrierestérung zu simulieren, wurde
eine Mischung aus den proinflammatorischen Zytokinen Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a, PeproTech, Inc.), Interleukin-13 (IL-13, PeproTech, Inc.), Interferon-y
(IFN-y, PeproTech, Inc.), Interleukin-6 (IL-6, PeproTech, Inc.) sowie dem
Endotoxin Lipopolysaccharid (LPS, Sigma-Aldrich) verwendet (Tabelle 11,
(Dennhardt und Finke et al. 2020)).

Tabelle 11: Zusammensetzung des inflammatorischen Stimulus (LPS+Cyt). (Ubereinstimmend mit

dem Corrigendum nach Dennhardt und Finke et al. 2020.)

Bestandteil Herkunft/Spezies | Lésungsmittel Konzentration
Escherichia coli
LPS PBS, DMEM 10 ng/ml
0111:B4
TNF-a Human Ampuwa® 5 pg/mi
PBS
IL-18 Human 1 pg/mi
+0,1 % BSA
IFN H PBs 1 pg/ml
- uman m
Y +0,1 % BSA Ho
PBS
IL-6 Human 1 pg/mi
+ 0,1 % BSA
DMEM
Bovin — —
+1 % BSA

Die hergestellte Stocklésung wurde aliquotiert und bei -20 °C gelagert. Der
inflammatorische Stimulus wurde flr die Versuche in den Verdinnungen 1:100,
1:400 und 1:1000 genutzt.
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7.3 Elektrische Impedanz-Messung der endothelialen Barriere

Um Veranderungen der endothelialen Barriere zu messen, wurde das ECIS® Z6
System (Applied Biophysics Inc.) verwendet. In diesem System werden die
Zellen auf kleinen, gegenuberliegenden Goldelektroden kultiviert, welche den
elektrischen Wechselstromwiderstand eines Zellmonolayers messen und
quantifizieren konnen (Giaever und Keese 1991). Basis fur diese Messungen ist
der Fluss der im Medium enthaltenen lonen, welche die Zellen umgeben.
Dieser lonenfluss ist Trager flr durch die Elektroden produzierte, elektrische
Wechselstrome. Durch Variation der Frequenz dieser elektrischen
Wechselstrome lassen sich unterschiedliche Qualitaten der Zellschicht
bestimmen (Bischoff et al. 2016).

Bei elektrischen Wechselstromen hoher Frequenz (64.000 Hz) agieren die auf
der Elektrode wachsenden Zellen mit ihren Membranen wie nichtleitende
(dielektrische) Teilchen. Zusammen mit den im Medium enthaltenen lonen
wirken die Zellen wie ein elektrischer Kondensator. Mit fortschreitendem
Ausbreiten und Wachstum der Zellen auf der Elektrode steigt der
Wechselstromwiderstand dieses Kondensators. Der daraus entstehende
Parameter  Kapazitdt (Einheit Nanofarad, nF) wird durch die
Zellmembrankomponente der Zellschicht beeinflusst und sinkt (Abbildung 5).
Dies gibt Auskunft Uber das Festsetzen und Ausbreiten der Zellen nach
Aussaat sowie deren Proliferation, Migration und Zelltod. Je niedriger die
Kapazitat ist, umso dichter wachst der Monolayer. Wird ein Plateau erreicht,
zeigt dieses die maximal erreichbare Wachstumsdichte. Steigt nachfolgend die
Kapazitat, bedeutet dies, dass die Zellen beginnen abzusterben und sich
abzuldsen (Stolwijk et al. 2015).

Elektrische Wechselstrome niedriger Frequenz (4000 Hz) fliellen im Vergleich
zu elektrischen Wechselstromen hoher Frequenz eher durch den Weg mit
geringerem Widerstand zwischen den Zellen (interzelluldr) und werden
malfigeblich  durch  Auspragung der Zell-Zell-Kontakte  wie  den
Adhasionskontakten und der Zonula Occludens beeinflusst, die als elektrischer
Resistor wirken. Uber diese Wechselstréme niedriger Frequenz lassen sich mit
dem Parameter Resistenz (Einheit Ohm, Q), Veranderungen der endothelialen
Barrierefunktion charakterisieren. Steigt die Resistenz, bedeutet dies, dass sich
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eine Barriere ausbildet oder verstarkt. Sinkt die Resistenz, liegt eine
Schadigung der Barriere vor (Stolwijk et al. 2015).

A A \ Medium
[ ] ] 1
= = & |[& = ! Endothelzellen
LY
i , Y I Goldelektrode
/ \
-/ \\
Resistenz = Kapazitat =
Barrierefunktion  Zellmembran /
Elektrodendeckung

Abbildung 5: Schematische Darstellung der ECIS-Elektrode mit Endothelzellen. Elektrische
Wechselstrome hoher Frequenz (---) werden durch Zellmembranen beeinflusst und geben den Parameter
Kapazitat. Wechselstrome niedriger Frequenz (---) nehmen den interzellularen Weg zwischen den Zellen
und werden durch die Barrierefunktion der Endothelschicht beeinflusst.

Fir die Versuche wurden 8W10E ECIS Cultureware™ Arrays (ibidi GmbH)
verwendet. Ein Array besteht aus 8 Vertiefungen mit einer Bodenflache von
jeweils 0,8 cm?, auf denen zehn runde, 250 um groRe Goldelektroden sowie
eine Gegenelektrode angebracht sind. Diese decken nach Herstellerangaben

~500-1000 Zellen eines dicht gewachsenen Zellmonolayers ab.

7.3.1 Zellinokulation

Vor Aussaat der Zellen in die Vertiefungen des Arrays wurden diese
beschichtet. Dazu wurden die Vertiefungen mit 200 pyl einer Mischung aus
humanem Fibronektin (1 mg/ml, Biochrom GmbH) und murinem Kollagen IV
(640 pg/ml, BD Biosciences) in PBS inkubiert. Nach 30 min wurde die
Beschichtungslésung abgesaugt, die Vertiefungen kurz mit 200 pl
Kulturmedium gespltilt und anschliefiend 400 pyl Kulturmedium hineingegeben.
Nach Befestigung der Arrays in der im Inkubator platzierten Arrayhalterung
wurden (iber die Stabilisierungsfunktion des ECIS®-Systems die Elektroden
gereinigt. Die Messung wurde unter der Einstellung ,Multiple frequencies®
begonnen.

Nach Messung einer stabilen Grundlinie fur 1 bis 2 h mit Kulturmedium, wurde
die Messung pausiert und Zellen in die Vertiefungen des Arrays ausgesat. Fur

die Versuche wurden Zellzahlen von 10.000 Zellen pro Vertiefung in 400 pl
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Medium verwendet. Nach Inokulation der Zellen wurde der Array fur 20 min
unter einer Sterilbank inkubiert, um ein erstes Absetzen der Zellen zu
ermoglichen. Danach wurde der Array zurluck in die Arrayhalterung platziert und
die Messung fortgesetzt.

Nach jeweils 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgefuhrt. Daflr wurde die
Messung pausiert, die Arrays entnommen und in jeder Vertiefung vorsichtig
200 yI Medium abgenommen und durch 200 pl frisches, vorgewarmtes

Kulturmedium ersetzt.

7.3.2 Proinflammatorische Stimulation

Nach Erreichen einer stabilen Barriere wurde die Messung pausiert, 200 pl
Medium aus allen Vertiefungen des Arrays abgenommen und durch Medium
mit Stimulanzien ersetzt. Der inflammatorische Stimulus wurde in den oben
beschriebenen Verdinnungen eingesetzt (Abschnitt 7.2). LPS+Cyt, FTY720
(gelést in DMSO) wurden dem Medium zugefihrt und DMSO in den
Experimenten als Vehikelkontrolle genutzt. In jedem Versuch wurde eine
Vertiefung des Arrays nur mit Medium gefullt. Diese Mediumkontrolle wurde zur
Bestimmung der Hintergrundresistenz des Mediums verwendet. Weiterhin
wurde in jedem Versuch eine Vertiefung als Zellkontrolle mitgefuhrt, in welchem
den Zellen nur Kulturmedium ohne Stimulanzien zugefihrt wurde. Fur die
Stimulationen wurden mindestens zwei Vertiefungen pro Inkubationsansatz

genutzt.

7.3.1 Auswertung der ECIS-Daten

Die Rohdaten der ECIS-Messungen wurden mittels Microsoft Excel 2010
(Microsoft Corporation) und GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software, Inc.)
bearbeitet, statistisch ausgewertet und dargestellt. Es wurden die Mittelwerte
aus den Werten der Vertiefungen mit gleichem Inkubationsansatz gebildet. Von
diesen Mittelwerten wurde der Wert der Mediumkontrolle abgezogen um die
Hintergrundresistenz des Mediums aus der Auswertung auszuschlieRen. Fur
die statistische Auswertung der ECIS-Versuche wurde eine zweiseitige ANOVA

mit Messwiederholung und P-Wert-Korrektur nach Holm-Sidak genutzt. Die
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Werte der stimulierten Wells wurden fur jeden Zeitpunkt auf signifikante
Unterschiede zum korrelierenden Zeitpunkt der Zellkontrolle oder
Vehikelkontrolle Uberprift. Daten aus den ECIS-Versuchen sind als Mittelwerte
(MW) + Standardabweichung (SD) dargestellt. Die Anzahl von unabhangigen

Versuchen wird als n dargestellt.

7.4 Analyse der S1P4-Rezeptorexpression

Die Analyse der S1P-Rezeptorexpression erfolgte mittels Durchflusszytometrie
(fluorescent activated cell scanning, FACS). Bei dieser Methode werden
einzelne Zellen an einem konzentrierten Laserstrahl vorbeigefuhrt und das von
ihnen emittierte Streu- sowie Fluoreszenzlicht gemessen und quantifiziert. Das
durch die Zellen verursachte Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) gibt
Auskunft Gber die Grofle, wahrend Uber das Seitwartsstreulicht (side scatter,
SSC) Ruckschluss Uber die Komplexitat der Zelle gezogen werden kann.
Weiterhin kénnen Oberflachenproteine durch eine Farbung mit Fluorescein-
markierten AntikGrpern nachgewiesen werden.

GENnC wurden 25 h vor der FACS-Analyse auf einer 24-Well-Platte in einer
Konzentration von 15.000 Zellen/Vertiefung in 1 ml Gesamtvolumen ausgesat.
Nach einer min wurde in einem Teil der Vertiefungen der 24-Well-Platte 1 uM
FTY720 (in DMSO) zugefuhrt.

24 h nach der Stimulation mit FTY720 wurden die Zellen mit 1 ml PBS
gewaschen und durch Inkubation mit 200 ul Biotase uber 6 min bei 37 °C
abgelost, die Reaktion durch Zugabe von 1 ml Medium gestoppt und die
entstandenen Zellsuspensionen in Reaktionsgefalle uUberfiuhrt. Diese wurden
anschlieBend 5 min bei 12.000 rcf zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und das Zellpellet in FACS-Puffer (PBS + 5% FBS) resuspendiert. Die
Suspensionen wurden in die Vertiefungen einer 96-Well-Platte mit V-Boden
uberfuhrt, zentrifugiert und mit FACS-Puffer gewaschen. Darauf folgend wurde
in die Vertiefungen der 96-Well-Platte 50 pl FACS-Puffer (ungefarbte Kontrolle)
oder 50 pyl S1P¢-Primarantikorperléosung in FACS-Puffer (Tabelle 4) gegeben
und die Zellen fur eine min bei 4 °C inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen
mit FACS-Puffer wurden die Zellpellets in 50 yl goat anti-rabbit 1IgG H&L

Sekundarantikorperlosung mit Fluoreszenzmarkierung (Tabelle 5 in FACS-
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Puffer) resuspendiert und 30 min bei 4 °C inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt mit FACS-Puffer wurden die Zellen in 200 yl FACS-Puffer mit
1 mM EDTA resuspendiert. Aus jeder Vertiefung wurden zweimal 100 ul in zwei
ReaktionsgefaRe Uberflhrt. In die eine Halfte der Tubes wurde 5 pl
Propidiumiodid (Pl) hinzugefugt, welches die Membranen toter Zellen
durchdringen kann und mit der DNA interkaliert. Durch diese PI-Farbung kann
man die nicht-lebenden Zellen von der Messung ausschlielen. Die
durchflusszytometrische Messung erfolgte mit dem BD Acurri™ C6 Plus und die
Analyse mit der BD Acurri™ C6 Plus Software (BD Biosciences). Es wurden pro
Inkubationsansatz  jeweils 10.000 Zellen gemessen. Uber  den
Vorwartsstreulichtbereich (FSC-A (area)) und Seitwartsstreulichtbereich
(SSC-A) wurde die Zellpopulation ausgewahlt. Im nachsten Schritt wurden
zusammenhangende Zellenpaare (Doublets) Uber den Bereich und die Hohe
des Vorwartsstreulichts (FSC-A und FSC-H (height)) von der Messung
ausgeschlossen. Pl-markierte Zellen wurden im PerCP-Kanal (Peridinin-
Chlorophyll-Protein) ausgewahlt und von der Messung ausgeschlossen. Das
Alexa Fluor 647-Signal des Sekundarantikrpers wurde uUber den APC-Kanal

(Allophycocyanin) detektiert.

7.5 Stimulation von GEnC mit S1P

Um die Auswirkungen von S1P auf den Phosphorylierungsstatus der AMPK
und den Zeitpunkt dieser Interaktion zu untersuchen, wurden die GEnC flr

unterschiedliche Zeitperioden mit S1P stimuliert.

7.5.1 Kultivierungsbedingungen

Die GEnC wurden 48 h vor Stimulation auf 35 mm Kulturschalen ausgesat.
Genutzt wurden Zellzahlen von 50.000 Zellen pro Schale in 2 ml Medium. Nach
24 h wurde 1 ml des Mediums durch frisches Kulturmedium ersetzt. Am
folgenden Tag wurde 4 h vor Stimulationsbeginn das Kulturmedium abgesaugt
und durch 2 ml serumfreies Kulturmedium ersetzt.

Nach Ablauf der 4 h wurden die Kulturschalen aus dem Brutschrank auf eine
37 °C-Warmeplatte uberfuhrt und fur 30 min mit 2 mM AICAR (gelost in
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Ampuwa®) sowie fir 0,5, 1, 2, 5, 10, 15 und 30 min mit 1 uM S1P (In
Stockldsung gelost in 99,8 % Methanol Analytical grade) oder dem gleichen
Volumen Methanol 99,8 % Analytical Grade (Vehikelkontrolle) inkubiert. Eine
Kulturschale wurde immer unstimuliert belassen. AICAR phosphoryliert AMPK
und wurde bei jedem Stimulationsversuch als Positivkontrolle der AMPK-
Aktivierung mitgefuhrt.

Nach Ablauf der Inkubationszeiten wurden die Kulturschalen auf Eis zwei Mal
mit 2 ml Lyse-Waschpuffer gewaschen und zur Proteinlyse mit jeweils 80 pl
Lysepuffer 15 min unter gelegentlichem Schwenken inkubiert.

Anschlielend wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgetragen und in ein
Reaktionsgefall Uberflhrt. Die Reaktionsgefalle wurden 7 min bei 900 rcf und
4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tberfihrt. Die
Proben wurden bis zur Proteinbestimmung und dem Immunoblotting bei -20 °C

gelagert.

7.5.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate erfolgte nach Bradford.
Im Bradford-Assay wird ein Comassie-Brilliant-Blau-Farbstoff verwendet, der
nach Bindung an Proteine einen Farbumschlag durchlauft. Im Vergleich zu
einem BSA-Proteinstandard kann der Proteingehalt der Proben sensitiv
bestimmt werden (Bradford 1976).

Der Quick Start™ BSA Standard (Bio-Rad) und das Pierce™ Detergent
Compatible Bradford Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) wurden entsprechend
der Herstellerangaben genutzt und die Proben 1:10 mit Lysepuffer verdinnt.
Die kolorimetrische Auswertung erfolgte mit einem Tecan-i-Reader (Tecan)
uber die Messung der Absorbanz (Wellenlange 595 nm). Der Proteingehalt

wurde mit Hilfe der Standardkurve Uber Excel berechnet.

7.5.3 Untersuchung der AMPK-Aktivitat mittels Immunoblotting

Beim Immunoblotting werden Proteine erst der Groe nach in einem
Polacrylamid-Gel Uber Elektrophorese aufgetrennt. Die Proteine werden

daraufhin durch Anlage eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf eine
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Membran Ubertragen (Western Blot). Diese Membran kann mit
Primarantikorpern, spezifisch fur gewisse Epitope an Proteinen, inkubiert
werden. Ein Sekundarantikérper bindet anschlieRend an den ersten Antikorper
und bildet ein Immunkonjugat. An den Sekundarantikdrper ist das Enzym
Merrettichperoxidase (engl. Horse radish peroxidase, HRP) gekoppelt, welches
nach Zugabe eines Substrates Uber eine chemiluminiszente Reaktion ein

detektierbares Signal erzeugt.

Aufbereitung der Proben
Die Zelllysate wurden mit SDS-Ladepuffer in einem Verhaltnis von 4:1 auf Eis
gemischt, 5 min bei 95 °C erhitzt und danach kurz zentrifugiert. Die

hergestellten Proben wurden bei -20 °C gelagert oder direkt verwendet.

Auftrennung der Proteinlysate mittels Gelelektrophorese

Genutzt wurden Gele (TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit Gele,10 %,
Bio-Rad) mit einem  10-Well-Kammeinsatz. Diese = wurden nach
Herstelleranleitung gegossen und bei 4 °C feucht gelagert. Die Stain-Free-
Technologie der Gele erlaubt ein direktes Visualisieren der Proteine im Gel
sowie spater in der Membran ohne zusatzliche Farbung. Ermdglicht wird dies
durch Trihalogenverbindungen in den Gelen, welche Tryptophanreste von
Proteinen binden. In einer UV-induzierten Reaktion entsteht dann ein
fluoreszentes Signal, welches durch einen Belichter detektiert werden kann
(Colella et al. 2012).

Die Gele wurden in die Laufkammern (Mini-PROTEAN®Tetra-System, Bio-Rad)
eingespannt und die Kammern bis zu den vorgegebenen Linien mit 1x SDS-
Laufpuffer beflllt. Nach dem Spulen der Geltaschen mit 1x SDS-Laufpuffer
wurden diese mit je 20 ug Protein und einem Marker (Western C™ | Bio-Rad)
beladen.

Das Gel wurde erst 10 min bei konstanten 50 V (pro Gel) und folgend bei
konstanten 20 mA (pro Gel) laufen gelassen, bis die Lauffront unten aus dem
Gel heraustrat. Das erfolgreiche Auftrennen der Proben wurde im Bildwandler
(ChemiDoc™MP Imaging System, Bio-Rad) uber die Stain-Free-Einstellung
Uberpruft.
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FUr den Transfer des Proteins vom Gel auf die Membran (Blot) wurde das
Trans-Blot® Turbo RTA Transfer Kit (Bio-Rad) und Transfermembranen mit
niedriger Fluoreszenz (Trans-BIot® Turbo Mini Size LF PVDF Membran, Bio-
Rad) genutzt. Die Vorbereitung von Transferpuffer, Membran und
Transferpapier erfolgte entsprechend der Herstellerangaben. Mit Hilfe des
Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systems (Bio-Rad) wurden die Proteine vom Gel
auf die Membran Ubertragen. Zur Kontrolle eines erfolgreichen Transfers der
Proteine aus dem Gel wurde erneut eine Stain-Free-Aufnahme des Gels
angefertigt.

Im Anschluss an den Transfer wurden die freien Bindungsstellen auf der
Membran durch Inkubation mit 5 % BSA in 1x TBS-T Uber eine min blockiert.
Uberschissiges BSA wurde durch Waschen mit 1x TBS-T (3x kurz, 5x 5 min)
entfernt. Nach diesem Waschschritt wurden die Membranen in die vorbereiteten
Primarantikorperlosungen Uberfuhrt und Uber Nacht auf einem Rollschuttler bei
4 °C inkubiert. Alle Primarantikérper (Tabelle 4) wurden in einem 50 ml
Zentrifugenréhrchen in 10 mi gefilterten 5 % BSA in 1x TBS-T geldst und bei
4 °C gelagert.

Am folgenden Tag wurde uberschussige Primarantikdrperldsung wie zuvor
beschrieben mit 1x TBS-T weggewaschen. Als Sekundarantikérper wurde ein
HRP-gekoppelter Goat Anti-Rabbit (Tabelle 5), verdinnt 1:15.000 in 20 ml
gefilterten 5 % BSA in 1x TBS-T, genutzt. Die Membran wurde in dieser
Antikorperlosung eine min lang bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem
weiteren Waschschritt (s.0.) mit 1x TBS-T wurde 750 pl eines nach
Herstellerangaben  gemischten  Clarity™  Western ECL  (Enhanced
Chemiluminszenz) Substrates gleichmafig auf die Membran gegeben. Nach
3 min Inkubation der Membran im Dunkeln wurde Uberschissiges Substrat
abgestrichen und das Signal mit der Einstellung ,Chemi Hi Resolution® und

Autoexposition visualisiert.

Membran Stripping

Um die entwickelte Membran erneut mit einem anderen Primarantikdrper zu
inkubieren, mussen erst die vorherigen Primar- und Sekundarantikérper von der
Membran entfernt werden. Diese Technik wird als ,Membrane stripping®

bezeichnet. Genutzt wurde ein Puffer mit 2—Mercaptoethanol, welches die
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Disulfidbriucken der Antikorper spaltet. 20 ml des Strippingpuffers wurden 160 pl
2-Mercaptoethanol hinzugeflgt, die Membran in den auf 50 °C vorgewarmten
Puffer gegeben und 15 min bei 50 °C unter leichtem Schutteln inkubiert. Die
Pufferldésung wurde verworfen und die Membran mit Aqua dest. mehrmals
abgespult. Nach diesem Schritt wurde die Membran wie oben beschrieben mit
1x TBS-T gewaschen.

Um den phosphorylierten Anteil der gesamten AMPK a-Untereinheit zu
untersuchen, wurde die Membran zuerst mit dem Phospho-AMPK a (Thr172)
Primarantikorper (Tabelle 4) inkubiert. Um eine erneute Nutzung der Membran
zu ermoglichen, wurden die Antikdrper durch Stripping entfernt und die
Membran mit dem AMPK a1/2 Antikoérper (Tabelle 4) inkubiert und entwickelt.
Die Immunoblots wurden mittles Image Lab™ 6.0.1 (Bio Rad) ausgewertet. Die
Signale der phospho-AMPK wurden durch die der AMPK dividiert, um den
Anteil der phoshorylierten AMPK an der Gesamt-AMPK darzustellen. Alle Werte
wurden durch den Wert der unstimulierten Kontrolle dividiert und in GraphPad

Prism 7.03 zur grafischen Darstellung importiert.

7.6 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 7.03. Die ECIS-
Versuche wurden wie in 7.3.1 beschrieben ausgewertet. Fiur die S1P-
Stimulationsversuche wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet und die
Stimulationszeitpunkte gegen die unstimulierte Kontrolle verglichen. Daten sind
als MW £ SD dargestellt. Die Anzahl von unabhangigen Versuchen wird als n

dargestellt.
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8 Ergebnisse
8.1 Charakterisierung der endothelialen Barriere von GEnC

Zunachst wurde die Ausbildung der endothelialen Barriere von GEnC mit Hilfe
des ECIS-Systems zur Identifikation des idealen Zeitpunkts der Zellstimulation
in nachfolgenden Versuchen charakterisiert. Vorversuche ergaben eine
optimale Zellzahl von 10.000 Zellen/Vertiefung im ECIS-Array.
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Abbildung 6: Wachstum der GEnC im ECIS. Elektrische Resistenz (A) und Kapazitat (B) der GEnC aus
drei unabhangigen Messungen zeigen folgende Wachstumsphasen: 1) Adharenz und Proliferation,
2) Ausbildung  der  maximalen Barriere/Resistenz ~ (~1000 Q)  und Kapazitdt  (~5 nF),
3) Stimulationszeitraum, 4)Beginn des Abldsens/Absterbens der Zellen. C) Lichtmikroskopische
Aufnahmen nach 0, 48, 72 und 130 h zeigen das Wachstums der GEnC auf einer Goldelektrode (weiler
Pfeil) des ECIS-Systems (MaRstabsbalken = 250 um).
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Das Wachstum der Zellen wurde mit Hilfe der Parameter Resistenz (Q) und
Kapazitat (nF) analysiert. Anhand dieser Parameter lasst sich das Wachstum
der GEnC in 4 Phasen unterteilen (Abbildung 6A, B). Die erste Phase zeigte
innerhalb der ersten 48 h nach Aussaat der Zellen einen kontinuierlichen
Anstieg der Resistenz (Abbildung 6A) bei gleichzeitigem Abfall der Kapazitat
(Abbildung 6B). Dies stellt die Adharenz und Proliferation der Zellen dar,
welches auch lichtmikroskopisch beobachtet werden konnte (Abbildung 6C).
Nach 48 h hatte sich bereits ein konfluenter Zellmonolayer ausgebildet, der die
Elektrode des ECIS-Arrays fast vollstandig bedeckte. Phase 2 zeigt die darauf
folgenden 24 h, in denen der Zellmonolayer die maximale Konfluenz erreichte
und eine vollstandige Barriere ausbildete. Dies zeigte sich durch ein
beginnendes Plateau der Resistenzkurve bei ~1000 Q (Abbildung 6A) sowie flr
die Konfluenz in einem Plateau der Kapazitat bei ~5 nF (Abbildung 6B).
Dementsprechend zeigte die lichtmikroskopische Aufnahme zum Ende der
Phase 2 bei 72 h die Konfluenz des Zellmonolayers. Da sich am Ende der
Phase 2 eine stabile Barriere ausgebildet hatte, wurde der Zeitraum ab 72 h
nach Zellinokulation als Stimulationszeitraum fur die weiteren Versuche
festgelegt (Phase 3). Bis zur Stimulation wurde alle 24 h ein Mediumwechsel
durchgefuhrt, wodurch Artefakte in den Messwerten entstanden. Um dieses zu
vermeiden, wurde nach 72 h kein erneuter Mediumwechsel vorgenommen. Der
kurzzeitige Anstieg der Resistenz in den Kurven bei 72 h lie sich auf den
letzten Mediumwechsel zuruackfuhren (Abbildung 6A). Nach dem letzten
Mediumwechsel blieb die Barrierefunktion stabil, begann jedoch in einem Teil
der Messungen ab ~100h leicht abzufallen. Daher wurde der
Beobachtungszeitraum nach Stimulation flr folgende Versuche auf 24 h
beschrankt. Die darauf folgende Phase 4 zeigte einen Abfall der Resistenz
(Abbildung 6A) sowie einen Anstieg der Kapazitat (Abbildung 6B)
unterschiedlicher Geschwindigkeit, was den langsam beginnenden Zelltod und
das Abldsen der Zellen darstellte (Abbildung 6C).

Die Kurven der drei unabhangigen Messungen mit unterschiedlichen
Zellpassagen (Abbildung 6A, B) zeigten eine gute Reproduzierbarkeit. Zellen
der hdéheren Passage (8) zeigten ein schlechteres Uberleben und einen
friheren Resistenzverlust, weshalb in den weiteren Versuchen Zellen

niedrigerer Passagen genutzt wurden.
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8.2 Einfluss des inflammatorischen Stimulus auf die endotheliale

Barriere

Eine durch Inflammation induzierte Barrierestérung des Endothels ist ein
zentraler Pathomechanismus bei einem durch eine Sepsis ausgeldsten
Organversagen (Ince et al. 2016). Zur Simulation einer solchen Barrierestérung
in vitro wurde ein inflammatorischer Stimulus (LPS+Cyt), bestehend aus den
proinflammatorischen Zytokinen TNF-q, IL-6, IL-13, IFN-y sowie LPS, etabliert
(Konzentrationen siehe Abschnitt 7.2). Um die Auswirkung des
inflammatorischen Stimulus in unterschiedlichen Konzentrationen auf das
glomerulére Endothel zu untersuchen, wurden die in Vorversuchen (siehe
Abbildung 6) im ECIS-System getesteten GEnC mit dem Stimulus behandelt.
Konfluent gewachsene GEnC (Beginn Phase 3, Abbildung 6A, B) wurden mit
LPS+Cyt in den Verdunnungen 1:100, 1:400, 1:1000 stimuliert und die
Resistenz (Q) sowie die Kapazitat (nF) kontinuierlich gemessen.

In Abbildung 7 wird die Resistenz (Q) der GEnC Uber einen Zeitraum von 24 h
nach Stimulation mit LPS+Cyt-Verdinnungen dargestellt. Gezeigt sind die
Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3—4 unabhangigen Messungen mit
Duplikaten fur jede LPS+Cyt-Verdinnung. Bei allen genutzten LPS+Cyt-
Konzentrationen zeigte sich ein signifikanter Abfall der Resistenz im Vergleich
zur Zellkontrolle. Dem Abfall bei LPS+Cyt 1:400 und 1:1000 ging ein leichter,
nicht signifikanter Anstieg der Resistenz Uber Zellkontrollniveau voraus. Die
Resistenzen blieben bei allen LPS+Cyt-Verdinnungen nach dem Abfall bis zum
Ende des Beobachtungszeitraums unter der Kurve der Zellkontrolle. Die
LPS+Cyt-Verdinnungen unterschieden sich im Beginn des signifikanten
Resistenzabfalls. Zuerst trat dieser bei der LPS+Cyt-Verdinnung 1:100 und
~9,6 h nach Stimulation ein. Darauf folgend trat bei der LPS+Cyt-Verdinnung
1:400 die signifikante Barrierestorung nach ~11,5h ein. Bei der LPS+Cyt-
Verdunnung 1:1000 trat die Barrierestorung als letztes nach ~14,6 h nach
Stimulation ein (* p < 0,05, zweiseitige ANOVA mit Messwiederholung und
P-Wert-Korrektur nach Holm-Sidak).
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Abbildung 7: Einfluss eines inflammatorischen Stimulus auf die endotheliale Barriere. Gezeigt wird
die elektrische Resistenz in Ohm (Q) der GEnC-Endothelzellschicht 24 h nach Stimulation mit
inflammatorischen Stimulus (LPS+Cyt: TNF-a, IL-6, IL-1B, IFN-y, LPS) in den angegebenen
Verdinnungen. Die LPS+Cyt-Verdiinnungen induzieren einen signifikanten, konzentrationsabhangigen
und zeitlich versetzten Resistenzabfall. Daten sind angegeben als MW+SD fiir n=3-4 Messungen in
Duplikaten, * p < 0,05 vs. Zellkontrolle (zweiseitige ANOVA mit Messwiederholung und P-Wert-Korrektur
nach Holm-Sidak) (Dennhardt und Finke et al. 2019).

Parallel zur Resistenz wurde die Kapazitdt (nF) der Endothelzellschicht
gemessen. Die Kapazitat gibt Auskunft Gber die Konfluenz/Integritat der
Zellschicht und wurde bei einem Ablésen der Zellen oder morphologischen
Veranderungen, beispielsweise durch Zellkontraktion, ansteigen. Abbildung 8
zeigt die Kapazitatskurve flr den Beobachtungszeitraum nach der vorher
beschriebenen Stimulation mit den LPS+Cyt-Verdinnungen. Gezeigt sind die
MWzSD aus 3-4 Messungen in Duplikaten. Die ersten ~5 h nach Stimulation
blieben alle LPS+Cyt-Kurven auf Niveau der Zellkontrollkurve und so der
maximalen Konfluenz bei ~5 nF. Nach ~5 h stieg die Kapazitat in den mit
LPS+Cyt-stimulierten Zellschichten leicht kontinuierlich an. Es zeigte sich bei
allen LPS+Cyt-Verdinnungen ein signifikanter Anstieg der Kapazitat gegentber
der Zellkontrolle. Wie bei der Resistenz war der zeitliche Verlauf des
Kapazitatsanstieges abhangig von der LPS+Cyt-Verdinnung. Zuerst trat ein
signifikanter Kapazitatsanstieg beim LPS+Cyt 1:100 und ~10,4 h ein, gefolgt
vom LPS+Cyt 1:400 bei ~11,2 h und dem LPS+Cyt 1:1000 bei ~12,6 h (* p <
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0,05 vs. Zellkontrolle, zweiseitige ANOVA mit Messwiederholung und P-Wert-
Korrektur nach Holm-Sidak).
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Abbildung 8: Einfluss eines inflammatorischen Stimulus auf die Konfluenz der Zellschicht. Die
Kapazitat (nF) der Endothelzellschicht 24 h nach Stimulation mit inflammatorischen Stimulus (LPS+Cyt:
TNF-a, IL-6, IL-1R, IFN-y, LPS) in den angegebenen Verdlinnungen. Eine Erhéhung der Kapazitat zeigt
eine verminderte Konfluenz/Elektrodenbedeckung. Es zeigt sich ein konzentrationsabhangiger, zeitlich
versetzter signifikanter Kapazitdtsanstieg. Daten sind angegeben als MW+SD fiir n=3-4 Messungen in
Duplikation, * p < 0,05 vs. Zellkontrolle (zweiseitige ANOVA mit Messwiederholung und P-Wert-Korrektur
nach Holm-Sidak) (Dennhardt und Finke ef al. 2019).

Zusammenfassend zeigte sich nach Stimulation mit den unterschiedlichen
LPS+Cyt-Konzentrationen eine signifikante Storung der Barriere, angezeigt
durch einen Abfall in der Resistenz. Der zeitliche Verlauf dieser war abhangig
von der genutzten LPS+Cyt-Konzentration. Der Resistenzverlust ging mit einem
leichten, aber signifikanten, konzentrationsabhangigen Kapazitatsanstieg

einher.
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8.3 Einfluss eines Mediumwechsels auf die inflammatorisch ausgeloste

Barrierestorung

Im nachsten Schritt wurde das etablierte In-vitro-Barrierestérungsmodell auf
seine Reversibilitat Uberprift. Dies wirde Auskunft darUber geben, ob
therapeutische Strategien zum Schutz der endothelialen Barriere in vitro
moglich waren. Dazu wurde 24 h nach einer LPS+Cyt-Gabe ein
Mediumwechsel durchgefuhrt. Es wurde entschieden, die niedrigste LPS+Cyt-
Verdinnung 1:1000 fur die weiteren Versuche zu nutzen, welche am
wahrscheinlichsten eine reversible Barrierestorung induzierte.

Dazu wurden aus einem Teil der LPS+Cyt-stimulierten Wells 200 pyl Medium
entnommen und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Darauf folgend wurde die
Resistenz flr weitere 12 h beobachtet. Abbildung 9 zeigt die Resistenzkurve
uber 36 h nach Stimulation mit dem LPS+Cyt 1:1000. Wie in den vorherigen
Versuchen zeigte sich zunachst in den LPS+Cyt-stimulierten Vertiefungen ein
etwas verzogerter signifikanter Abfall der Resistenz im Vergleich zur
Zellkontrolle. Nach 24 h erfolgte der Mediumwechsel, woraufhin die
Resistenzkurve in den behandelten Vertiefungen sich in einem kurzen Zeitraum
uber die Resistenzkurve der Zellkontrolle hob und dort fur den Rest des
Beobachtungszeitraumes verblieb. Nach dem Mediumwechsel lie3 sich kein
signifikanter Unterschied im Vergleich zur Zellkontrolle mehr feststellen,
wahrend die LPS+Cyt-stimulierten Vertiefungen ohne Mediumwechsel weiter
eine signifikante Barrierestorung zeigten. Dies zeigt, dass die LPS+Cyt-
induzierte Barrierestorung reversibel ist und die Resistenz der Zellschichten
durch einen Mediumwechsel auf das Niveau der Zellkontrolle heben lasst
(Dennhardt und Finke et al. 2019).
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Abbildung 9: Einfluss eines Mediumwechsels auf den Resistenzverlust nach inflammatorischen
Stimulus. Dargestellt ist die elektische Resistenz des Endothellayers 36 h nach Stimulation mit
inflammatorischen Stimulus (LPS+Cyt TNF-q, IL-6, IL-1R, IFN-y, LPS) in der Verdiinnung 1:1000. Nach
24 h erfolgte ein Mediumwechsel (200 pl) in einem Teil der stimulierten Vertiefungen. Daten sind
angegeben als MWxSD fir n=3 Messungen, * p < 0,05 vs Zellkontrolle (zweiseitige ANOVA mit
Messwiederholung und P-Wert-Korrektur nach Holm-Sidak) (Dennhardt und Finke et al. 2019).
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8.4 Einfluss der gleichzeitigen Gabe des inflammatorischen Stimulus

und des S1P-Analogons FTY720 auf die endotheliale Barriere

Um zu untersuchen, ob das klinisch zugelassene S1P-Analogon FTY720 vor
der durch den inflammtorischen Stimulus ausgelosten Storung der
endothelialen Barrierefunktion schitzt oder diese verbessert, wurden GEnC mit
FTY720 und dem LPS+Cyt ko-stimuliert. Zur Stimulation wurde nur der
LPS+Cyt 1:1000 sowie der LPS+Cyt 1:1000 mit 1 uM FTY720 oder gleichem
Volumen DMSO (Vehikelkontrolle) verwendet. 1 yM FTY720 wurde zuvor als
die wirksamste Dosis fur die Verbesserung der endothelialen Barriere
beschrieben (Wang et al. 2011).

Abbildung 10 zeigt die Resistenz der Endothelzellschichten fiur den
Beobachtungszeitraum von 24 h nach Stimulation als Mittelwerte mit
Standardabweichung aus 4 Messungen in Duplikaten. Wie in den vorherigen
Versuchen verursachte LPS+Cyt 1:1000 einen verzogerten, signifikanten Abfall
der Resistenz nach ~12,8 h. Auch bei den anderen Zustanden trat nach
Stimulation ein signifikanter Resistenzabfall im Vergleich zur Zellkontrolle ein.
Die Resistenz der FTY720 behandelten Zellen wies jedoch keine signifikanten
Unterschiede zur Vehikelkontrolle (DMSQO) auf und DMSO veranderte nicht die
LPS+Cyt-Wirkung und den Beginn des signifikanten Resistenzabfalls. Dies
zeigt, dass FTY720 im In-vitro-Modell keinen signifikanten Einfluss auf die

Storung der endothelialen Barrierefunktion nimmt.
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Abbildung 10: Einfluss von FTY720 auf den Resistenzabfall nach Behandlung mit dem
inflammatorischen Stimulus. Elektrische Resistenz der Endothelzellschicht Gber 24 h nach Stimulation
mit inflammatorischen Stimulus (LPS+Cyt: TNF-q, IL-6, IL-1B, IFN-y, LPS) verdinnt 1:1000 £ FTY720

oder Vehikel (DMSO). Daten sind angegeben als MW+SD fir n=4 Messungen in Duplikaten (Dennhardt
und Finke et al. 2019).
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8.5 S1P4i-Rezeptor-Expression auf GEnC nach FTY720 Stimulation

In Vorversuchen zeigte S1P selbst keine Wirkung auf die Resistenz der GEnC-
Zellschicht (Dennhardt und Finke et al. 2019). Auch FTY720 hatte keine
signifikanten Effekte auf den Resistenzabfall nach LPS+Cyt-Stimulation
(Abschnitt 8.4). Wird FTY720 aktiv, bindet es an den S1P4-Rezeptor und fuhrt
zu dessen Internalisierung und Degradierung, ohne, dass der Rezeptor an der
Zelloberflache re-exprimiert wird. Wurde FTY720 also ausreichend in vitro
aktiviert werden, sollte eine Rezeptorinternalisierung zu beobachten sein. Um
dies zu prufen, wurden GEnC, wie in 7.4 beschrieben, mit 1 yM FTY720 Uber
24 h inkubiert und die S1P4-Rezeptorexpression durchflusszytometrisch
untersucht.

Abbildung 11A zeigt die in 7.4 naher beschriebene Gating-Strategie mit
Auswahl der Zellpopulation (links), Ausschluss von Doublets (mitte) und
Ausschluss toter Zellen mittels Propidiumiodid (Pl) Farbung (rechts). In
Abbildung 11B ist reprasentativ das Ergebnis einer der
durchflusszytometrischen Analysen nach Gating und Ausschluss toter Zellen
dargestellt.

Der Prozentsatz der S1P4-positiven GEnC ist in Abbildung 11C als MW = SD
aus drei unabhangigen Versuchen dargestellt. Die Zellen der Kontrolle wurden
nicht mit dem S1P4-spezifischen Primarantikérper inkubiert und stellten so das
Hintergrundsignal dar. Es zeigten sich in der Kontrolle 0,2 +0,18 % S1P;-
positive Zellen. Von den unstimulierten Zellen zeigten sich 51,81 £ 2,382 %
positiv. fur den S1Ps-Rezeptor. Dies zeigt, dass der fur die
endothelstabilisierende Wirkung wichtige Rezeptor auf den GEnC exprimiert
wird. Nach 24 h Inkubation mit FTY720 zeigten sich 47,6 + 13,79 % der Zellen
positiv, was gegen eine Internalisierung des Rezeptors nach FTY720-Gabe

spricht.
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Abbildung 11: FACS-Analyse der S1P -Expression auf GEnC. A) Gating-Strategie. Links: Auswahl der
Zellpopulation im Vorwartsstreulicht (FSC-A) und Seitwartsstreulicht (SSC-A). Mitte: Ausschluss von
Zellpaaren (Doublets) durch Vorwartsstreulicht Hohe und Bereich (FSC-H, A). Rechts: Auswahl der mit
Propidiumiodid (PI)-gefarbten Zellen im PerCP-Kanal. B) Reprasentative FACS-Analyse nach Gating und
Ausschluss toter Zellen mittels PI-Farbung. Aufgetragen ist die Zellzahl gegen die Fluoreszenzintensitat
des Kanals AlexaFluor647. Links der roten Linie befinden sich S1Ps-negative Zellen, rechts der Linie
S1P+-exprimierende Zellen. Links: Ungefarbte Kontrolle. Mitte: Zellen, welche mit einem spezifischen
Antikorper fur den S1P-Rezeptor gefarbt wurden. Rechts: Zellen nach 24 h Stimulation mit 1 uM FTY720,
gefarbt fur den S1Pi-Rezeptor. C) Prozent der S1P;-positiven Zellen aus drei unabhangigen FACS-
Analysen. In der Kontrolle 0,2 + 0,18 %, in den unstimulierten Zellen 51,81 + 2,382 % und in den mit
FTY720-stimulierten Zellen 47,6 + 13,79 % positive Zellen. Aufgetragen wurden MW + SD. (Modifiziert aus
Dennhardt und Finke et al. 2019)
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8.6 Einfluss von S1P auf die AMPK Aktivitat in GEnC

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkung von S1P auf die Aktivitat
der AMPK in GEnC zu untersuchen. In friheren Arbeiten anderer Gruppen
wurde in unterschiedlichen Zelltypen bereits S1P als einer der Agonisten
beschrieben, der AMPK phosphoryliert und somit aktivieren kann (Levine et al.
2007, Malik et al. 2015, Kimura et al. 2010). Um zu prifen, ob eine S1P-
Stimulation auch in den GEnC zu einer AMPK-Aktivierung fuhrt und den
Zeitpunkt dieser Interaktion zu ermitteln, wurden die Zellen, wie in Abschnitt
7.5.1 beschrieben, zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit 1 yM S1P oder dem
gleichen  Volumen  Vehikelkontrolle  (MeOH)  stimuliert und  der
Phosphorylierungsstatus der AMPK mittels Immunoblotting untersucht. AICAR
wurde als Positivkontrolle flr die AMPK-Phosphorylierung in jedem Experiment
mitgefuhrt.

Abbildung 12A zeigt den AMPK Phosphorylierungsstatus nach S1P- und
Vehikel-Stimulation als MW + SD aus n=3-4 Versuchen. AICAR fuhrte in jedem
der Versuche 2zu einer signifikanten = AMPK-Phosphorylierung von
unterschiedlichem Ausmall (* p = 0,0283 vs. unstimulierte Kontrolle, Mann-
Whitney-U-Test). Fur die Zeitpunkte 30 min der S1P- und Methanol-Stimulation
war ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
erkennbar (*p = < 0,05 vs. unstimulierte Kontrolle). Da jedoch diese signifikante
AMPK-Aktivierung sowohl bei S1P als auch bei Vehikel-Stimulation vorhanden
war, lie sich diese nicht auf S1P zurlckfuhren. Folglich konnte zu keinem
Zeitpunkt eine signifikante Phosphorylierung der AMPK nach S1P-Stimulation

in GEnC nachwiesen werden.
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Abbildung 12: Einfluss von S1P auf die AMPK-Phosphorylierung in GEnC. A) AMPK-Aktivierung
dargestellt als pAMPK/AMPK-Ratio geteilt durch die unstimulierte Kontrolle nach Stimulation mit S1P und

Vehikelkontrolle (MeOH) fur die angegebenen Zeitrdume. Gezeigt werden MW

+

SD aus n=34

unabhangigen Versuchen. * p < 0,05 vs. unstimulierte Kontrolle, Man-Whitney-U-Test. B,C) Gezeigt

werden reprasentative Immunoblots der phospho-AMPK a(Thr172) und gesamt AMPK a1/2 fiir die

angegebenen Stimulationszeitrdume. (Modifiziert aus Dennhardt und Finke et al. 2019)
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9 Diskussion
9.1 Beurteilung des In-vitro-Modells
9.1.1 Charakterisierung der endothelialen Barriere von GEnC

Bevor eine inflammatorische Barrierestérung simuliert werden konnte, musste
die Kultivierung der GEnC im ECIS-System etabliert werden. Fur die
ausgewahlte Zellzahl von 10.000 Zellen pro Well zeigte sich ein stabiles,
reproduzierbares Wachstum mit vier abgrenzbaren Phasen (siehe 8.1). Die
GENnC erreichten bei ~1000 Q ein Plateau der Resistenz, welches die
Ausbildung der maximalen Barrierefunktion anzeigt. Unterschiedliche
Endothelzelltypen unterscheiden sich in der maximalen Resistenz in der
Plateauphase. Dieses charakterisiert Unterschiede in der basalen Permeabilitat
dieser Zellschichten (Stolwijk et al. 2015). Die Auspragung u. a. der Zell-Zell-
Kontakte beeinflusst diese Permeabilitat (Aird 2012). Zum Vergleich wurde die
Resistenz des Plateaus (Maximale Konfluenz) von HUVEC-Zellen (menschliche
Endothelzellen der Nabelschnurvene) mit ~1400-1600 Q beschrieben
(Wilkerson et al. 2012). Die GEnC zeigten eine niedrigere Resistenz, was
moglicherweise fur eine groflere basale Permeabilitdt entsprechend des
glomerularen Phanotyps spricht.

Wichtig flr reproduzierbare und gut vergleichbare ECIS-Messungen ist, dass
sich die Endothelzellschichten zum Zeitpunkt der Stimulation in den
unabhangigen Versuchen moglichst in derselben Wachstumsphase befinden.
Eine abweichende basale Resistenz zum Zeitpunkt der Stimulation verandert
Auswirkungen von Substanzen auf die Barrierefunktion (Stolwijk et al. 2015).
Drei unabhangige Messungen zeigten eine fast identische Resistenz der
GEnC-Zellschicht zu Beginn des ausgewahlten Stimulationszeitraumes
(Abbildung 6A Phase 3). Dies zeigt eine gute Reproduzierbarkeit des basalen

Zustandes der endothelialen Barriere in der ausgewahlten Stimulationsphase.
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9.1.2 Einfluss eines inflammatorischen Stimulus auf die

Barrierefunktion der GEnC

Eine Barrierestérung wurde durch Stimulation mit einem inflammatorischen
Stimulus (siehe Abschnitt 7.2) simuliert. Die drei getesteten Verdiinnungen des
LPS+Cyt fuhrten alle zu einem signifikanten Abfall der Resistenz (Abbildung 7).
Der Zeitpunkt der Signifikanz dieses Resistenzabfalls war abhangig von der
Verdinnung des LPS+Cyt. Bei der niedrigsten LPS-Cyt-Verdinnung (1:1000)
wich die Resistenz am spatesten signifikant von der Resistenz der Zellkontrolle
ab. Der Abfall der Resistenz zeigt eine Reduktion der Barrierefunktion des
Endothels an (Stolwijk et al. 2015). Es wurde folglich eine signifikante
Barrierestorung bei allen genutzten LPS+Cyt-Konzentrationen beobachtet. Der
Beginn dieser Barrierestorung war dabei konzentrationsabhangig. Hohere
LPS+Cyt-Konzentrationen  fihrten zu einem frGheren  Abfall der
Barrierefunktion.

Auch die Kapazitat stieg nach LPS+Cyt-Stimulation bei allen genutzten
Konzentrationen leicht, jedoch signifikant an. Die Kapazitadt wird durch die
Plasmamembranen der Zellen beeinflusst (Stolwijk et al. 2015). Ein Anstieg der
Kapazitat lasst sich durch morphologische Veranderungen der Endothelzellen
erklaren. Proinflammatorische Mediatoren flihren in Endothelzellen zu einer
Kontraktion des Aktin-Zytoskeletts und somit zu der Bildung sogenannter
Stress-Fasern (engl. stress fibers). Diese Zellkontraktion flhrt zu interzellularen
Spaltbildungen (Xu et al. 2015, Schlegel et al. 2009). Die dadurch ausgeldsten
Veranderungen der Zellmorphologie konnten den leichten Kapazitatsanstieg
verursachen. Weiterhin ware es moglich, dass LPS+Cyt eine Apoptose in den
GENC auslést und sie sich von der Elektrode abldsen. Dies wirde ebenfalls zu
einem Anstieg der Kapazitat fuhren. In aus Rindern isolierten, glomerularen
Endothelzellen induzierten LPS sowie TNF-a konzentrationsabhangig eine
Apoptose (Messmer et al. 1999).

Andere Autoren simulierten in vitro eine Barrierestorung durch Stimulation mit
TNF-a oder LPS (Xu et al. 2015, Schlegel et al. 2009). Wahrend sich durch die
Nutzung einzelner inflammatorischer Mediatoren in vitro eine Barrierestérung
induzieren lasst, reprasentiert dies nicht das komplexe Geschehen in vivo, in

welchem viele inflammatorische Mediatoren zusammenwirken (Ertmer und
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Rehberg 2016). In der vorliegenden Arbeit wurde eine Mischung aus mehreren
proinflammatorischen Zytokinen und LPS genutzt (siehe Abschnitt 7.2). Dies
simuliert eine komplexere Inflammation, welche eher die pathophysiologischen
Prozesse der septischen Endothelschadigung in vitro darstellt. Durch die
grolRere Anzahl einzelner Komponenten der simulierten Inflammation erhoht
sich selbstverstandlich auch die Komplexitat dieser. Es wird z. B. schwieriger
die Dosierung der einzelnen Komponenten zu optimieren. Wird LPS oder TNF-
a einzeln genutzt, kbnnte man eine grélkere Breite an Dosierungen zur
Induktion einer Barrierestorung testen. Weiterhin ist es in der vorliegenden
Arbeit schwer zu differenzieren, wie die einzelnen Komponenten des LPS+Cyt
die Barrierefunktion oder mogliche Interventionen beeinflussen. Es wurde
bereits in vitro durch Inkubation mit aus Sepsispatienten isolierten Neutrophilen
(Fox et al. 2013) und Sepsis-Patientenserum (David et al. 2017) eine
Barrierestorung in Endothelzellschichten induziert. Durch diese Interventionen
eine Barrierestorung in vitro auszuldsen, konnte eine Alternative zu dem in
dieser Arbeit genutzten Model darstellen oder dieses erganzen.

Zusammenfassend lie® sich durch den LPS+Cyt erfolgreich eine

Barrierestorung simulieren (Dennhardt und Finke et al. 2019).

9.1.3 Einfluss eines Mediumwechsels auf das In-vitro-

Inflammationsmodell

Die durch LPS+Cyt-induzierte Barrierestorung war durch einen Mediumwechsel
reversibel (Abbildung 9). Dabei stieg nach dem Mediumwechsel die Resistenz
sehr schnell auf ein Niveau an, welches keinen signifikanten Unterschied zur
Zellkontrolle zeigte. Dies spricht gegen irreversible Schadigungen der
Endothelzellschicht und ein starkes Ablésen der Zellen durch Apoptose, wie es
im vorherigen Abschnitt diskutiert wurde. Der sehr schnelle Resistenzanstieg
spricht fur Veranderungen im Zytoskelett, moglicherweise durch Auflésung der
vorher beschrieben Stress-Fasern (Dennhardt und Finke et al. 2019). Fur den
schnellen Anstieg der Barrierefunktion nach dem Mediumwechsel gibt es
mehrere Erklarungsansatze. Durch den Mediumwechsel kdénnten die
proinflammatorischen Zytokine sowie das LPS ausgewaschen werden. Die

auslosenden Faktoren fur die Barrierestorung wurden so entfernt und die
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Barriere erholte sich schnell. Weiterhin konnte das im zugefuhrten Medium
enthaltene FBS (fetales Rinderserum) die Barrierestorung beeinflusst haben.
Dabei kénnten Faktoren im FBS die Zytokine und LPS binden und ihre Wirkung
neutralisieren. Flr ein im Serum enthaltenes LPS-bindendes Protein (LBP)
konnte gezeigt werden, dass es die inflammatorischen Wirkungen von LPS
neutralisieren kann (Gutsmann et al. 2001). Weiterhin kdénnten durch das FBS
zugefuhrte Faktoren die endotheliale Barriere verstarken. Wie bereits
beschrieben, kdnnen beispielsweise S1P oder der S1P-Trager HDL die Barriere
verstarken (Wilkerson et al. 2012). Wahrend der Mechanismus der Erholung
der Barrierefunktion durch den Mediumwechsel in dieser Arbeit nicht untersucht
wurde, zeigt die Reversibilitat der Barrierestorung, dass therapeutische
Strategien in diesem Modell funktionieren konnten (Dennhardt und Finke et al.
2019).

9.1.4 Beurteilung des ECIS-Systems

Um Veranderungen in der endothelialen Barrierefunktion der GEnC zu messen,
wurde das ECIS® Z6-System verwendet (siehe 7.3). Ein groRer Vorteil des
ECIS-Systems gegenitber anderen Methoden ist die gute zeitliche Auflésung.
Schnelle Veranderungen der Barrierefunktion in einem kleinen zeitlichen
Abstand, wie beispielsweise durch S1P, kénnen durch das ECIS-System gut
detektiert werden. Weiterhin sind die Messungen des Systems automatisiert,
welches zu einer besseren Standardisierung und Reproduzierbarkeit zwischen
den Versuchen fuhrt (Stolwijk et al. 2015).

Ein Nachteil des ECIS-Systems ist, dass die Messung auf der Resistenz der
Zellschicht gegen elektrische Wechselstrome beruht. Diese basieren auf der
Permeabilitat der Zellschicht gegeniber lonen (siehe 7.3). Die Permeabilitat der
endothelialen Barriere gegentber Makromolekulen kann durch das ECIS-
System nicht quantifiziert werden. Zwar geht eine stark erhéhte Permeabilitat
gegenuber  lonen  vermutlich auch mit  einem  Anstieg der
Makromolekllpermeabilitat einher, diese Aussage kann jedoch nicht sicher
mithilfe des ECIS-Systems getroffen werden (Bischoff et al. 2016). Es wird
folglich in dieser Arbeit nur ein Teilaspekt der endothelialen Barriere
beobachtet. Speziell im glomerularen Endothel ist die pathologisch erhdhte
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Permeabilitat gegenuber u. a. Albumin ein Zeichen der Schadigung der
Filtrationsbarriere (De Gaudio et al. 2000). Es gibt Methoden, in denen die
Permeabilitat von Endothelzellschichten gegenuber markierten
Makromolekllen, wie beispielsweise Albumin, quantifiziert werden koénnen.
Diese konnten die ECIS-Messungen komplementieren und wurden
moglicherweise abweichende Ergebnisse zu denen dieser Arbeit liefern
(Bischoff et al. 2016). Jedoch haben auch diese Methoden Nachteile. Die Vor-
und Nachteile sowie weitere Methoden zur Messung der Barrierefunktion
werden in 4.5 sowie einer Arbeit von Stolwijk et al. zusammengefasst (Stolwijk
et al. 2015). Weiterhin ist zu beachten, dass die Messungen im ECIS-System
eine In-vitro-Situation darstellen. Faktoren, welche die Barrierefunktion des
Endothels in vivo beeinflussen, wie beispielsweise Scherkrafte durch Blutfluss,

umgebende Zellen sowie hydrostatischer Druck, sind nicht vorhanden.

9.2 Auswirkungen von FTY720 auf das In-vitro-Inflammationsmodell

FTY720 beeinflusste nicht den Abfall der Resistenz im Inflammationsmodell.
Die inflammatorische Barrierestorung konnte weder komplett verhindert
werden, noch wurde ihre maximale Auspragung gegen Ende des
Beobachtungszeitraums beeinflusst (siehe 8.4). Andere Arbeiten haben bereits
zeigen konnen, dass FTY720 die endotheliale Barriere in anderen
Endothelzelltypen verbessert (Dudek et al. 2007, Wang et al. 2011). FTY720
zeigte in dieser Arbeit keinen Effekt. Hierfur gibt es mehrere mdgliche
Erklarungsansatze:

FTY720 wird in vivo hauptsachlich durch die SPHK 2 zum aktiven FTY720-P
phosphoryliert. Fur die Versuche dieser Arbeit wurde FTY720 in der nicht-
phosphorylierten Form verwendet. Zwar wird in der Maus die SPHK 1 und 2 in
der Niere exprimiert, jedoch macht die SPHK 1 dabei im Verhaltnis den
gréReren Teil aus. Weiterhin ist in der Maus der Grofteil der gesamten SPHK
2-Expression in der Leber zu finden. Zudem befindet sich im murinen Blut eine
im Vergleich zum humanen Blut um vielfaches erhéhte SPHK 2-Aktivitat (Billich
et al. 2003). Mdglicherweise lauft der Groldteil der FTY720-Phosphorylierung in
der Maus in Leber sowie Blut und nur im geringen Teil in der Niere ab. In der In-

vitro-Situation mit isolierten glomerularen Endothelzellen kdnnte somit
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moglicherweise ein nur unzureichender Anteil des FTY720 aktiviert werden.
Dies wirde auch erklaren, warum in den Versuchen keine FTY720-Wirkung zu
beobachten war. FTY720 fuhrte dennoch in Kkultivierten menschlichen
Lungenendothelzellen zu einer Verstarkung der endothelialen Barriere,
vergleichbar zu FTY720-P, jedoch mit einem etwas langsameren Beginn
(Dudek et al. 2007). FTY720 konnte folglich in vitro von den
Lungenendothelzellen ausreichend phosphoryliert werden, um eine Wirkung zu
erzielen (Dudek et al. 2007). Einige Arbeiten verwendeten jedoch FTY720-P in
vitro, was es ermoglicht eine unzureichenden SPHK-Aktivitat zu umgehen.
(Sarai et al. 2009, Sanchez et al. 2003). FTY720-P koénnte in dem
Barrierestorungsmodell dieser Arbeit eine starkere Wirkung zeigen als FTY720.
Zudem musste in den GEnC auf Gen- und Proteinebene untersucht werden, in
welchem Ausmal} die SPHK 1 und 2 exprimiert werden.

Zwei weitere Faktoren, welche die FTY720-Wirkung in diesen Versuchen
beeinflussen kénnten, sind die Dosierung sowie der Applikationszeitpunkt. Flr
die Versuche wurde eine FTY720-Konzentration von 1 uM gewahlt. Die
FTY720-Konzentration von 1 uM zeigte in Arbeiten von Dudek et al. und Wang
et al. die starkste Verbesserung der Endothelbarriere, weshalb sie fur die
Versuche dieser Arbeit ausgewahlt wurde (Dudek et al. 2007, Wang et al.
2011). Diese Studien erfolgten jedoch in menschlichen Lungenendothelzellen
sowie ohne den Zusatz von inflammatorischen Mediatoren (Wang et al. 2011,
Dudek et al. 2007). In den murinen GEnC sowie unter der simulierten
Inflammation ist mdglicherweise eine hohere FTY720-Konzentration noétig, um
die Wirkung zu optimieren. Weiterhin konnte das Zusammenspiel zwischen der
genutzten LPS+Cyt-Konzentration und der FTY720-Dosierung verandert
werden. Die gewahlt LPS+Cyt-Verdinnung von 1:1000 ist mdglicherweise zu
stark und FTY720 kann nicht die volle Wirkung entfalten (Dennhardt und Finke
et al. 2019).

In den Versuchen der vorliegenden Arbeit wurde FTY720 gleichzeitig mit
LPS+Cyt gegeben. Die signifikante Barrierestorung durch den LPS+Cyt erfolgte
jedoch erst ~12 h nach Stimulation. Durch die gleichzeitige frihe Gabe von
FTY720 konnte die protektive Wirkung zum Beginn der Barrierestorung bereits
grofltenteils vorlber sein. Eine spatere FTY720-Gabe kdénnte moglicherweise
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eine Wirkung erzielen. Dass die inflammatorische Barrierestorung auch zu
einem spateren Zeitpunkt reversibel ist, konnte im Abschnitt 8.3 gezeigt werden.
Die mikrovaskularen Endothelzellschichten der unterschiedlichen Organe
unterscheiden sich in ihrer Permeabilitat sowie Auspragung der Zell-Zell-
Kontakte (Aird 2012). Das glomerulare Endothel zeichnet sich durch
Fenestrationen sowie einer hoheren Permeabilitdt aus (Satchell und Braet
2009). Wahrend FTY720 in Lungenendothelzellen stark stabilisierend wirkt
(Dudek et al. 2007), konnte die Wirkung im glomerularen Endothel weniger
ausgepragt sein. Weiterhin verbesserte FTY720 die endotheliale Barriere in
Hirnendothelzellen nach TNF-a Stimulation. Hirnendothelzellen zeichnen sich
durch eine niedrige Permeabilitat und einer starken Auspragung der Zell-Zell-
Kontakte aus (Imeri et al. 2016). Die Wirkung von FTY720 konnte folglich
zwischen den unterschiedlichen Endothelphanotypen der Organe variieren.
Dies konnte somit auch organspezifische Wirkungen von FTY720 erklaren
(Dennhardt und Finke et al. 2019).

Neben kardialen Nebenwirkungen kann eine langere FTY720-Exposition die
Permeabilitat der endothelialen Barriere pathologisch verstarken (Shea et al.
2010). In der vorliegende Arbeit war jedoch keine Verstarkung der
inflammatorischen Barrierestorung durch FTY720 zu beobachten (Dennhardt
und Finke et al. 2019).

Dass FTY720 die Barrierestorung nicht verhindern konnte, stimmt mit der
Studie von Coldewey et al. Uberein, in der eine FTY720-Gabe im Sepsis-
Mausmodell zu keiner signifikanten Verbesserung der Nierenfunktion fihrte
(Coldewey et al. 2016). Die Nierenfunktion wurde in dem Sepsis-Mausmodell
jedoch nur am Ende des Beobachtungszeitraumes durch eine Messung der
renalen Retentionsparameter im Blut bestimmt (Coldewey et al. 2016). Die
Dynamik der renalen Schadigung wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraumes wurde nicht untersucht (Coldewey et al. 2016). In
einem Rattenmodell der chronischen Nierenerkrankung konnte FTY720 jedoch
die Schaden am glomerularen Endothel reduzieren und die Nierenfunktion
verbessern (Ni et al. 2013). Es muss jedoch beachtet werden, dass in diesem
Model die Schadigung Uber einen Zeitraum von 12 Wochen stattfand, was
kaum der Entstehung des akuten Nierenversagens in 18-24 h in der Arbeit von
Coldewey und Kollegen entspricht (Ni et al. 2013, Coldewey et al. 2016).
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FTY720 hat folglich moglicherweise Auswirkungen auf inflammatorische
Schadigungen, die Uber einen langeren Zeitraum stattfinden, jedoch nicht auf

akute Schadigungen.

9.3 Einfluss von FTY720 auf die S1P-Expression auf GEnC

In eigenen Vorversuchen zeigte S1P keine Wirkung auf die elektrische
Resistenz der GEnC-Endothelzellschicht (Dennhardt und Finke et al. 2019) und
auch FTY720 zeigte keinen Einfluss auf die inflammatorischen
Barriereschadigung (Abschnitt 8.4). S1P und FTY720 binden an den S1P4 in
Endothelzellen. Bindet FTY720 an den S1P4, wird der Rezeptor internalisiert,
degradiert und nicht an der Oberflache re-exprimiert (Oo et al. 2007). In dieser
Arbeit wurde daher eine FACS-Analyse der S1Pq-Expression der GENnC
durchgefuhrt. Dies sollte zeigen, ob eine FTY720-Stimulation zu einer
Internalisierung des Rezeptors fuhrt. Ein Ausbleiben der
Rezeptorinternalisierung wurde dafur sprechen, dass FTY720 in vitro nur eine
geringe oder keine Aktivitat zeigt.

Die FACS-Analyse zeigte, dass der S1P¢ auf den GEnC exprimiert wurde. Die
Stimulation der Zellen mit FTY720 fur 24 h zeigte keine relevante Veranderung
in der Prozentzahl der S1P4-positiven Zellen. Dies spricht gegen eine S1P-
Internalisierung nach FTY720-Stimulation fur die verwendete Konzentration und
den Stimulationszeitraum.

Oo et al. beschreiben eine Internalisierung und Degradierung des S1P; nach
FTY720-P-Stimulation (Oo et al. 2007). Stimulation mit FTY720, wie es auch in
der vorliegenden Arbeit verwendet wurde, zeigte keine Veranderung der S1P+4-
Expression (Oo et al. 2007). Allerdings wurde in der Arbeit von Oo et al.
FTY720 in niedrigeren Konzentrationen von 10-250 nM genutzt. Zudem war der
Stimulationszeitraum wesentlich kurzer (maximal 1 h), verglichen mit den
Experimenten der vorliegenden Arbeit. Weiterhin wurde die S1P4-Expression
durch Immunoblotting von Gesamt-Zelllysaten aus HUVEC-Zellkulturen ermittelt
(Oo et al. 2007). Die in dieser Arbeit genutzte FACS-Analyse zeigt dagegen
lediglich die Oberflachenexpression des S1P¢ auf den GEnC. Wie in Abschnitt
4.2.1 beschrieben, ist FTY720 die inaktive Form des S1P-Analogons. Ob eine
Phosphorylierung zu FTY720-P durch die GEnC erfolgt, wurde in dieser Arbeit
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nicht untersucht. Eine unzureichende Phosphorylierung von FTY720 wirde
auch das Ausbleiben einer S1P+-Internalisierung in den GEnC erklaren. Wang
et al. konnten jedoch eine signifikante Reduktion der S1P4-Expression im
Immunoblotting durch FTY720-Stimulation beobachten (Wang et al. 2014).
Lungenendothelzellen wurden mit 1 yM FTY720 far 4 h stimuliert (Wang et al.
2014). Die S1Pq-Expression war jedoch in einem nur geringeren Ausmaf
reduziert, verglichen mit einer Stimulation mit FTY720-P (Wang et al. 2014).

Keine der vorher beschriebenen Arbeiten analysierten die S1P4-Expression
nach 24 h. Oo et al. beobachteten, dass die S1P4-Expression 12 h nach
FTY720-P-Exposition wieder zunahm (Oo et al. 2007). Es ist moéglich, dass die
FTY720-Wirkung auf die S1P¢-Internalisierung nach 24 h bereits vortber war
und neue Rezeptoren an der GEnC-Oberflache exprimiert wurden. Kirzere
Stimulationszeiten wurden in diesem Experiment darliber Auskunft geben. Der
lange Stimulationszeitraum von 24 h ist die Limitation dieser FACS-Analysen.
Die Aussage Uber eine S1P¢-Internalisierung zu einem friiheren Zeitpunkt |&sst
sich damit nicht sicher feststellen. Die fehlende Rezeptorinternalisierung kann
aber dafur sprechen, dass FTY720 unzureichend aktiviert wurde oder keine
Wirkung am Rezeptor zeigt. Es konnte jedoch in einer Studie von Dudek et al.
gezeigt werden, dass FTY720 auch unabhangig vom S1P4 die endotheliale

Barriere verstarken kann (Dudek et al. 2007).

9.4 S1P/AMPK-Interaktion in GEnC

In mehreren Arbeiten mit unterschiedlichen Zelltypen konnte bereits
nachgewiesen werden, dass S1P in vitro AMPK phosphoryliert und somit
aktivieren kann (Levine et al. 2007, Kimura et al. 2010, Malik et al. 2015). In
murinen glomeruldren Endothelzellen wurde dieser Signalweg jedoch noch
nicht beschrieben. Es konnte in den GEnC fir keinen der
Stimulationszeitraume eine signifikante Aktivierung der AMPK festgestellt
werden, welche sich auf S1P zurlckflhren liel®. Levine et al. wiesen erstmals
die S1P/AMPK-Interaktion nach (Levine et al. 2007). Sie stimulierten
Endothelzellen mit einer S1P-Konzentration von 100 nM, die weit unter den
fur die Versuche der vorliegenden Arbeit genutzten 1 uM lag (Levine et al.
2007). Der maximale Phosphorylierungsgrad der AMPK nach Stimulation mit
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S1P wurde durch Levine et al. bei 5 min nachgewiesen (Levine et al. 2007).
Diese Phosphorylierung nahm jedoch bis 30 min nach Stimulation
kontinuierlich ab. Die Zellen in der Arbeit von Levine et al. wurden jedoch
langer (bis zu 16 h) vor der Stimulation in serumfreiem Medium gehalten
(Levine et al. 2007), verglichen mit den 4 h in den Versuchen der
vorliegenden Arbeit. Da die AMPK-Aktivierung durch Veranderungen in der
Energiehomdostase beeinflusst wird, kdénnte ein langerer Mangel an
Nahrstoffen aus dem Serum den S1P-Einfluss auf die AMPK verandern (Jeon
2016). Dies konnte auch erklaren, warum es in dieser Arbeit nach 30 min
Vehikel- und S1P-Stimulation zu einem signifikanten Anstieg der AMPK-
Aktivitat kam, da die AMPK durch den Nahrstoffmangel aktiviert werden
konnte (Jeon 2016, Dennhardt und Finke et al. 2019).

Kimura et al. nutzten, wie in den Stimulationsversuchen der vorliegenden
Arbeit, eine S1P-Konzentration von 1 uM (Kimura et al. 2010). Sie
detektierten eine AMPK-Phosphorylierung nach 10 min Stimulation (Kimura et
al. 2010). Statt in serumfreiem Medium, wurden die Zellen in einem Medium
stimuliert, dass Albumin enthielt (Kimura et al. 2010). Albumin fungiert als
einer der S1P-Trager im Plasma. Die Starke der S1P-Wirkung kann durch die
Eigenschaft des Tragers beeinflusst werden (Wilkerson et al. 2012). HDL-
gebundenes S1P wirkt beispielsweise starker auf die endotheliale Barriere als
Albumin-gebundenes S1P (Wilkerson et al. 2012). Weiterhin wurde gezeigt,
dass an Albumin gebundenes S1P starker auf die endotheliale Barriere wirkt
als freies oder in Methanol solubilisiertes S1P (Stolwijk et al. 2015). Fur die
Versuche der vorliegenden Arbeit wurde S1P in Methanol solubilisiert, dies
war jedoch auch bei Levine et al. der Fall und sie konnten eine S1P/AMPK-
Interaktion nachweisen (Levine et al. 2007). Die Nutzung eines serumfreien
Mediums zur Stimulation, einer Uber- oder Unterdosierung von S1P sowie ein
zu kurzer Stimulationszeitraum kénnten der Grund dafur sein, dass in der
vorliegenden Arbeit keine AMPK-phosphorylierung nach S1P-Stimulation
nachgewiesen werden konnte. Jedoch wurden die Endothelzellen in der
Arbeit von Levine et al. auch nach Inkubation mit serumfreien Medium mit
S1P stimuliert und es konnte eine AMPK-Phosphorylierung nachgewiesen
werden (Levine et al. 2007). Im Immunoblotting zeigte sich durch die

Positivkontrolle AICAR eine signifikante AMPK-Phosphorylierung. Dies
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spricht dafur, dass eine AMPK-Phoshorylierung durch S1P, wenn in den
GENC vorhanden, prinzipiell nachweisbar ware. Weiterhin konnte mit einem
identischen Stimulationsprotokoll und gleichen Versuchsvoraussetzungen in
humanen dermalen mikrovaskuldaren Endothelzellen (HMEC-1) eine
signifikante AMPK-Aktivierung nach 1 und 2 min S1P-Stimulation festgestellt
werden (Dennhardt und Finke et al. 2019). Es ist also mdglich, dass es nicht
zu einer S1P/AMPK-Interaktion in GEnC kommt oder dieser Signalweg nur
sehr gering ausgepragt ist. Die S1P/AMPK-Interaktion kdnnte, abhangig von
dem Endothelzelltyp sowie der Spezies, aus dem die Zellen isoliert wurden,
variieren.

In dieser Arbeit wurden konditionell immortalisierte glomerulare Endothelzellen
aus der Maus verwendet (Akis und Madaio 2004). Diese wiesen laut Akis et al.
endotheltypische Marker sowie Morphologien auf und wurden bereits in
mehreren publizierten Arbeiten verwendet (Akis und Madaio 2004, Taubitz et al.
2013, Khan et al. 2011). Die primar isolierten Zellen wurden jedoch durch die
Aktivierung des ts-SV40 TAg konditionell immortalisiert (Akis und Madaio
2004). Das ts-SV40 TAg blockiert u. a. das Tumorsuppressorprotein p53 und
verandert somit zellulare Signalwege (Ahuja et al. 2005, Akis und Madaio
2004). Durch die genetische Transformation der GEnC kdnnte es sein, dass
auch der in der vorliegenden Arbeit untersuchte S1P/AMPK-Signalweg
verandert ist. Moglicherweise liel3e sich eine S1P/AMPK-Interaktion in primar
isolierten, nicht genetisch veranderten glomerularen Endothelzellen
nachweisen. Vergleichend sollten zudem diese Versuche in menschlichen
glomerularen Endothelzellen wiederholt werden, um speziesspezifische

Unterschiede auszuschlief3en.
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10 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung eines S1P/AMPK-Signalwegs
zum Schutz der glomerularen endothelialen Barriere in vitro in GEnC
untersucht. Es wurde erfolgreich ein In-vitro-Modell einer inflammatorischen
Storung der Barriere des murinen glomerularen Endothels im ECIS-System
etabliert. Der dabei genutzte inflammatorische Stimulus induzierte
konzentrationsabhangig einen Resistenzabfall, welcher durch einen
Mediumwechsel reversibel war. Das etablierte Inflammationsmodell bietet die
Moglichkeit, Interventionen zum Schutz des glomerularen Endothels unter
Inflammation zu testen. Weiterhin bietet sich die Moglichkeit, dieses Modell auf
andere Endothelzelltypen zu Ubertragen und durch zusatzliche Komponenten
des inflammatorischen Stimulus (z.B. aktivierte Neutrophile) zu erweitern. In
einer neuen Studie von Stepanovska et al. wurde das etablierte
Inflammationsmodell erfolgreich auf humane zerebrale mikrovaskulare
Endothelzellen Ubertragen (Stepanovska et al. 2020).

In der genutzten Dosis konnte das S1P-Analogon FTY720 die Barrierestdorung
in diesem Modell nicht verhindern. Mdgliche Erklarungen fur die fehlende
Wirkung von FTY720 sind eine Unter- oder Uberdosierung, ein zu friiher
Applikationszeitpunkt sowie eine unzureichende Aktivierung des Medikaments
in vitro. Die FACS-Analyse der GEnC zeigte keine Internalisierung des S1P4-
Rezeptors nach FTY720-Stimulation. Dies spricht weiter fir eine mogliche
unzureichende FTY720-Aktivierung oder Dosierung in vitro. Obwohl in dieser
In-vitro-Studie keine Effekte nachweisbar waren, sprechen die Ergebnisse
anderer Gruppen flur das Potential von FTY720, das glomerulare Endothel unter
Inflammation schitzen zu kénnen. Es bedarf jedoch weiterer experimenteller
Studien, um dies zu bestatigen und genaue Mechanismen aufzuzeigen. Es
wurden mehrere FTY720-Derivate entwickelt, die teilweise dem ursprunglichem
FTY720 in ihrer Wirkung auf die endotheliale Barriere Uberlegen sind (Wang et
al. 2014, Camp et al. 2016). Diese Derivate konnten Alternativen zu dem
klinisch zugelassenen FTY720 darstellen.

In der vorliegenden Arbeit konnte im Immunoblotting keine Interaktion zwischen
S1P und AMPK in den GEnC nachgewiesen werden. Dies spricht fur eine

untergeordnete Rolle des S1P/AMPK-Signalweges im murinen glomerularen
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Endothel. Es empfiehlt sich jedoch eine Wiederholung der Versuche in primar
isolierten glomerularen Endothelzellen, um dieses zu bestatigen. In anderen
Endothelzelltypen konnte der S1P/AMPK-Signalweg bereits nachgewiesen
werden und die in der vorliegenden Arbeit zitierte Literatur untermauert eine
schitzende Wirkung von S1P und AMPK auf das Endothel unter Inflammation.
Die protektiven Wirkungen dieses Signalweges konnten folglich in weiteren
Endothelzelltypen untersucht werden.

Unter identischen Versuchsbedingungen konnte in unserem Labor ein
S1P/AMPK-Signalweg in HMEC-1 Zellen nachgewiesen werden (Dennhardt
und Finke et al. 2019). Uber einen partiellen siRNA-induzierten Knockdown der
AMPKa-Untereinheiten in den HMEC-1 wurde weiterhin nachgewiesen, dass
die AMPK zumindest teilweise die Barriere-verstarkenden Wirkungen von S1P
im humanen dermalen mikrovaskularen Endothel vermittelt (Dennhardt und
Finke et al. 2019). Das Endothel weist im Korper relevante Variationen
zwischen unterschiedlichen vaskularen Stromgebieten auf, u. a. Unterschiede
zwischen Makro- und Mikrozirkulation (Aird 2012). Der S1P/AMPK-
Signaltransduktionsweg konnte somit eine von endothelphanotyp-abhangige
Auspragung aufzeigen. Endothel-phanotypische Unterschiede sollten in
weiteren Untersuchungen des S1P/AMPK-Signalweges beachtet werden.

Der Schutz des glomerularen Endothels in der Sepsis stellt ein therapeutisches
Ziel dar, mit dem die renale Mikrozirkulation positiv beeinflusst werden kann.
Dies konnte ein Schlussel zur Entwicklung von Behandlungen des septischen
akuten Nierenversagens sein und sollte in weiteren experimentellen Studien

untersucht werden.
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