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Abkürzungsverzeichnis 
 

7-AAD   7-Aminoactinomycin 

ANOVA   Varianzanalyse (Analysis of Variance)  

aSMase   Saure Sphingomyelinase 

BMI     Body Mass Index 

BSA     Bovine Serum Albumin 

C16    d18:1 16:0 Ceramid 

Caspasen   Cystein-abhängige Aspartat-spezifische Protease  

cDNA     komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

Ct     Cycle Threshold 

DAPI    4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

DMSO    Dimethylsulfoxid  

DMT2    Diabetes Mellitus Typ 2 

DNA    Desoxyribonukleinsäure 

DPBS Phosphatgepufferte Salzlösung nach Dulbecco 

(Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline) 

EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 

ESCRT    Endosomal sorting complexes required for transport 

EV    Extrazelluläre Vesikel 

FITC     Fluorescein 

HCAEC  Humane koronararterielle Endothelzellen 

(Human Coronary Artery Endothelial Cells) 

Hepes BSS    Hepes buffered balanced salt solution 
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HUVEC Humane umbilikalvenöse Endothelzellen  

(Human Umbilical Vein Endothelial Cells)  

KHK Koronare Herzerkrankung  

LDL     Low-density Lipoprotein 

miRNA   microRNA 

MTT    3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

MV     Mikrovesikel  

NBD    Nitrobenzoxadiazole 

NO    Stickstoffmonoxid 

nSMase   Neutrale Sphingomyelinase 

NTA    Nanopartikel Tracking Analyse  

oxLDL    Oxidiertes Low-density Lipoprotein 

PFA    Paraformaldehyd 

qPCR    Quantitative real-time polymerase chain reaction  

Q-TOF MS / MS   Quadrupole time-of-flight Massenspektrometrie 

RNA    Ribonukleinsäure 

ROS    Sauerstoffradikale (reactive oxygen species) 

siRNA    Small interfering Ribonukleinsäure 

SMase   Sphingomyelinase 

SMPD1   Sphingomyelin Phosphodiesersterase 1  

SMPD2   Sphingomyelin Phosphodiesersterase 2 

SMPD3   Sphingomyelin Phosphodiesersterase 3 

TNF-α    Tumornekrosefaktor-α 

TNS    Trypsin Neutralization Solution   
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1. Einleitung  

 

1.1 Kardiovaskuläre Erkrankungen 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind eine der häufigsten Todesursachen weltweit (World 

Health Organization, 2021). In Europa sterben jedes Jahr rund 3,9 Millionen Menschen 

(45 % aller Todesfälle) an den Folgen von kardiovaskulären Erkrankungen (Wilkins et al., 

2017). Lebensbedrohliche Komplikationen stellen vor allem Myokardinfarkte und Schlag-

anfälle dar (Wilkins et al., 2017). Pathophysiologisch liegt den kardiovaskulären Erkran-

kungen eine Gefäßverengung durch Ausbildung atherosklerotischer Plaques (Libby et al., 

2019; Lusis, 2000). Einfluss auf die Pathogenese nehmen verschiedene Risikofaktoren, 

welche zur Einschätzung des kardiovaskulären Risikos anhand von Scoring-Modellen 

herangezogen werden können (Assmann und Schulte 1988; Wilson et al., 1998). Neben 

verhaltensabhängigen Risikofaktoren wie Nikotinkonsum, körperliche Inaktivität sowie 

fett- und kohlenhydratreiche Ernährung mit daraus resultierenden erhöhten Body Mass 

Index (BMI) begünstigen auch verhaltensunabhängige Risikofaktoren wie arterielle 

Hypertonie, Hyperlipidämien, Diabetes Mellitus, genetische Faktoren und das männliche 

Geschlecht die Entstehung von Arteriosklerose (Benjamin et al., 2019; Timmis et al., 

2019; Wilkins et al., 2017).  

Trotz vieler therapeutischer Behandlungsmöglichkeiten wie Lebensstiländerungen, Anti-

hypertensiva, Lipidsenker, Antidiabetika und Antikoagulationen stieg die Anzahl der Er-

krankten innerhalb der letzten 25 Jahre in der Europäischen Union weiter an (Weber und 

Noels, 2011; Wilkins et al., 2017). Die Behandlungskosten in der Europäischen Union 

belaufen sich auf rund 210 Billionen Euro pro Jahr (Wilkins et al., 2017).  

Eine intensivierte Forschung im Bereich kardiovaskulärer Erkrankungen eröffnet die Mög-

lichkeit mit einem verbesserten Verständnis der Pathomechanismen neue Diagnostik- 

und Therapieoptionen zu entwickeln, mit der Folge präventiv tätig werden zu können und 

Komplikationen der Arteriosklerose entscheidend zu minimieren. 
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1.2 Pathomechanismus der Arteriosklerose  

Arteriosklerose ist eine Systemerkrankung, die sich in allen Blutgefäßen des Organismus 

manifestiert und durch eine Gefäßwandverhärtung und -verdickung gekennzeichnet ist. 

Die häufigste Form ist die Atherosklerose, die sich durch Intimaschädigungen und konse-

kutiver Ausbildung von Plaques entwickelt. Die Vaskularisation wird durch eine Verrin-

gerung des Gefäßdurchmessers oder durch Ausbildung von Thromben eingeschränkt. 

Bezogen auf die Koronararterien birgt dies die Problematik einer lebensbedrohlichen 

Ischämie. Eine zentrale Rolle in dieser Pathogenese der Plaquebildung spielen Endothel-

dysfunktionen, Ablagerungen von Blutfetten und Inflammationen (Falk, 2006; Libby et al., 

2019; Lusis, 2000; Weber und Noels, 2011).  

In der Vergangenheit wurde angenommen, dass die Entstehung der Plaques durch eine 

passive Akkumulation von Lipiden in die Gefäßwände bedingt sei (Wesselkin, 1913). 

Neue Forschungsresultate der letzten zwei Jahrzehnte zeigen jedoch, dass die patho-

physiologischen Prozesse der Atherosklerose weitaus komplexer sind (Libby et al., 2011; 

Schaftenaar et al., 2016). 

In Anlehnung an das Response-to-injury-Modell von Ross und Glomset (1976) sollen im 

Folgenden wichtige Erkenntnisse der Pathogenese der Atherosklerose dargestellt wer-

den. Auslöser der Plaquebildung seien dementsprechend Endothelschädigungen, an de-

nen eine Akkumulation von Low-density Lipoproteinen (LDL) stattfinden könne (Gimbrone 

und García-Cardeña, 2016; Lusis, 2000; Ross und Glomset, 1976). Aufgrund der oxi-

dativen Modifikation des LDL u. a. durch Sauerstoffradikale (ROS), lysosomale Proteasen 

und Phospholipasen entstehen nachfolgend oxidierte LDL-Cholesterine (oxLDL) (Hurt-

Camejo et al., 1997; Leake et al., 1990). Diese stimulieren in Endothelzellen die Expres-

sion von proinflammatorischen Stoffen wie Adhäsionsmoleküle und Wachstumsfaktoren 

(Witztum und Steinberg, 1991). Die höhere Anzahl an Adhäsionsmolekülen bewirken eine 

verstärkte Anlagerung von Thrombozyten, Monozyten und Lymphozyten am ge-

schädigten Endothel. Durch Einwanderung der Monozyten in die Gefäßwand differen-

zieren sie sich zu gewebsständigen Makrophagen, die das oxLDL aufnehmen und sich 

zu Schaumzellen entwickeln (Falk, 2006; Libby et al., 2019; Lusis, 2000; Napoli, 1997; 

Schaftenaar et al., 2016; Witztum und Steinberg, 1991; Wu et al., 2017). Das geschädigte 

Endothel und die Immunzellen setzen Entzündungsmediatoren und Wachstumsfaktoren 
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frei, die eine Auswanderung von glatten Muskelzellen aus der Tunica media stimulieren. 

Sie bilden die fibröse Kapsel der atherosklerotischen Plaques durch Produktion von Kol-

lagen, Elastin und Proteoglykanen (Basatemur, 2019; Lusis, 2000; Wu et al., 2017). Durch 

Akkumulation von Cholesterinkristallen, apoptotischen Schaum- und glatten Muskelzellen 

entsteht im Zentrum der Plaques ein nekrotischer Kern. Die zunehmende Verengung des 

Gefäßlumens und die Gefahr der Plaqueruptur mit anschließender Thrombenbildung kön-

nen zu lebensbedrohlichen Ischämien führen (Falk, 2006; Lusis, 2000). 

Im Rahmen der Atherosklerose kommt insbesondere den Endothelzellen eine besondere 

Bedeutung zu, da sie eine Barriereschicht zwischen Blutkreislauf und umliegendem Ge-

webe bilden, wodurch die Passage von Biomolekülen und Immunzellen kontrolliert wird. 

Endothelzellen können den Gefäßtonus, die Zelladhäsion und die Proliferation von glatten 

Muskelzellen regulieren. Dadurch erhalten sie eine entscheidende Bedeutung in der Hä-

mostase von antikoagulatorischer, antithrombotischer und antiinflammatorischer Aktivität 

(Gimbrone und García-Cardeña, 2016; Paone et al., 2019). Aufgrund von apoptotischen 

Endothelzellen entstehen Läsionen in der Intima von Gefäßwänden, welche die Pro-

gression der Atherosklerose fördern können (Gimbrone und García-Cardeña, 2016). 

 

1.3 Einfluss von apoptotischen Endothelzellen auf die Arteriosklerose 

Unter der Apoptose versteht man den programmierten Zelltod, der Einfluss auf die physio-

logische Zell- und Organhämostase hat (Kerr et al., 1972). Der Ablauf der Apoptose ist 

genetisch determiniert und kann durch zwei unterschiedliche Signalwege, den intrin-

sischen oder den extrinsischen Weg, ausgelöst werden (Metzstein et al., 1998; Singh et 

al., 2019). Bei beiden Signalwegen kommt es zu einer Aktivierung von Cystein-abhän-

gigen Aspartat-spezifischen Proteasen (Caspasen), insbesondere den Initiator-

Caspasen 8 und 9. In der gemeinsamen Endstrecke werden die Effektor-Caspasen 3, 6 

und 7 aktiviert, welche die Apoptose einleiten (McIlwain et al., 2013). Sie beginnt mit der 

Fragmentation von Desoxyribonukleinsäure (DNA) durch Endonukleasen. Die Kern-

proteine und das Zytoskelett werden abgebaut und die Phospholipide der Membran um-

verteilt. Schließlich können die apoptotischen Körperchen durch Phagozytose abgebaut 

werden (D’Arcy, 2019; Elmore, 2007; Singh et al., 2019; Taylor et al., 2008).  
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Der extrinsische Weg wird durch extrazelluläre Todesliganden, wie z. B. den Tumor-

nekrosefaktor-α (TNF-α) oder den Fas-Ligand ausgelöst, welche an ihre spezifischen Re-

zeptoren aus der Familie der Todesrezeptoren binden. An die nach intrazellulär reichende 

Todesdomäne des Rezeptors bindet zuerst das TNF-Rezeptor-assoziierte Protein und im 

zweiten Schritt das Fas-assoziierte Protein mit der Todesdomäne. Das Fas-asso-

ziierte Protein mit Todesdomäne besitzt zusätzlich eine Todeseffektordomäne, welche die 

Caspase 8 aktiviert (Igney und Krammer, 2002; Juo et al., 1998; McIlwain et al., 2013). 

Der intrinsische Weg wird durch einen Anstieg von proapoptotischen Proteinen der Bcl-2-

Familie ausgelöst. Der Anstieg dieser proapoptotischen Proteine geschieht vor allem 

durch Akkumulation von p53 nach DNA-Schäden oder durch ausbleibende Überlebens-

signale. Die proapoptotischen Proteine erhöhen die Permeabilität der äußeren Mito-

chondrienmembran und ermöglichen den Austritt von Cytochrom C in das Zytosol. Durch 

Ausbildung eines Komplexes aus Cytochrom C, dem apoptotischen Protease-Akti-

vierungsfaktor-1 und der Procaspase-9 wird die Caspase 9 aktiviert (D’Arcy, 2019; Igney 

und Krammer, 2002; McIlwain et al., 2013; Singh et al., 2019). 

Auslöser der endothelialen Apoptose sind u. a. erhöhte LDL- und Glukose- sowie verrin-

gerte Stickstoffmonoxid- (NO) Konzentrationen, vermehrte reaktive Sauerstoffspezies 

und verringerte Scherkräfte durch turbulente Ströme (Cyr et al., 2020; Duan et al., 2021; 

Incalza et al., 2018; Paone et al., 2019; Sheu et al., 2005; Souilhol et al., 2020). In diesem 

Kontext gelangen Ceramide immer mehr in den Fokus der aktuellen Forschung, da sie 

einen proapoptotischen Effekt auf Endothelzellen ausüben (Mullen und Obeid, 2012). Stu-

dien zeigen eine Korrelation zwischen der Menge zirkulierender Ceramide im Plasma und 

einem erhöhten Risiko kardiovaskulärer Ereignisse (de Carvalho et al., 2018; Summers, 

2018). Beeinträchtigungen der Barrierefunktion fördern die Anreicherung von LDL, die 

Einwanderung von Monozyten und die Initiierung der Plaquebildung (Witztum und 

Steinberg, 1991). Aufgrund einer verminderten antikoagulatorischen und antithrom-

botischen Aktivität können Thromben gebildet und kardiovaskuläre Ereignisse ausgelöst 

werden (s. Abb. 1) (Paone et al., 2019). 
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Abb. 1: Einfluss von apoptotischen Zellen auf die Pathogenese der Arteriosklerose. 
Apoptose-fördernde Faktoren sind erhöhte Glukosespiegel sowie LDL und C16 Ceramid 
Konzentrationen, vermehrte Sauerstoffradikale (ROS), verringerte Stickstoffmonoxid 
(NO) Konzentrationen und verringerte Scherkräfte. Apoptotische Endothelzellen fördern 
Koagulation, Thrombenbildung und Gefäßverschluss (eigene Darstellung in Anlehnung 
an Paone et al., 2019). 

 

1.4 Einfluss von Extrazellulären Vesikeln auf die Arteriosklerose 

Extrazelluläre Vesikel (EV) sind sezernierte Membranpartikel, welche erstmals von Pan 

und Johnstone (1983) entdeckt wurden. Erst im letzten Jahrzehnt wurde die Bedeutung 

von EV in der Homöostase der Zelle, in der Zell-Zell-Kommunikation sowie in ihrer Fähig-

keit, den Phänotyp und die Funktion ihrer Zielzelle zu beeinflussen, bekannt (Mathieu et 

al., 2019; van Niel et al., 2022). Der Transport von bioaktiven Molekülen wie beispiels-

weise Proteinen, microRNA (miRNA) und Lipiden wirken sich auf verschiedene bio-

logische Prozesse aus (van Niel et al., 2022). Außerdem transportieren sie wichtige 

Mediatoren, wie Zytokine, Wachstumsfaktoren und Transkriptionsfaktoren, welche z. B. 

die Regulationen von Entzündungsprozessen und die Apoptose beeinflussen (Abels und 

Breakefield, 2016; Paone et al., 2019). Darüber hinaus hat der Transfer von EV Aus-

wirkungen auf die Pathogenese der Arteriosklerose, indem sie endotheliale Dysfunktionen 

und Entzündungsreaktionen sowie den daraus resultierenden Umbau der Gefäßwände 
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beeinflussen (Berda-Haddad et al., 2011; Chistiakov et al., 2015; Hergenreider et al., 

2012; Jansen et al., 2013; Jansen et al., 2015; Jansen et al., 2017; Lawson et al., 2016; 

Liu et al., 2021; Njock et al., 2015; Paone et al., 2019; Zernecke et al., 2009; Zhan et al., 

2009; Zietzer et al., 2020). Zusätzlich weisen verschiedene Studien darauf hin, dass EV 

und deren Lipidzusammensetzungen als mögliche Biomarker zur Detektion und zum Mo-

nitoring kardiovaskulärer Erkrankungen eingesetzt werden könnten (Boulanger et al., 

2017; Yin et al., 2015). Differenziert werden die EV in apoptotische Körperchen, Mikro-

vesikel (MV) und Exosomen (Paone et al., 2019; Théry et al., 2018) (s. Tab. 1). 

Die während der Apoptose ausgebildeten apoptotischen Körperchen sind mit einem 

Durchmesser von 500 – 2000 nm die größten Vesikel und beinhalten DNA, RNA, Pro-

teine, Zellorganellen und nukleäre Bestandteile (D’Arcy, 2019; Elmore, 2007; Paone et 

al., 2019). MV sind 10 – 1000 nm groß und werden von der Plasmamembran vitaler Zellen 

Ca2+-abhängig abgeschnürt. Die Bildung der MV geschieht über eine Umverteilung von 

Phospholipiden durch die Positionierung von Phosphatidylserin in die äußere Membran 

und über eine Kontraktion des Aktin- und Myosinapparates (van Niel et al., 2018). Sie 

transportieren RNA, Proteine, Lipide und Zellorganellen. Exosomen sind mit 20 – 100 nm 

die kleinsten EV. Sie entwickeln sich durch intraluminales Abschnüren von Endosomen 

und Bildung von interlaminären Vesikeln zu multivesikulären Körperchen (Raposo und 

Stoorvogel, 2013). Die Sekretion der Exosomen läuft entweder über Komplexe wie dem 

endosomal sorting complexes required for transport-Komplex (ESCRT) oder ESCRT-un-

abhängig mithilfe von Tetraspanin-Mikrodomänen oder Lipidrafts (Lipidflößen) ab (Pols 

und Klumperman, 2009; Wollert und Hurley, 2010). Zudem konnte gezeigt werden, dass 

Ceramide und neutrale Sphingomyelinasen (nSMase) die Ausbildung von Exosomen be-

einflussen (Menck et al., 2017; Trajkovic et al., 2008; Record et al., 2018).  

Nach der Freisetzung der EV in den extrazellulären Raum kann dies zu einer Interaktion 

mit Nachbarzellen, den EV Zielzellen, führen. Eine mögliche Interaktion ist die Liganden-

Rezeptor-Bindungen mit Aktivierung verschiedener Signalkaskaden. Eine Zweite funk-

tioniert mittels Fusion, wobei die Inhalte der EV direkt in das Zytoplasma freigesetzt wer-

den; eine Dritte mittels Endozytose, deren Aufnahme vom Zelltyp, der Zellhomöostase 

und den Rezeptoren auf der Zelloberfläche abhängt (Mulcahy et al., 2014; van Niel et al., 
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2018). In Endothelzellen ist insbesondere die Caveolin-vermittelte Endozytose relevant 

(Abels und Breakefield, 2016; van Niel et al., 2018).  

 

Tab. 1: Klassifikation der EV Populationen 

 Exosomen Mikrovesikel Apoptotische 
Körperchen 

Größe 20 – 100 nm 10 – 1000 nm 500 – 2000 nm 

Ursprung Endosomen Zellmembran vitaler 
Zellen 

Zellmembran 
apoptotischer Zellen 

Bildung Exozytose der 
Multivesikulären 

Körperchen; ESCRT-, 
Tetraspanin-, Ceramid-, 

neutrale 
Sphingomyelinase-

abhängig 

Abschnürung der 
Membran Ca2+-abhängig  

Abschnürung der 
Membran während der 

Apoptose 

Inhalt (nicht-) kodierende RNA, 
Proteine, Lipide 

(nicht-) kodierende RNA, 
Proteine, Lipide, 
Zellorganellen 

(nicht-) kodierende RNA, 
DNA, Proteine, 

Zellorganellen, nukleäre 
Bestandteile 

Tabelle in Anlehnung an Trajkovic et al., 2008; Todorova et al., 2017; Yin et al., 2015.  

 

Insbesondere die Lipidzusammensetzungen der EV geraten immer mehr in den Fokus 

der aktuellen Forschung. Abhängig vom Typ der EV und der Ursprungszelllinie lassen 

sich unterschiedliche Zusammensetzungen in der Massenspektrometrie detektieren 

(Skotland et al., 2017). Die überwiegenden Bestandteile der EV gehören zu der Klasse 

der Sphingolipide, wie Sphingomyelin, Cholesterin, Gangliosid GM3, ungesättigte Fett-

säuren, Phosphatidylserin und Ceramide (Abels und Breakefield, 2016; Zaborowski et al., 

2015). Neuste Studien konnten zeigen, dass sich die Lipidzusammensetzung in EV be-

reits vor und während eines kardiovaskulären Ereignisses verändert (Burrello et al., 2020; 

de Carvalho et al., 2018; Summers, 2018). Weitere Untersuchungen werden notwendig 

sein, um den Einfluss der Lipidzusammensetzung der EV auf die Organhomöostase und 

arteriosklerotische Pathogenese zu verstehen.  
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1.5 Ceramide und Sphingomyelinasen 

Sphingolipide sind bioaktive Membranlipide und beeinflussen Struktur und Fluidität von 

Membranen. Zum einen agieren sie als Effektormoleküle und beeinflussen Inflammation, 

Zellproliferation, Apoptose und Zellmigration. Zum anderen bilden sie sogenannte 

Lipidrafts in Membranen aus, welche wichtig für die Endozytose, die Signaltransduktion 

und die Sortierung von Proteinen im Golgi-Apparat sind (Hannun und Obeid, 2018; 

Ogretmen und Hannun, 2004). Insbesondere das im Folgenden relevante 

Ceramid d18:1 16:0 (C16), bestehend aus einer Fettsäure und einer Sphingobase, agiert 

als Second-Messenger und wirkt proapoptotisch und antiproliferativ (Mullen und Obeid, 

2012; Obeid et al., 1993; Stith et al., 2019) (s. Abb. 2). 

 

Abb. 2: Molekülstruktur eines C16 Ceramids, bei dem eine Fettsäure und eine 
Sphingobase über eine Amidbindung verknüpft sind (eigene Darstellung in Anlehnung an 
Mullen und Obeid, 2012) 

 

Die Bildung von Ceramiden erfolgt über vier verschiedene Stoffwechselwege:  

• De-novo-Synthese  

• Sphingomyelinase-Stoffwechselweg  

• Salvage Pathway  

• Glykosphingolipid-Stoffwechselweg 

Für die Neubildung von Ceramiden werden die Substanzen Serin und Palmitat in der 

De-novo-Synthese gebraucht. Des Weiteren können Ceramide aus dem Abbau kom-

plexer Lipide – dem Sphingomyelin oder den Glykosphingolipide, wie z. B. Glyko-

sylceramid – gebildet werden. Die Abbauprodukte des Ceramids sind Ethanolamine-1-

Phosphat und 2-Hexadecanal (Ogretmen und Hannun, 2004) (s. Abb. 3).  
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Abb. 3: Ceramid-Stoffwechselweg: Ceramide können im De-novo Stoffwechselweg neu 
gebildet oder durch Abbau komplexer Sphingolipide gewonnen werden. Abgebaut werden 
Ceramide in Phosphoethanolamin und 2-Hexadecanal. Abkürzungen: SMase Sphingo-
myelinase, SMS Sphingomyelin-Synthase (eigene Darstellung in Anlehnung an Airola und 
Hannun, 2013). 

 

Für die akute Bereitstellung von Ceramiden spielen insbesondere die Sphingomyelinasen 

(SMasen) eine entscheidende Rolle (Mullen und Obeid, 2012; Vit und Rosselli, 2003). 

Das membranständige Sphingomyelin wird hydrolytisch durch SMasen in Ceramid und 

Phosphocholin abgebaut (Airola und Hannun, 2013). In Abhängigkeit des pH-Optimums 

können alkalische, saure und neutrale SMase-Isoformen klassifiziert werden. Die sauren 

SMasen (aSMase) befinden sich in Endolysosomen und an der Außenseite der Plasma-

membran. Ihr kodierendes Gen ist die Sphingomyelin Phosphodiesterase 1 (SMPD1). Die 

neutralen SMasen (nSMasen) sind im Endoplasmatischen Retikulum, im Golgi-Apparat 

und in der Innenseite der Plasmamembran lokalisiert. Die kodierenden Gene sind für die 

nSMase 1 die Sphingomyelin Phosphodiesterase 2 (SMPD2), für die nSMase 2 die 
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Sphingomyelin Phosphodiesterase 3 (SMPD3) und für die nSMase 3 die Sphingo-

myelin Phosphodiesterase 4 (SMPD4) (Airola und Hannun, 2013; Clarke und Hannun, 

2006; Pavoine und Pecker, 2009). Die Aktivierung der nSMase 2 wird vorwiegend durch 

TNF-α, Interleukin-1β, oxLDL, Interferon-γ, Scherkräfte und oxidativen Stress ausgelöst 

(Czarny und Schnitzer, 2004; Dotson et al., 2015; Mullen und Obeid, 2012; Pavoine und 

Pecker, 2009). Eine Inhibition der nSMase 2 kann mit dem häufig verwendeten pharma-

kologischen Inhibitor GW4869 oder mit einem siRNA Knock-down durchgeführt werden 

(Catalano und O’Driscoll, 2020; De Palma et al., 2006; Luberto et al., 2002) (s. Abb. 4). 

 

Abb. 4: Abbau von Sphingomyelin durch Sphingomyelinasen in Ceramid und Phos-
phocholin. Aktivierung der Sphingomyelinase durch verschiedene Stress-Stimuli und 
Hemmung durch eine pharmakologische Inhibition mittels GW4869 oder mit einem 
siRNA Knock-down (siRNA KD) (eigene Darstellung in Anlehnung an Airola und 
Hannun, 2013 und Ogretmen und Hannun, 2004). 

 

Die nSMase 2 hat eine hervorstehende Bedeutung in der Ausbildung atherosklerotischer 

Plaques (Pavoine und Pecker, 2009). Sie beeinflusst die Pathophysiologie der Arterio-

sklerose durch Endothelschäden, einerseits durch die Aktivierung des Endothels durch 

Chemotaxis sowie Entzündungsreaktionen und andererseits durch die Produktion von 

proapoptotisch wirkenden Ceramiden nach Aktivierung durch die bereits erwähnten 

Stress-Stimuli. Die Akkumulation von Ceramiden in der Zelle beeinflusst die Apoptose, 
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den Zellzyklus und die Zellantwort durch Regulation verschiedener Phosphatasen, Pro-

teasen und Kinasen, wie z. B. Proteinkinase C, Proteinphosphatase 1 und 2A, 

Cathepsin D und Kinasesuppressor von Ras (Mullen und Obeid, 2012; Ogretmen und 

Hannun, 2004; Pettus et al., 2002; Rego et al., 2014). Neben der Induktion der Apoptose 

in Endothelzellen und einer Progression der Arteriosklerose konnten weitere Effekte von 

Ceramiden in der Akkumulation von oxLDL und Schaumzellen, in der Änderung des Blut-

stromes durch das NO-System und in der Inflammation nachgewiesen werden (Freed et 

al., 2014; Korbecki und Bajdak-Rusinek, 2019; Li et al., 2014; Shu et al., 2022; Singh et 

al., 2017; Zietzer et al., 2022).  

Insbesondere das C16 gewinnt aufgrund von Anreicherungen im Serum von Patienten 

mit erhöhtem kardiovaskulärem Risiko zunehmend mehr Aufmerksamkeit (Cheng et al., 

2015; de Carvalho et al., 2018; Laaksonen et al., 2016; Li et al., 2020; Peterson et al., 

2018; Summers, 2018). Aufgrund einer prognostisch erhöhten Sterblichkeit bei einer 

Anreicherung von bestimmten Ceramiden wurden erste Risikoscores entwickelt, um 

Risikopatienten in den USA und in Finnland zu identifizieren und frühzeitig zu therapieren 

(Cheng et al., 2015; Havulinna et al., 2016; Hilvo et al., 2020). Darüber hinaus konnten 

bei Patienten, die an einem Diabetes Mellitus Typ 2 (DMT2) erkrankt waren, erhöhte 

Konzentrationen von C16 im Serum nachgewiesen werden (Boon et al., 2013).  

Unklar ist, welchen Einfluss erhöhte Glukosespiegel auf die Aktivität von nSMasen haben, 

welche die Serumkonzentrationen von C16 beeinflussen (Boon et al., 2013) In Maus-

modellen konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine pharmakologische Hemmung 

der nSMasen mit GW4869 eine Reduktion der Inflammation, der Lipidakkumulation und 

eine Minderung der Ausbildung atherosklerotischer Plaques hervorrufen kann (Habibi et 

al., 2022; Lallemand et al., 2018; Wu et al., 2021).  

Darüber hinaus korreliert die Aktivität der nSMase 2 mit der Bildung und Lipid-

zusammensetzung der EV (Menck et al., 2017; Trajkovic et al., 2008). Mithilfe von 

GW4869 konnte nachgewiesen werden, dass eine Inhibition der nSMase 2 zu einer Ver-

minderung freigesetzter Exosomen und zu einer Steigerung freigesetzter MV führt. Dar-

über hinaus führt die Inhibition zu einer Reduktion der Menge der Ceramide in Zellen und 

zu einer Steigerung des Gehaltes an Sphingomyelin in Zellen und EV (Catalano und 

O’Driscoll, 2020; Menck et al., 2017; Trajkovic et al., 2008; Verderio et al., 2018). Unklar 
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ist jedoch, wie sich der Ceramidanteil nach einer GW4869-Behandlung in den EV verhält 

und welchen Einfluss diese auf EV Zielzellen haben (s. Abb. 5). 

 

 

Abb. 5: Die Rolle von nSMasen in der Arteriosklerose. Durch die vermehrte Produktion 
von Ceramiden, welche proapoptotisch wirken, können Endothelläsionen entstehen. Der 
vermehrte Transport von oxLDL in Endothelzellen, die Ausbildung von Schaumzellen, In-
flammationen, welche wiederum Stimuli der nSMasen sind und die Beeinflussung des 
Blutflusses durch verschiedene Mediatoren u. a. durch NO begünstigen die Ausbildung 
von arteriosklerotischen Plaques. Zusätzlich haben nSMasen Einfluss auf die Freisetzung 
und Lipidzusammensetzung der EV, deren Wirkung auf EV Zielzellen unklar ist. Unklar 
ist, welchen Einfluss erhöhte Glukosespiegel auf die Aktivität und Genexpression von 
nSMasen haben.   
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1.6 Zielsetzung 

In der folgenden Arbeit soll der Einfluss von Ceramid-angereicherten EV auf die Apoptose 

von Endothelzellen und somit auf die Pathogenese der Arteriosklerose untersucht wer-

den.  

Zum einen soll untersucht werden, inwiefern erhöhte Glukosespiegel, wie sie bei einem 

DMT2 auftreten, einen Einfluss auf die Lipidzusammensetzung der EV von Endothelzellen 

haben. Ebenfalls ist unklar, wie eine Ceramidanreicherung in EV molekular vermittelt wird, 

ob ein Transfer der Ceramide in eine Zielzelle möglich ist und welcher Effekt in der 

EV Zielzelle durch die Aufnahme des Ceramids ausgelöst werden kann. 

Um diese Prozesse zu verstehen, werden folgende Experimente durchgeführt. Zunächst 

soll der Einfluss von Glukose auf die Lipidzusammensetzung der EV in der Massen-

spektrometrie untersucht und anschließend der molekulare Mechanismus der Anrei-

cherung von Ceramiden in EV durch Untersuchungen der Sphingomyelinasen-Aktivität 

geklärt werden. Im Anschluss soll überprüft werden, ob eine Aufnahme der Ceramid an-

gereicherten EV von EV Zielzellen mithilfe von fluoreszierenden Ceramiden und der 

Massenspektrometrie möglich ist. Aufgrund der proapoptotischen Effekte von Ceramiden 

sollte im nächsten Schritt das Apoptoseverhalten von EV Zielzellen untersucht werden. 

Im letzten Versuchsteil soll mithilfe einer pharmakologischen Inhibition GW4869 oder ei-

ner small interfering RNA (siRNA) die Hemmung der Ceramid-produzierenden Sphingo-

myelinasen untersucht werden, indem der Ceramidgehalt in EV und in den EV Zielzellen 

in der Massenspektrometrie verringert und ob Endothelschädigungen durch Hyper-

glykämien verhindert werden können. Letzteres könnte einen Ansatzpunkt für eine neue 

Therapie zur Verbesserung der Endothelfunktion bei Diabetikern eröffnen. 

Die im Folgenden beschriebenen Methoden und Ergebnisse wurden bereits in Teilen in 

Zietzer et al., 2021 im Journal Cellular and Molecular Life Science veröffentlicht.  
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2. Material und Methoden  

 

2.1 Material  

2.1.1 Geräteliste 

Tab. 2: Geräteliste 

Geräte: Hersteller: 

  

CO2 Inkubator  Sanyo Denki K.K., Moriguchi, Japan 

Wasserbad Memmert GmbH & Co.KG, Schwabach, 
Deutschland 

Laminar-Flow-Sterilbank MSC advantage Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Kühlzentrifuge 5430R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5430 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Plattenzentrifuge Labofuge 400R Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Zentrifuge 5810 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Tischzentrifuge minispin plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Lichtmikroskop Anxiovert 40 CFL Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axio 
Observer  

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 

Ultracut R Microtome Reichert, Leica Microsystems GmbH, 
Wetzlar, Deutschland 

Elektronenmikroskop Jem-2100Plus Jeol, Akishima, Japan 

Massenspektrometer: QTRAP 6500+ LC-
MS/MS system 

Sciex, Darmstadt, Deutschland 

Qubit 4  InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 

Ultraschallbad: Bandeline Sonorex BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, 
Berlin, Deutschland  

Tecan Infinite M200 Plate Reader Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz 

Heizblock: Thermomixer comfort 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

Thermocycler: Vapo.protect Mastercycler 
ProS 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

NanoDrop 2000c Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

7500 HT real-time PCR Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Vortexer:  
Ika Vortexer Genius3 

lab dancer 

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, 
Deutschland 

FACS Canto II BD Bioscience, Franklin Lakes, USA 

ZetaView ® BASIC NTA  Particle Metrix GmbH, Meerbusch, 
Deutschland 

Einkanalpipetten: 1000 µl, 200 µl, 100 µl, 
20µl, 10 µl, 2,5µl Research plus 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
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Mehrkanalpipette: Transferpette® S -8, 
200 µl  

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim, 
Deutschland 

Integra Pipetboy 2 INTEGRA Biosciences AG, Zizers, 
Schweiz 

Eismaschine Scotsman Ice, Mailand, Italien 

Autoklav Systec GmbH, Linden, Deutschland 

 

2.1.2 Software 

Tab. 3: Software 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Tab. 4: Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial: Katalognummer: Hersteller: 

   

Zellkulturfalschen T75 90076 TPP Techno Plastic Products AG, 
Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturschalen:  
10 cm 
6 cm 

 
93100 
93060 

TPP Techno Plastic Products AG, 
Trasadingen, Schweiz 

Zellkulturtestplatten:  
6-Well  
12-Well 
96-Well 

 
92006 
92412 
92096 

TPP Techno Plastic Products AG, 
Trasadingen, Schweiz 

Eppendorf-Tubes:  
5 ml  
2 ml  
1,5 ml 
0,6 ml 

 
0030119460 
0030120094 
0030123328 

Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 

MCT-060-C Axygen®, Croning, New York, USA 

PCR SoftTubes 
0,2 ml 

 
711088 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf, Deutschland 

Falcon Tubes:  
50 ml  
15 ml 

 
227 261 
188 271 

Greiner Bio-One International 
GmbH, Kremsmünster, Österreich 

Software: Firma: 

  

MS Office 2010 Microsoft, Redmond, USA 

GraphPad Prism Version 7.03 GraphPad Software, Inc., San Diego, CA USA 

BD FACSDivaTM Software  BD Bioscience, San Jose, USA 

FlowJo Version 10 BD Bioscience, San Jose, USA 

Mikroplate Reader: Magellan™ V6.6 Tecan Group AG, Männedorf, Schweiz 

NanoDrop 2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA 

Zeiss ZEN 2.3 pro software Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland 
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CryoPure Tube 
1,6 ml 

 
72.380.007 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland  

Pipettenspitzen: 
1250 µl 
200 µl 
0,1-20 µl 

 
06-379-2018 
06-375-2018 
06-372-2018 

Nerbe Plus GmbH & Co. KG, 
Winsen, Deutschland 

Serologische Pipetten:  
25 ml 
10 ml 
5 ml 

 
CLS4489-200EA 
CLS4488-200EA 
CLS4487-200EA 

Sigma-Aldrich, Merck KGaA, St. 
Louis, USA 

PCR 96 Well Platte  712260 Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf, Deutschland 

MicroAmpTM Optical 
Adhesive Film 

4311971 Applied BiosystemsTM, Thermo 
Fisher Scientific, Waltham, USA 

Zellschaber 83.1830 Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

FACS-Röhrchen 55.1579 Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

TBC-Spritzen 13040200 Labomedic GmbH, Bonn, 
Deutschland 

Citrat-Röhrchen 01.1606.001 Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, 
Deutschland 

 

2.1.4 Zellkulturmaterial 

Tab. 5: Zellkulturmaterial 

Zellkulturmaterial: Katalognummer: Hersteller: 

   

HCAEC (human coronary artery 
endothelial cells) 

C-12221 PromoCell GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 

Vollmedium: 
Endothelial Cell Growth Medium MV  

C-22020 PromoCell GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 

Serum-freies Medium:  
Endothelial Cell Basis Medium MV   

C-22220 PromoCell GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 

DetachKit 
- HEPES BSS 
- Trypsin 
- TNS 

C-41220 PromoCell GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 

Freezing Medium Cryo-SFM C-29912 PromoCell GmbH, 
Heidelberg, Deutschland 
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2.1.5 Reagenzien 

Tab. 6: Reagenzien 

Reagenzien: Katalog-
nummer: 

Hersteller: 

   

20 % Glukose Infusionslösung  B05BA03 B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen, Deutschland 

UltraPure™ DNase / RNase-freies 
destilliertes Wasser  

10977049 GibcoTM, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 

C16 Ceramid (d18:1 16:0)  
N-palmitoyl-D-erythro-sphingosine  

860516P Avanti Polar Lipids, Alabaster, 
USA 

NBD-C12 Ceramid 810211P-1mg Avanti Polar Lipids, Alabaster, 
USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) A3672,0100 AppliChem GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

Dulbecco’s Phosphate-Buffered 
Saline (DPBS) 

14190169 GibcoTM, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 

Paraformaldehyd (PFA) 818715 Sigma-Aldrich, Merck KGaA, 
St. Louis, USA 

VECTASHIELD® Antifade Mounting 
Medium with 4′,6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) 

H-1200 Vector Laboratories, 
Burlingame, Kalifornien, USA 

LipofectaminTM RNAiMAX 
Transfection Reagent 

13778075 InvitrogenTM, Thermo Fisher 
Scientific, Walthamn, USA  

Opti-MEMTM I Reduces Serum 
Medium  

31985062 GibcoTM, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, USA 

siRNA SilencerTM Negativkontrolle AM4611 InvitrogenTM, Thermo Fisher 
Scientific, Walthamn, USA  

siRNA SMPD3 Silencer ID: 132606 AM16708 InvitrogenTM, Thermo Fisher 
Scientific, Walthamn, USA  

GW4869 D1692 Sigma-Aldrich, Merck KGaA, 
St. Louis, USA 

Hypobuffer: 
10 mM HEPES 
0,5 mM EDTA 
Protease Inhibitor 

4693132001 Hoffmann-La Roche AG, 
Basel, Schweiz 

QubitTM Protein Assay Kit Q33211 InvitrogenTM, Thermo Fisher 
Scientific, Walthamn, USA 

Methanol 361091.1611 AppliChem GmbH, Darmstadt, 
Deutschland 

MTT-Assay CT02 Sigma-Aldrich, Merck KGaA, 
St. Louis, USA 

Isopropanol 6752.4 Carl-Roth GmbH & Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland  
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Salzsäure 9277.1 Carl-Roth GmbH & Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

FITC Annexin V Apoptosis 
Detection Kit with 7-AAD bestehend 
aus: 
0,5 ml of FITC Annexin V 
0,5 ml of 7-AAD Viability Staining 
Solution 
50 ml of Annexin V Binding Buffer 

640922 BioLegend®, San Diego, USA 

RNase AWAY® 83931 Sigma-Aldrich, Merck KGaA, 
St. Louis, USA 

TRIzolTM Reagenz 15596018 InvitrogenTM, Thermo Fisher 
Scientific, Walthamn, USA 

100 % Ethanol vergällt K928.4 Carl-Roth GmbH & Co.KG, 
Karlsruhe, Deutschland 

Chloroform 11310278 Fisher Scientific GmbH, 
Thermo Fisher Scientific, 
Walthamn, USA 

Omniscript® Reverse Transcription 
- Omniscript Reverse 

Transcriptase 
- Buffer RT, 10x 
- dNTP Mix, 5 mM 
- RNAse free Water 

205113 Qiagen, Hilden, Deutschland 

RNasin® Ribonuclease Inhibitors N2615 Promega, Madison, USA 

Primer Random P(DN) 6 50 A260U 11034731001 Hoffmann-La Roche AG, 
Basel, Schweiz 

GAPDH Hs02786624_g1 4331182 Thermo Fisher Scientific, 
Walthamm, USA  

SMPD1 Hs04183448_m1 4331182 Thermo Fisher Scientific, 
Walthamm, USA  

SMPD2 Hs00162006_m1 4331182 Thermo Fisher Scientific, 
Walthamm, USA  

SMPD3 Hs00920354_m1 4331182 Thermo Fisher Scientific, 
Walthamm, USA  

TaqManTM Gene Expression Master 
Mix 

4440040 Applied Biosystems™, 
Thermo Fisher Scientific, 
Walthamm, USA 

NP40 Cell Lysis Buffer FNN0021 InvitrogenTM, Thermo Fisher 
Scientific, Walthamn, USA 

Protease Inhibitor 4693132001 Hoffmann-La Roche AG, 
Basel, Schweiz 

nMSase Assay Kit  
- Enzyme Mix 
- Sphingomyelin 
- AbBlue Indicator 
- SMase Reaction Buffer 

ab138876 Abcam, Cambrige, 
Vereinigtes Königreich 
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- Assay Buffer 
- Sphingomyelinase Standard  
- DMSO 

Bovine Serum Albumin (BSA) BSA.FV.0500 Bio & Sell GmbH, Feucht, 
Deutschland 

Mammalian Cell Lysis Buffer 5X ab179835 Abcam, Cambridge, 
Vereinigtes Königreich 

aSMase Assay Kit  
- Assay Buffer 
- SMase Reaction Buffer 
- DMSO  
- Enzyme Mix  
- Sphingomyelin  
- AbRed Indicator 

ab190554 Abcam, Cambridge, 
Vereinigtes Königreich 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur mit HCAEC 

2.2.1.1 Zelllinie und Kultivierung  

Für die folgende Arbeit wurden die Experimente mit weiblichen humanen koronar-

arteriellen Endothelzellen (HCAEC) durchgeführt. Für die Kultivierung wurde das 

Endothelial Cell Growth Medium MV mit Zugabe eines Endothelial Growth Media 

SupplementMix verwendet. Die Kultivierung erfolgte unter standardisierten Zellkultur-

bedingungen bei 37 °C und 5 % CO2. Lagerung des Mediums bei 4 °C und Erwärmung 

des Mediums vor Verwendung auf 37 °C im Wasserbad. Durchführung der Medien-

wechsel alle 3 – 4 Tage mit der Verwendung von 13 ml Medium je T-75 Flasche. Es 

wurde eine Laminar-Flow-Sterilbank verwendet, um das Arbeiten mit Zellkulturen unter 

sterilen Bedingungen zu ermöglichen. Die Zugabe eines Serum-freien Mediums 

(Endothelial Cell Basal Medium MV ohne Zugabe des SupplementMix) für 24 Stunden 

regt in HCAEC die Ausbildung von EV an. Für die Isolation der EV wurde der Überstand 

der Zellkultur verwendet und eine differentielle Zentrifugation durchgeführt. Im ersten 

Schritt wurden die Zellreste bei einer Zentrifugation von 1500 g für 15 min entfernt. 

Anschließend wurde der Überstand für 40 min bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert. Der 

Überstand wurde verworfen, das Pellet mit DPBS gewaschen und nochmals zentrifugiert. 

Im Pellet befinden sich die isolierten EV (s. Abb. 6) (Davidson et al., 2022; Zietzer et al., 

2020). Um die Effekte der EV auf native HCAEC (EV Zielzellen) zu untersuchen, wurden 

die isolierten EV mit EV Zielzellen für 24 Stunden mit Vollmedium inkubiert.  
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Abb. 6: Protokoll der EV-Isolation (angelehnt an Zietzer et al., 2020). 

 

2.2.1.2 Passagieren 

Die Zellkulturen wurden in T-75 Flaschen bis zur Ausbildung eines 80 – 90 % konfluenten 

Zellrasens kultiviert und anschließend in einem Verhältnis von 1:3 aufgeteilt. Die darauf-

folgenden Versuche wurden in der 8. Passage durchgeführt. Zum Passagieren der Zell-

kulturen wurde ein DetachKit, bestehend aus HEPES BSS 

(HEPES buffered balanced salt solution), Trypsin / EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 

(Verhältnis 0,04 %:0,03 %) und TNS (Trypsin Neutralization Solution) verwendet. Nach 

Abnahme des alten Mediums aus der T-75 Flasche wurde die Zellkultur mit Zugabe von 

3 ml HEPES BSS gewaschen, welches danach wieder abgenommen und verworfen 

wurde. Zur Ablösung der adhärenten Zellen vom Gefäßboden wurden 3 ml 

Trypsin / EDTA hinzugefügt und für 3 – 5 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden 

die Zellen vorsichtig vom Boden gelöst und zusätzlich 3 ml TNS zur Hemmung der 

Trypsinaktivität hinzugefügt. Der Überstand wurde in ein Zentrifugenröhrchen überführt 

und bei 800 rpm für 8 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet 

mit den beinhalteten Zellen mit Medium resuspendiert. Als letztes wurden die Zellen im 

Verhältnis 1:3 in neue Flaschen, Schalen oder Well-Platten aufgeteilt. 
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2.2.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von HCAEC 

Die HACEC aus der Passage 3 wurden nach Herstellerangaben (PromoCell GmbH, 

Heidelberg, Deutschland) aufgetaut und bis Passage 6 kultiviert. Die adhärenten Zellen 

wurden wie bereits in 2.2.1.2. beschrieben, mit Trypsin gelöst, gezählt und anschließend 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet auf Eis gestellt. Die Zellen 

wurden in Cryo-SFM resuspendiert und mit einer Dichte von 1 x 107/ml aliquotiert. Die 

Zellen im Kryoröhrchen wurden für 24 Stunden bei -80 °C in Isopropanol gekühlt und 

anschließend bei -150 °C gelagert. 

Um ein Kryoröhrchen mit neuen Zellen aufzutauen, wurde das Röhrchen schnell erwärmt, 

um die Destabilisierung der Zellmembran durch das DMSO im Cryo-SFM zu verhindern. 

Anschließend wurde der Inhalt des Kryoröhrchens mit 5 ml Medium in einem Zentrifugen-

röhrchen resuspendiert und für 800 rpm für 8 min zentrifugiert. Der Überstand wurde ver-

worfen, das Pellet in Medium resuspendiert und in einer T-75 Flasche kultiviert. Die Vita-

lität der Zellen wurde täglich im Lichtmikroskop auf Adhärenz, Proliferation und Morpho-

logie untersucht. 

 

2.2.2 Reagenzien 

2.2.2.1 Glukose 

Die 20 %-Glukoselösung wurde zum Vollmedium hinzugefügt, um die Zellkultur mit 5 mM 

und 30 mM Glukose für 72 Stunden zu stimulieren (Jansen et al., 2013). Verwendung von 

H2O als Kontrolle. Das Endothelial Cell Basal Medium MV enthält zusätzlich eine 

Konzentration von 5,55 mM Glukose. Die folgenden Angaben der Glukosekonzentration 

beziehen sich auf die zusätzlich hinzugefügte Glukosemenge zum Medium. 

 

2.2.2.2 C16 Ceramid (d18:1 16:0) 

Das C16-Pulver wurde mit DMSO zu einer 5 mM Stammlösung verdünnt. Zugabe des 

verdünnten C16 zum Vollmedium und Stimulation der Kultur mit 1 µM, 10 µM, 20 µM und 

50 µM C16 für 24 Stunden (Menck et al., 2017). Verwendung von DMSO als Kontrolle.   
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2.2.2.3 NBD-C12 Ceramid 

Zur Visualisierung der Aufnahme und des Transportes von Ceramiden mittels EV wurde 

das markierte Nitrobenzoxadiazole-C12 Ceramid (NBD-C12) verwendet, welches im 

Fluoreszenzmikroskop nachweisbar ist (Makiyama et al., 2015). Aufgrund der vier wei-

teren Kohlenstoffmoleküle im NBD-Rest entspricht die Länge der Kohlenstoffkette des 

NBD-C12 dem eines C16. Das NBD-C12 Ceramid wurde in Chloroform zu 1 mg / ml ge-

löst. Um eine 5 mM Stammlösung zu erhalten, wurden 100 µl entnommen, getrocknet und 

in 30,3 µl DMSO gelöst. 

Im ersten Versuchsteil wurde die Aufnahme von exogenen Ceramiden in die Zelle unter-

sucht. Hierfür wurden HCAEC mit 10 µM und 20 µM NBD-Ceramid oder mit DMSO als 

Kontrolle für 24 Stunden stimuliert. Im zweiten Versuchsteil wurde der Transfer des 

NBD-C12 mittels EV an EV Zielzellen untersucht: Zuerst wurden HCAEC für 24 Stunden 

mit 10 µM, 20 µM NBD-C12 und DMSO inkubiert. Anschließend wurde der Überstand 

abgenommen und Serum-freies Medium zur Ausbildung von EV für 24 Stunden hinzu-

gefügt. Aus dem Zellkulturüberstand wurden anschließend die EV isoliert, im Vollmedium 

resuspendiert und für 12 Stunden mit nativen HCAEC inkubiert. In beiden Versuchsteilen 

wurden nach der Inkubationszeit die Zellkulturen zweimal mit DPBS gewaschen und mit 

300 µl 4 % PFA für 30 min fixiert. Der Waschvorgang wurde mit DPBS zweimal wieder-

holt. Anschließend wurden 6 Tropfen DAPI Vectashield hinzugegeben und für 5 min in-

kubiert. Im Anschluss folgte die Aufnahme im Fluoreszenzmikroskop.  

 

2.2.2.4 Knock-down der SMPD3 

Zur Hemmung der SMPD3 wurde ein siRNA Knock-down durchgeführt. Durch die Bin-

dung einer siRNA an eine spezifische RNA-Sequenz wird die Transkription gehemmt. 

Zuerst wurde das alte Medium der 60-70 % konfluenten Zellkulturen abgenommen, mit 

DPBS gewaschen und neues Medium hinzugegeben. Als nächstes wurde eine 1 µM 

Lösung aus SMPD3 siRNA oder siRNA Kontrolle mit H2O hergestellt. Diese wurden mit 

Opti-MEMTM zu einer 15 nM siRNA Lösung verdünnt. Anschließend wurde ein 

Transfektionsmix aus einem 1:1 Verhältnis aus siRNA Lösung und einem Gemisch aus 

3,75 µl / ml LipofectaminTM mit 121,25 µl / ml Opti-MEMTM hergestellt und für 10 min bei 
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Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der Transfektionsmix auf die ent-

sprechenden Wells oder Schalen im Verhältnis 1:3 zum Vollmedium hinzugegeben und 

für 48 Stunden inkubiert.  

 

2.2.2.5 GW4869 

Der pharmakologische SMPD3 Inhibitor GW4869 wurde mit DMSO zu einer 0,346 mM 

Stammlösung verdünnt. Verwendung von DMSO als Kontrolle. Die Zellen wurden für 

24 Stunden mit 0 µM, 5 µM und 10 µM GW4869 im Medium stimuliert. Für Experimente, 

die den Einfluss von GW4869 auf die Ausbildung der EV untersuchen sollen, wurden die 

Zellkulturen mit GW4869 und Serum-freiem Medium für 24 Stunden behandelt (Catalano 

und O´Driscoll, 2020; Luberto et al., 2002; Menck et al., 2017).  

 

2.2.3 Analyse von EV 

2.2.3.1 Nanopartikel Tracking Analyse (NTA) 

Die Nanopartikel Tracking Analyse ist ein Verfahren zum Nachweis und zur Charakteri-

sierung der EV nach verschiedenen physikalischen Parametern. Im Fokus der Analyse 

steht die Partikelgröße und die Größenverteilung der EV (Szatanek et al., 2017).  

Die isolierten EV von 1,2 x 107 HCAEC wurden in 1000 µl PBS resuspendiert und für die 

Einmessung um 1:5 mit PBS verdünnt. Die verdünnten EV wurden in einer 1 ml Einmal-

spritze aufgezogen und anschließend im ZetaView® BASIC NTA im Institut für klinische 

Chemie und klinische Pharmakologie des Universitätsklinikums Bonn eingemessen. Jede 

Probe wurde zweimal in zwei Zyklen eingemessen. Die Proben lagen im linearen Mess-

bereich zwischen 15 nm und 5 µm.  

 

2.2.3.2 Elektronenmikroskopie  

Eine Methode zur Visualisierung von EV stellt das Elektronenmikroskop dar. Die Fixierung 

und Darstellung der EV für das Elektronenmikroskop wurde in Kooperation mit dem 

Institut für Pathologie des Universitätsklinikums Bonn durchgeführt. Die Materialien und 

Reagenzien wurden vom Institut der Pathologie zur Verfügung gestellt.  
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Nach der differentiellen Zentrifugation zur Isolierung der EV von HCAEC von einer 10 cm 

Schale wurde das Pellet in 10 µl DPBS resuspendiert. Im Institut für Pathologie wurden 

5 µl der Probe auf eine beschichtete Formvar-Karbonfilm TEM-Grid gegeben und mit 2 % 

Paraformaldehyd für 5 min und anschließend mit 1 % Glutaraldehyd für 5 min fixiert. 

Anschließend wurde die Probe gewaschen und mit 1,5 % Uranylacetat inkubiert. Im 

Anschluss folgte die Aufnahme der EV im Elektronenmikroskop.  

 

2.2.3.3 Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie ist eine Methode zur Analyse der Massen von unterschiedlichen 

Molekülen und Atomen (Lössl et al., 2016). Um Informationen über den Gehalt der 

Sphingolipidklassen aus den Proben zu erhalten, wurden zuerst die Lipide extrahiert, 

diese alkalisch hydrolysiert und mit Direktinfusion in der Quadruple Time-of-flight Massen-

spektrometrie (Q-TOF MS / MS) quantifiziert. In Zusammenarbeit mit der AG Dörmann 

des Instituts für Molekulare Physiologie und Biotechnologie der Pflanzen der Universität 

Bonn wurde eine Anleitung zur Vorbereitung der Proben für die MS Analyse bereitgestellt 

und vom Institut die vorbereiteten Proben in der Massenspektrometrie eingemessen.  

In diesem Experiment wurden die Lipidzusammensetzungen von HCAEC sowie deren 

freigesetzten EV von 10 cm Schalen untersucht. Zuerst wurde der Hypobuffer aus 10 mM 

HEPES, 0,5 mM EDTA und Protease Inhibitor 1:500 mPic hergestellt. Aus dem Zell-

kulturüberstand wurden die EV isoliert (s. 2.2.1.1) und das Pellet in 500 µl Hypobuffer 

resuspendiert. Die HCAEC wurden gelöst (s. 2.2.1.2) und in 1000 µl Hypobuffer gelöst. 

Anschließend wurden die Proben auf Eis und für 10 min in ein Ultraschallbad gestellt. Die 

Proteinkonzentration wurde im Qubit Fluorometer mithilfe des QubitTM Protein Assay be-

stimmt. Für die folgende Lipidextraktion wurden zur Probe 1 ml Lysis Puffer hinzugefügt 

und das Lysat homogenisiert. Nach Hinzugabe von 2,5 ml Methanol und 1,25 ml Chloro-

form wurden die Proben bei 37 °C über Nacht inkubiert und anschließend für 30 min bei 

2500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde mit Stickstoffgas getrocknet und das Pellet 

wurde nochmals mit 1,25 ml Chloroform und 1,25 ml Methanol für eine Stunde bei 37 °C 

inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Überstand mit wieder Stickstoffgas getrocknet 

und das Pellet mit 1,67 ml Chloroform und 0,83 ml Methanol für eine Stunde bei 37 °C 
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inkubiert. Die Zentrifugation und die Trocknung des Überstandes mit Stickstoffgas wurden 

wiederholt. Anschließend folgt die alkaline Hydrolyse der Proben. Hierfür wurden die 

getrockneten Proben in 1 ml Chloroform und 1 ml Methanol gelöst und in ein Ultra-

schallbad für 5 min gestellt. Nach Hinzugeben von 150 µl 1 M KOH in Methanol wurde die 

Probe im Wasserbad für 2 Stunden bei 40 °C inkubiert. Die Probe wurde mit 6 µl 100 % 

Salzsäure neutralisiert und mit Stickstoffgas getrocknet. Anschließend wurden 1 ml 

Hexan und 1 ml Methanol hinzugefügt und die Probe für 1 min bei 1000 rpm zentrifugiert. 

Die obere Phase wurde abgenommen, die Probe nochmals mit Hexan gewaschen, zen-

trifugiert und die obere Phase entnommen. Die Probe wurde mit Stickstoffgas getrocknet 

und 0,99 ml n-Butanol, 0,01 ml Salzsäure und 1 ml H2O hinzugefügt. Die Probe wurde für 

1 min und 1000 rpm zentrifugiert und die obere Phase in ein neues Röhrchen überführt. 

Die Probe wurde bei -20 °C gelagert. Anschließend wurden die Proben mit Chloroform 

gelöst und die Lipide mithilfe von Silica-Säulen extrahiert. Hierfür wurde die Probe in die 

Säule hinzugefügt, die Säule mit Chloroform gewaschen und die Lipide mit Aceton und 

Isopropanol gelöst. Im Anschluss wurden die Proben von der AG Dörmann vom Institut 

für Molekulare Physiologie und Biotechnologie der Pflanzen der Universität Bonn in die 

Massenspektrometrie eingemessen. 

 

2.2.4 Analyse apoptotischer Zellen 

Zur Charakterisierung von apoptotischen Zellen wurden zwei verschiedene Verfahren an-

gewendet. Der MTT-Assay untersucht die Zellviabilität anhand der metabolischen Zell-

aktivität. Die Durchflusszytometrie unterteilt die eingemessenen Zellen mithilfe von 

fluoreszierenden Markern in vitale, frühapoptotische und spätapoptotische Zellen ein.  

 

2.2.4.1 MTT-Assay 

Der MTT-Assay wird zur Quantifizierung der metabolischen Zellaktivität genutzt, welche 

indirekt mit der Zellviabilität korreliert. Der gelbliche Farbstoff 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) wird von lebenden Zel-

len in das lilafarbene Formazan reduziert und kann anhand der Absorption mit einem 

Plate-Reader detektiert werden.  
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Für den Versuch wurden 80-90 % konfluente HCAEC mit 100 µl Medium in einer 

96-Well Platte benötigt. Die Kontrolle entspricht einem Leerwert aus 100 µl Medium ohne 

Zellen. Zuerst wurden 10 µl MTT-Lösung pro Well hinzugegeben und für 4 Stunden bei 

37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 µl Isopropanol mit 0,4 N Salzsäure beendet 

und anschließend jedes Well mit einer Multikanalpipette gut durchmischt. Die Platte wurde 

im Microplate-Reader bei einer Wellenlänge von 570 nm und einer Referenzwellenlänge 

von 630 nm eingemessen. Zur Auswertung wurde die Referenzwellenlänge von der 

Wellenlänge abgezogen und anschließend um den Mittelwert der Leerwerte subtrahiert.  

 

2.2.4.2 Apoptose-Assay 

In der Durchflusszytometrie werden Zellen analysiert, welche zuvor mit spezifischen 

fluoreszierenden Markern inkubiert und anschließend in einem 

Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)-Gerät detektiert werden können. Zur Detek-

tion vitaler, frühapoptotischer und spätapoptotischer Zellen wurden die Marker Annexin V 

und 7-Aminoactinomycin (7-AAD) verwendet. Annexin V bindet an das membranständige 

Phospholipid Phosphatidylserin, ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein (FITC) mar-

kiert und kann bei einer Wellenlänge von 530 / 30 nm detektiert werden. 7-ADD bindet an 

die DNA, enthält den Fluoreszenzfarbstoff PerCP-CY5.5 und kann bei einer Wellenlänge 

von 695 / 40 nm gemessen werden. Aufgrund der Veränderungen im Lipidaufbau und der 

Durchlässigkeit der Membranen während der Apoptose, können die Marker die Zelle in 

die verschiedenen Stadien der Apoptose einteilen: In vitalen Zellen liegt Phosphatidylserin 

in der Innenseite der Membran vor, welches nicht von Annexin V gebunden werden kann 

und 7-AAD kann die Membran nicht passieren. In der Durchflusszytometrie sind vitale 

Zellen somit Annexin V negativ und 7-AAD negativ. In frühapoptotischen Zellen liegt 

Phosphatidylserin vermehrt an der Außenseite vor, welches von Annexin V gebunden 

werden kann. Da die Zellmembran noch intakt ist, kann 7-AAD die Membran nicht passie-

ren. Frühapoptotische Zellen sind somit Annexin V positiv und 7-AAD negativ. In spät-

apoptotischen Zellen und in nekrotischen Zellen befindet sich Phosphatidylserin an der 

Außenseite der Membran und die Membran wird für 7-AAD durchlässig, welches nun an 

die DNA bindet. Spätapoptotische Zellen sind somit Annexin V positiv und 7-AAD positiv 

(Darzynkiewicz et al., 1997).  
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Für den Apoptose-Assay wurden zuerst die adhärenten HCAEC gelöst (s. 2.2.1.2) und 

anschließend bei 1000 rpm für 3 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das 

Pellet mit DPBS gewaschen und nochmals für 3 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der Über-

stand wurde verworfen und das Pellet mit Zugabe von 200 µl / 100 µl 

Annexin V Binding Buffer (6-Well Platte / 12-Well Platte) resuspendiert. Davon wurden 

100 µl in ein FACS-Röhrchen überführt und zusätzlich 5 µl Annexin V und 5 µl 7-AAD 

hinzugefügt. Für die Kompensation wurde eine unbehandelte Probe ohne Annexin V und 

ohne 7-AAD, eine Annexin V-Probe mit 5 µl Annexin V und eine 7-AAD-Probe mit 5 µl 

7-ADD benötigt. Alle Proben wurden für 15 min im Dunkeln inkubiert und im Anschluss 

wurde 400 µl Annexin V Binding Buffer hinzugefügt. Anschließend wurden die 

Kompensation und die Proben mit je 20.000 Zellen und einer Flussgeschwindigkeit von 

rund 100 Events pro Sekunde im FACS Canto II in der Medizinischen Klinik I, Innere 

Medizin des Universitätsklinikums Bonn eingemessen und die Ergebnisse mit 

FlowJo Version 10 analysiert (s. Abb. 7). 
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A:  

 

 

B: 

 

 

C: 

 

Abb. 7: Gating Strategie und Auswertung. Abbildungen A und B zeigen die Gating-
Strategie in FlowJo. Abbildung C zeigt die Auswertung: In Q1 sind frühapoptotische 
Zellen, in Q2 spätapoptotische Zellen und in Q4 vitale Zellen dargestellt. 
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2.2.5 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer real-time PCR 

Die Genexpressionsanalyse quantifiziert die Menge der vorhandenen RNA. Der erste 

Schritt ist die RNA-Isolation aus der Zellkultur und es folgen die Umschreibung in eine 

cDNA und die Durchführung der quantitativen real-time polymerase chain reaction 

(qPCR).  

 

2.2.5.1 RNA-Isolation aus Zelllysat 

Vor Beginn der Isolation wurde der Abzug mit RNase AWAY® gereinigt. Zur RNA-Isolation 

aus kultivierten Zellen wurde das alte Medium abgenommen, verworfen und die Kultur mit 

DPBS gewaschen. Die Zugabe von Trizol auf die Zellkultur induziert die Zelllyse. Für eine 

6-Well Platte wurden 500 µl / Well und für eine 10 cm Schale 1 ml Trizol verwendet. Mit 

einer Pipette wurde das Trizol mehrmals über den Gefäßboden verteilt, bis sich ein 

homogenes Lysat gebildet hat. Das Lysat wurde in ein Eppendorf Tube überführt. 

Anschließend wurden 100 µl Chloroform auf 500 µl Trizol oder 200 µl Chloroform auf 1 ml 

Trizol hinzugegeben. Die Probe wurde 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Über-

führung der oberen, klaren Phase in ein neues Eppendorf Tube, in dem sich anschließend 

RNA und DNA befinden. Zugabe von 100 % Isopropanol im Verhältnis 1:1 zur Menge der 

überführten oberen Phase und Inkubation für eine Stunde bei Raumtemperatur. Danach 

wurde die Probe für 15 min bei 13.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Überstand ver-

worfen, die Probe mit 75 % Ethanol gewaschen und für 5 min bei 13.000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert. Der Waschschritt wurde wiederholt, der Überstand verworfen und das Pellet 

bei Raumtemperatur für 30 min getrocknet. Danach wurden 20 µl RNase / DNase-freies 

Wasser hinzugegeben und die Probe für 13 min bei 56 °C im Heizblock inkubiert. Die 

isolierte RNA wurde auf Eis gestellt und im Nanodrop 2000c eingemessen. Die 

RNA-Konzentration wurde mit einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm bestimmt und 

die Reinheit mit den Quotienten 260 nm / 280 nm und 260 nm / 230 nm überprüft. Lage-

rung der isolierten RNA bei -80 °C.  
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2.2.5.2 Umschreibung der RNA in cDNA 

Die cDNA ist das Produkt einer mit der Reverse-Transkriptase abgeschriebenen RNA. 

Für die Umschreibung wurde die isolierte RNA in eine Proteinkonzentration von 0,5 µg in 

12 µl H2O in SoftTubes verdünnt. Anschließend wurden 8 µl Reaktionsreagenz, 

zusammengesetzt aus 2 µl dNTPS, 2 µl 10x Puffer, 2µl 10x Random Primer, 0,8 µl 

destilliertes Wasser, 1 µl Reverse Transkriptase und 0,8 µl RNasin, hinzugegeben. Die 

Probe wurde bei 37 °C für eine Stunde im Thermocycler inkubiert und bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.5.3 Quantitative real-time PCR 

Die quantitative real-time PCR (qPCR) wird zur Vervielfältigung der cDNA und zur Quan-

tifizierung der Genexpression eingesetzt. Hierfür werden bestimmte Taqman-Sonden ver-

wendet, welche fluoreszierende Eigenschaften haben und an die zu amplifizierende Se-

quenz binden. Trifft die Taq-DNA-Polymerase auf die spezifische Sonde, so wird der 

Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt. Je mehr Fluoreszenzfarbstoffe freigesetzt werden, desto 

stärker ist das Fluoreszenzsignal. Die Detektion der Stärke dieses Signals ermöglicht den 

Rückschluss auf die Menge des zu amplifizierenden Gens (Huggett et al., 2005). Die 

genaueste Aussage zum Gehalt der amplifizierenden Sequenz befindet sich am Anfang 

der exponentiellen Phase, da die Fluoreszenz signifikant zum Hintergrund erhöht ist. Die-

ser Zeitpunkt wird Cycle Threshold (Ct) genannt. Damit der Gehalt an cDNA zwischen 

den Proben vergleichbar ist, wird eine endogene Kontrolle verwendet. Für die Auswertung 

der Ct-Werte der durchgeführten qPCR wird die 2-ΔΔCt Methode angewendet (Navarro et 

al., 2014).  

Die zuvor vorbereitete cDNA Probe wurde zuerst mit 160 µl Wasser verdünnt. Im An-

schluss wurde ein Mastermix aus 10 µl Gene expression master mix und 1 µl 20x Primer 

gebildet. Als Primer wurden in dieser Arbeit die SMPD1 (Hs04183448_m1), die SMPD2 

(Hs00162006_m1) und die SMPD3 (Hs00920354_m1) sowie GAPDH (Hs02786624_g1) 

als endogene Kontrolle verwendet. In eine 96-Well Platte wurden pro Well 9 µl verdünnte 

cDNA und 11 µl Mastermix hinzugefügt. Die Platte wurde mit einer Folie verriegelt und 

kurz zentrifugiert. Es folgte die Durchführung der qPCR in der 7500 HT real-

time PCR Maschine, dabei wurde die Platte für 2 min bei 50 °C und anschließend für 
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10 min bei 95 °C erwärmt. Danach wechseln sich für 45 Zyklen die Bedingungen 15 sek 

bei 95 °C und 60 sek bei 60 °C ab. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels der 

2-ΔΔCt Methode. 

 

2.2.6 SMase Aktivitätsassay 

Zur Quantifizierung der Enzymaktivität der nSMasen (SMPD2, SMPD3) und der aSMase 

(SMPD1) wurden spezifische Aktivitätsassays eingesetzt. Durch die Detektion der Menge 

an Phosphocholin können Rückschlüsse auf die Enzymaktivität gezogen werden, da die 

SMasen Sphingomyelin in Ceramid und Phosphocholin abbauen. 

 

2.2.6.1 Kolorimetrischer nSMase Assay 

Zuerst wurden HCAEC in 10 cm Schalen über 72 Stunden mit 30 mM Glukose und die 

Kontrollgruppe mit H2O stimuliert. Das alte Medium wurde abgenommen, die Zellkultur 

mit 1 ml kalten DPBS gewaschen, welches anschließend wieder abgenommen und ver-

worfen wurde. Es folgte die Herstellung eines NP40-Stock aus 1,5 ml NP40-Puffer und 

60 µl Protease-Inhibitor. Nach Zugabe von 200 µl NP40-Stock je Schale wurden die Zel-

len mit einem Zellschaber gelöst, der Überstand in ein Eppendorf Tube überführt und auf 

Eis gestellt. Die Proteinkonzentration wurde mithilfe des Qubits Fluorometers und des 

QubitTM Protein Assays bestimmt. Durchführung des Assays nach den Herstellerangaben. 

Zuerst wurde die Sphingomyelin-Lösung vorbereitet, welche für 30 Wells aus 1,5 ml 

SMase-Reaktionsbuffer und 15 µl Sphingomyelin besteht. Davon wurden 50 µl in jedes 

Well gegeben. Zur Bildung des Standards wurde zum vorgegebenen SMase-Standard 

20 µl DPBS mit 0,1 % BSA hinzugefügt. Davon wurde 1 µl in 1 ml Assay Buffer verdünnt. 

Verwendung von 500 µl des verdünnten SMase-Standards zur Generierung einer 1:2 

Verdünnungsreihe mit einer Enzymaktivität von 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,313, 0,156, 

0 mU / ml. 50 µl des Standards wurden pro Well zur Sphingomyelin-Lösung 

hinzugegeben. Die aus der Zellkultur gewonnen Proteinproben wurden mit Assay Buffer 

auf eine gleiche Konzentration von 100 µg / µl Protein pro Probe verdünnt und 50 µl zur 

Arbeitssolution hinzugegeben. Anschließend wurde die Well-Platte für 2 Stunden bei 
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37 °C inkubiert. Anschließend wurden eine AbBlue Arbeitslösung durch Zugabe von 

100 µl DMSO in den 200x AbBlue Indikator und der Enzym Mix durch Zugabe von 5 ml 

Assay Buffer zum Enzymmix hergestellt. Zur Vorbereitung der SMase Assay Lösung wur-

den für 30 Wells 1,5 ml Enzymmix mit 15 µl AbBlue Arbeitslösung verdünnt. Anschließend 

wurden 50 µl SMase Assay Lösung in jedes Well gegeben und anschließend nochmal für 

eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Messung der Absorption bei einer 

Wellenlänge von 655 nm im Microplate-Reader. 

 

2.2.6.2 Fluorometrischer aSMase Assay 

Zuerst wurden HCAEC in 10 cm Schalen über 72 Stunden mit 30 mM Glukose und die 

Kontrollgruppe mit H2O stimuliert. Das Medium wurde abgenommen, die Zellkultur mit 

1 ml kalten DPBS gewaschen und das DPBS abgenommen und verworfen. Es folgte die 

Herstellung eines Mammalia Lysis Buffer Stock aus 800 µl destillierten Wasser, 200 µl 

Mammalian Cell Lysis Buffer und 40 µl Protease-Inhibitor. Nach Hinzugabe von 200 µl je 

Schale wurden die Zellen mit einem Zellschaber gelöst, der Überstand in Eppendorf 

Tubes überführt, auf Eis gestellt und für 15 min inkubiert. Nach Zentrifugation für 5 min 

und 1500 rpm wurde der Überstand in ein neues Röhrchen überführt und anschließend 

die Proteinkonzentration im Qubit Fluorometer mit dem QubitTM Protein Assay 

eingemessen. Durchführung des Assays nach den Herstellerangaben. 

Die Proteinproben wurden zuerst auf eine Konzentration von 80 µg / µl Protein mit Assay-

buffer verdünnt. Anschließend wurden 50 µl der Probe in ein Well gegeben. Für die Kon-

trolle wurden 50 µl Assaybuffer verwendet. Zunächst wurde eine SMase Arbeitslösung 

aus 750 µl SMase Reaktionsbuffer mit 7,5 µl Sphingomyelin hergestellt, in jedes Well 

50 µl hinzugegeben und für 2 Stunden bei 37 °C inkubiert. Es folgte die Herstellung des 

Enzymmix durch Hinzufügen von 5 ml Assay Buffer und die Generierung einer 

200x AbRed Indikatorlösung durch Hinzugabe von 80 µl DMSO zum AbRed Indikator. 

Anschließend wurde eine SMase Assay Lösung durch Zugabe von 750 µl Enzymmix und 

7,5µl 200x AbRed Indikatorlösung hergestellt, 50 µl je Well hinzugegeben und für eine 

Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Fluoreszenz wurde bei einer Wellenlänge von 

540 / 590 nm im Microplate-Reader bestimmt. 
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2.2.7 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism Version 7. Die Daten werden 

als Mittelwerte mit dem Standardfehler (SEM) angegeben. Bei zwei Stichproben wurde 

der zweiseitige Student’s t-Test für unabhängige Stichproben angewandt. Bei mehr als 

zwei Gruppen wurde der ANOVA Test mit Bonferroni-Korrektur verwendet. Die Signi-

fikanzgrenze des α-Fehlers liegt bei 5 % und wurde wie folgt dargestellt: *: p < 0,05; 

**: p < 0,01; ***: p < 0,001.   
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3. Ergebnisse 

 

3.1 EV Charakterisierung 

Die differentielle Zentrifugation ist eine Methode zur Isolation der freigesetzten EV aus 

dem Zellkulturüberstand der HCAEC. Nach den Empfehlungen der Inter-

national Society for Extracellular Vesicles wurde zur Charakterisierung der isolierten EV 

das Elektronenmikroskop zur visuellen Darstellung und die NTA zur Analyse der Partikel-

konzentration und Größenverteilung angewendet (Théry et al., 2018). Die analysierte 

Partikelgröße in der NTA betrug 252 ± 24 nm und im Elektronenmikroskop konnten die 

isolierten EV visuell dargestellt werden (s. Abb. 8). 

 

 

 

Abb. 8: EV Charakterisierung in der NTA und im Elektronenmikroskop: HCAEC wurden 
für 24 h mit Serum-freiem Medium behandelt. Aus dem Zellkulturüberstand wurde mittels 
differentieller Zentrifugation die EV isoliert. A: NTA der EV im ZetaView. Die Partikelgrößen 
der EV liegen bei 252 ± 24 nm, n=3; B: Aufnahme der EV im Elektronenmikroskop. (8 A/B 
adaptiert an Zietzer et al., 2021) 

 

 

 

B: Elektronenmikroskopie 
unbehandelter EV 
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3.2 Einfluss von Glukose auf die Sphingolipid- und Ceramidzusammensetzung in 

HCAEC und EV 

Erhöhte Glukosespiegel haben einen Einfluss auf die Entstehung von Endothel-

dysfunktionen (Noren Hooten und Evans, 2020; Paone et al., 2019). Jedoch ist unklar, 

wie sich erhöhte Glukosespiegel auf die Lipidzusammensetzung von HCAEC und deren 

freigesetzten EV auswirken. Hierfür wurde im folgenden Experiment der Einfluss einer 

Hyperglykämie auf die Sphingolipid- und Ceramidzusammensetzung in HCAEC und EV 

in der Massenspektrometrie untersucht.  

Zum einen wurden HCAEC mit Glukose für 72 Stunden behandelt und anschließend auf 

ihre Lipidzusammensetzung in der Massenspektrometrie analysiert. Zum anderen wurde 

eine lipidomische Analyse deren freigesetzten EV durchgeführt. Hierfür wurden HCAEC 

zuerst für 72 Stunden mit Glukose behandelt, anschließend mit Serum-freiem Medium 

stimuliert und nach der differentiellen Zentrifugation in der Massenspektrometrie auf ihre 

Lipidzusammensetzung analysiert. 

Die Analyse der Massenspektrometrie zeigt einen vermehrten Export aller Sphingo-

lipidklassen – Sphingomyeline, Ceramide, Hexosylceramide und freie Sphingobasen – in 

EV nach einer Glukosebehandlung. Die Untersuchung der Ceramidklassen in EV nach 

der Glukosebehandlung zeigte einen signifikanten Anstieg der Ceramidklassen 

d18:1 16:0 und d18:1 18:0. Aufgrund des signifikanten Anstiegs und des hohen Anteils 

wurde der Fokus in dieser Arbeit auf das Ceramid d18:1 16:0 (C16) gelegt (s. Abb. 9).  
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Abb. 9: C16 Anreicherung in EV nach Hyperglykämie. Massenspektrometrie von HCEAC 
und EV nach Glukosebehandlung. HCAEC wurden für 72 h mit 30 mM Glukose stimuliert. 
Zur Analyse der EV wurden HCAEC zuvor für 72 h mit 30 mM Glukose, für 24 h mit Se-
rum-freiem Medium behandelt und die EV mittels differentieller Zentrifugation isoliert. 
Behandlung der Kontrollgruppe mit H2O. A: Analyse der Sphingolipidklassen in HCAEC 
und EV nach Glukosebehandlung, n=3; B: Analyse der Ceramidklassen und signifikanter 
Anstieg der Ceramide d18:1 16:0 (C16) und d18:1 18:0 in EV nach Glukosebehandlung, 
n=3, ANOVA + Bonferroni post-hoc Test, zweiseitiger Signifikanztest. (9 B adaptiert an 
Zietzer et al., 2021) 
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3.3 Einfluss von Glukose auf die Aktivität und Genexpression von 

Sphingomyelinasen 

Um den molekularen Mechanismus der Ceramidanreicherung in freigesetzten EV nach 

einer Glukosebehandlung zu verstehen, wurden in den folgenden Experimenten die 

Enzymaktivität und die Genexpression der verschiedenen SMase-Isoformen 

(SMPD1 / SMPD2 / SMPD3) nach einer Glukosebehandlung analysiert. Zusätzlich wurde 

die Dauer der Hyperglykämie bis zum Eintritt einer signifikanten Veränderung in der 

SMasen Genexpression untersucht. 

Zur Ermittlung der Genexpression wurden HCAEC mit 30 mM Glukose für 0, 8, 16, 24, 48 

und 72 Stunden stimuliert (Jansen et al., 2013). Nach anschließender RNA Isolierung, 

Umschreibung in cDNA und Durchführung einer qPCR konnte ein signifikanter Anstieg 

der SMPD3 Genexpression nach einer 48-stündigen und 72-stündigen Glukose-

behandlung detektiert werden (s. Abb. 10 A). In den folgenden Experimenten wurden 

HCAEC für 72 Stunden mit Glukose stimuliert. 

Zur Beurteilung der Enzymaktivität der aSMasen (SMPD1) und der nSMasen (SMPD2 

und SMPD3) wurden die Proteine der HCAEC nach einer 72-stündigen Glukose-

behandlung isoliert und die Aktivitätsassays durchgeführt. Es konnte eine signifikante 

Zunahme der Enzymaktivität der nSMasen nach einer Glukosebehandlung detektiert wer-

den (s. Abb. 10 B).  
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Abb. 10: Steigerung der SMPD3 Genexpression und nSMase Aktivität nach einer Hyper-

glykämie. A: HCAEC wurden für 0 h, 8 h, 24 h, 48 h und 72 h mit 30 mM Glukose stimuliert 

Es folgten RNA Isolierung, cDNA Umschreibung, Durchführung der qPCR und Analyse 

mit der 2-ΔΔCt Methode. Verwendung von GAPDH als endogene Kontrolle. Signifikante 

Steigerung der SMPD3 Genexpression nach 48- und 72-stündiger Glukosebehandlung, 

n=6, ANOVA + Bonferroni post-hoc Test, zweiseitiger Signifikanztest. B: aSMase und 

nSMase Aktivitätsassay mit Proteinen von HCAEC, welche für 72 h mit 30 mM Glukose 

behandelt wurden. Die Kontrollgruppe wurde mit H2O behandelt. Signifikanter Anstieg der 

nSMase Aktivität nach 72 h Glukosebehandlung, n=3, t-Test für nicht verbundene Stich-

proben, zweiseitiger Signifikanztest. (10 A/B adaptiert an Zietzer et al., 2021) 
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3.4 Auswirkung von Hyperglykämien auf die Apoptose 

Aufgrund der Steigerung der SMPD3 Aktivität und Genexpression und der Anreicherung 

von proapoptotischen C16 in EV nach einer Hyperglykämie soll in den folgenden Experi-

menten der Einfluss einer Glukosebehandlung auf das Zellüberleben von HCAEC und 

EV Zielzellen untersucht werden. Zur Quantifizierung apoptotischer Zellen wurden der 

MTT- und der Apoptose-Assay verwendet. 

Im ersten Versuchsteil wurden HCAEC für 72 Stunden mit Glukose stimuliert. Im 

Anschluss konnte im MTT-Assay eine signifikante Reduktion der Zellviabilität und im 

Apoptose-Assay eine signifikante Zunahme von frühapoptotischen HCAEC nach 

Glukosebehandlung detektiert werden (s. Abb. 11 A/C).  

Im zweiten Versuchsteil wurden EV Zielzellen mit freigesetzten EV von HCAEC, welche 

zuvor für 72 Stunden mit Glukose und anschließend für 24 Stunden mit Serum-freiem 

Medium behandelt wurden, inkubiert. Hier konnte ebenfalls im MTT-Assay eine signi-

fikante Abnahme der Zellviabilität und im Apoptose-Assay eine signifikante Zunahme früh-

apoptotischer EV Zielzellen nachgewiesen werden (s. Abb. 11 B/D).  

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Glukosestimulation zum einen die Apoptose in HCAEC 

auslösen und zum anderen die Apoptose in EV Zielzellen vermittelt durch transferierte EV 

induzieren konnte. 
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Abb. 11: Sinkende Zellviabilität und steigende Anzahl frühapoptotischer Zellen von 
HCAEC und EV Zielzellen nach Hyperglykämie. Behandlung von HCAEC und EV Ziel-
zellen für 72 h mit 5 mM und 30 mM Glukose. Die Kontrollgruppe wurde mit H2O be-
handelt. Analyse apoptotischer Zellen mittels MTT-Assay und Durchflusszytometrie mit 
Annexin V / 7-AAD Apoptose-Assay. A: Der MTT-Assay weist eine signifikante Reduktion 
der Zellviabilität von HCAEC nach 30 mM Glukosebehandlung auf, n=12. B: Der 
MTT-Assay zeigt eine signifikante Reduktion der Zellviabilität von EV Zielzellen nach ei-
ner 30 mM Glukosebehandlung, n=6. C: Signifikante Steigerung frühapoptotischer Zellen 
in der Durchflusszytometrie (Annexin V positiv und 7-AAD negativ), n=6. D: Signifikante 
Steigerung frühapoptotischer Zellen in der Durchflusszytometrie, n=4/5. A/B/C/D: ANOVA 
+ Bonferroni post-hoc Test, zweiseitiger Signifikanztest. (11 A/B/C/D adaptiert an Zietzer 
et al., 2021) 
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3.5 Aufnahme und Transport von exogen hinzugefügten Ceramid 

Im folgenden Experiment soll die Aufnahme von exogen zugeführten Ceramid in HCAEC, 

der Export mittels EV und die Aufnahme von EV Zielzellen untersucht werden.  

Im ersten Versuchsteil wurde zur Visualisierung dieses Prozesses ein fluoreszierendes 

NBD-C12 Ceramid verwendet, welches im Fluoreszenzmikroskop detektiert werden kann. 

Zuerst wurden HCAEC für 24 Stunden mit dem NBD-C12 inkubiert. Die anschließenden 

Aufnahmen im Fluoreszenzmikroskop zeigen eine dosisabhängige Aufnahme des exo-

genen Ceramids in die Zellkultur (s. Abb. 12 A). Als nächstes wurden EV Zielzellen mit 

freigesetzten EV von HCAEC, welche mit NBD-C12 und Serum-freiem Medium behandelt 

wurden, inkubiert. Die EV Zielzellen nehmen das fluoreszierende Ceramid ebenfalls 

dosisabhängig über die EV auf (s. Abb. 12 B).  

Aufgrund der Veränderung der chemischen Eigenschaft des Ceramids durch den ange-

hängten NBD-Rest soll im zweiten Versuchsteil die Aufnahme in HCAEC und der Export 

in EV nach exogener C16 Behandlung in der Massenspektrometrie nachgewiesen wer-

den. Hierfür wurden zum einen HCAEC mit C16 behandelt und der C16 Gehalt in den 

HCAEC in der Massenspektrometrie analysiert. Für die Analyse der EV wurden HCAEC 

mit C16 und Serum-freiem Medium behandelt, die EV aus dem Zellkulturüberstand isoliert 

und in der Massenspektrometrie analysiert. Es wurde eine signifikante Zunahme des C16 

Gehaltes in den freigesetzten EV nachgewiesen (s. Abb. 12 C). Beide Versuchsteile zei-

gen, dass exogen verabreichte Ceramide von HCAEC aufgenommen, in EV angereichert 

und von EV Zielzellen aufgenommen werden können.  
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Abb. 12: Exogenes Ceramid wird von HCAEC aufgenommen, in EV verpackt und an 
EV Zielzellen transferiert. A: HCAEC wurden mit 10 µM und 20 µM NBD-C12 Ceramid 
(grün) für 24 h inkubiert. Stimulation der Kontrollgruppe mit DMSO. HCAEC wurden fixiert, 
der Nukleus mit DAPI angefärbt und Aufnahme im Fluoreszenzmikroskop. Dosis-
abhängige Aufnahme des NBD-C12 Ceramid in HCAEC. B: HCAEC wurden mit 10 µM 
und 20 µM NBD-C12 Ceramid oder mit DMSO als Kontrolle stimuliert, für 24 h mit Serum-
freiem Medium behandelt, die EV isoliert und diese für 24 h mit nativen HCAEC inkubiert. 
HCAEC wurden fixiert, der Nukleus zusätzlich mit DAPI angefärbt und Aufnahme im 
Fluoreszenzmikroskop. Dosisabhängige Aufnahme des NBD-C12 Ceramid in EV Ziel-
zellen. C: Signifikante Zunahme des C16 Gehaltes in EV nach 24 h C16 und 24 h Serum-
freie Medium Behandlung. HCAEC wurden mit 20 µM C16 Ceramid oder DMSO als Kon-
trolle für 24 h behandelt. Analyse in der Massenspektrometrie, n=3, t-Test für nicht 
verbundene Stichproben, zweiseitiger Signifikanztest. (12 A/B adaptiert an Zietzer et al., 
2021) 

EV  

DMSO 

B: Fluoreszenzmikroskopie von EV Zielzellen nach C12-NBD Ceramid Behandlung  
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3.6 Auswirkung der Ceramid Behandlung auf die Apoptose von HCAEC und 

EV Zielzellen  

Aufgrund der Aktivierung der SMPD3, dem vermehrten Export von C16 in EV und der 

Induktion der Apoptose in HCAEC und EV Zielzellen nach einer Glukosebehandlung, soll 

nun genauer der apoptotische Effekt des C16 auf HCAEC und EV Zielzellen untersucht 

werden. 

Hierfür wurden zuerst HCAEC mit C16 stimuliert. Im MTT-Assay konnte eine signifikante 

Reduktion der Zellviabilität und im Apoptose-Assay eine Zunahme frühapoptotischer 

HCAEC nach C16 Behandlung nachgewiesen werden (s. Abb. 13 A/C). Zusätzlich wur-

den EV Zielzellen mit EV inkubiert, welche von C16 und Serum-freien Medium be-

handelten HCAEC isoliert wurden. Es konnte ebenfalls im MTT-Assay eine signifikante 

Reduktion der Zellviabilität und im Apoptose-Assay eine signifikante Zunahme früh-

apoptotischer EV Zielzellen detektiert werden (s. Abb. 13 B/D). Die Ergebnisse zeigen, 

dass eine exogene C16 Behandlung die Apoptose direkt oder EV-vermittelt in HCAEC 

induzieren konnte.   
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Abb. 13: Sinkende Zellviabilität und steigende Anzahl frühapoptotischer Zellen von 
HCAEC und EV Zielzellen nach C16 Stimulation. Analyse apoptotischer Zellen nach 24 h 
C16 Stimulation im MTT-Assay und in der Durchflusszytometrie mit einem 
Annexin V / 7-AAD Apoptose-Assay. Die Kontrollgruppe wurde mit DMSO behandelt. A: 
Signifikante Reduktion der Zellviabilität im MTT-Assay von HCAEC nach 5 µM, 10 µM und 
20 µM C16 Ceramid Stimulation, n=3. B: Reduktion der Zellviabilität im MTT-Assay von 
EV Zielzellen. HCAEC wurde mit 20 µM C16 Ceramid stimuliert, für 24 h mit Serum-freiem 
Medium behandelt, die EV isoliert und diese für 24 h mit nativen HCAEC inkubiert, n=3/4. 
C: Signifikante Erhöhung frühapoptotischer Zellen im Apoptose-Assay von HCAEC nach 
1 µM und 10 µM C16 Stimulation, n=6. D: Signifikante Erhöhung frühapoptotischer Zellen 
im Apoptose-Assay von EV Zielzellen. HCAEC wurden zuvor mit 20 µM C16 stimuliert, 
für 24 h mit Serum-freiem Medium behandelt, EV isoliert und diese für 24 h mit nativen 
HCAEC inkubiert, n=7/8. A/B/C/D: ANOVA + Bonferroni post-hoc Test, zweiseitiger 
Signifikanztest. (13 A/B/C/D adaptiert an Zietzer et al., 2021) 
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3.7 Genexpression der SMPD3 nach SMPD3 Knock-down Behandlung 

Im folgenden Experiment soll die Wirksamkeit einer SMPD3 siRNA Knock-down Behand-

lung untersucht werden. Hierfür wurden HCAEC mit einer SMPD3 siRNA und einer siRNA 

Kontrolle behandelt, die RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben, eine qPCR durchgeführt 

und die Ergebnisse mit der 2-ΔΔCt Methode analysiert. Die Genexpressionsanalyse konnte 

die signifikante Reduktion der SMPD3 Genexpression nach einer 15 nM siRNA Behand-

lung bestätigen (s. Abb. 14). 

 

 

 

Abb. 14: Reduktion der SMPD3 Genexpression nach SMPD3 siRNA Knock-down (KD) 
Behandlung. HCAEC wurden für 48 h mit 15 nM SMPD3 siRNA oder siRNA Kontrolle 
stimuliert. RNA Isolation, Umschreibung in cDNA, Durchführung der qPCR und Analyse 
mit der 2-ΔΔCt Methode. Verwendung von GAPDH als endogene Kontrolle, n=3, t-Test für 
nicht verbundene Stichproben, zweiseitiger Signifikanztest. (Adaptiert an Zietzer et al., 
2021) 

 

 

 

 

 



54 
 

3.8 Einfluss von SMPD3 Knock-down und pharmakologische Inhibition mit GW4869 

auf die Apoptose von HCAEC  

Die folgenden Experimente sollen den Einfluss eines SMPD3 Knock-down und einer 

pharmakologischen Inhibition mit GW4869 auf die Apoptose der HCAEC untersuchen. Im 

MTT-Assay konnten weder nach einem siRNA Knock-down noch nach Einsatz des 

pharmakologischen Inhibitors GW4869 in den in dieser Arbeit verwendeten Konzen-

trationen ein signifikanter Unterschied in der Zellviabilität festgestellt werden. Der im 

DMSO gelöste Inhibitor GW4869 zeigte ab einer Konzentration von über 50 µM eine signi-

fikante Reduktion der Zellviabilität (s. Abb. 15 A/B).  

 

 

 

Abb. 15: SMPD3 Knock-down und pharmakologische Inhibition mit GW4869 haben kei-
nen Einfluss auf die Apoptose von HCAEC. Analyse der Zellviabilität von HCAEC nach 
Inhibition der SMPD3 im MTT-Assay. A: Kein Unterschied in der Zellviabilität der HCAEC 
nach Behandlung mit 5 µM, 10 µM, 20 µM GW4869 für 24 h. Signifikante Reduktion der 
Zellviabilität ab einer Konzentration von 50 µM GW4869 für 24 h. Die Kontrollgruppe 
wurde mit DMSO behandelt, n=3, ANOVA + Bonferroni post-hoc Test, zweiseitiger 
Signifikanztest. B: Kein Unterschied in der Zellviabilität der HCAEC nach einer 15 nM 
SMPD3 siRNA Behandlung oder einer siRNA Kontrolle für 48 h, n=8, t-Test für nicht 
verbundene Stichproben, zweiseitiger Signifikanztest. (15 A/B adaptiert an Zietzer et al., 
2021) 
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3.9 Einfluss von SMPD3 Knock-down und pharmakologische Inhibition mit GW4869 

auf die Apoptose von EV Zielzellen 

In den folgenden Experimenten soll überprüft werden, ob eine Inhibition der SMPD3 die 

EV Zielzellen vor dem apoptotischen Untergang nach einer Glukoseschädigung schützen 

kann.  

Als Erstes wurde der Effekt der Inhibition ohne Glukoseschädigung untersucht: Hierfür 

wurde die SMPD3 von HCAEC mit einem siRNA Knock-down oder mit dem pharma-

kologischen Inhibitor GW4869 gehemmt und die anschließend isolierten EV mit EV Ziel-

zellen inkubiert. Im Apoptose-Assay konnte eine signifikante Reduktion frühapoptotischer 

EV Zielzellen nach GW4869 Behandlung festgestellt werden, während der siRNA Knock-

down keinen Einfluss auf das Apoptoseverhalten der EV Zielzellen hatte (s. Abb. 16 A/C). 

Als Zweites wurde der Einfluss der Inhibition bei gleichzeitiger Glukoseschädigung unter-

sucht: HCAEC wurden zuvor mit Glukose vorbehandelt, die SMPD3 mit GW4869 oder 

siRNA Knock-down gehemmt, mit Serum-freiem Medium versetzt, die EV isoliert und 

diese auf native EV Zielzellen gegeben. Beide Methoden der Inhibition konnten die 

EV Zielzellen vor ihrem apoptotischen Untergang schützen und die Anzahl früh-

apoptotischer Zellen signifikant senken (s. Abb. 16 B/D). 

Die Ergebnisse bestätigen, dass eine EV-vermittelte Induktion der Apoptose durch eine 

Hyperglykämie mit einer Inhibition der SMPD3 verhindert werden konnte.  
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Abb. 16: Hemmung der SMPD3 mit siRNA Knock-down (KD) oder mit GW4869 können 
den EV-vermittelten apoptotischen Effekt nach einer Glukosestimulation in EV Zielzellen 
verhindern. Analyse frühapoptotischer Zellen im Annexin V / 7-AAD Apoptose-Assay in 
der Durchflusszytometrie. A: Apoptose-Assay von EV Zielzellen, deren EV von HCAEC 
isoliert wurden, welche für 48 h mit einer 15 nM SMPD3 siRNA oder einer siRNA Kontrolle 
und für 24 h mit Serum-freiem Medium behandelt wurden, n=4. B: Signifikante Reduktion 
frühapoptotischer EV Zielzellen nach Glukose und SMPD3 Knock-down Behandlung. 
HCAEC wurden zuvor für 24 h mit 30 mM Glukose, anschließend für 48 h mit 30 mM 
Glukose und 15 nM SMPD3 siRNA oder siRNA Kontrolle stimuliert, für 24 h mit Serum-
freiem Medium behandelt, EV isoliert und diese auf EV Zielzellen für 24 h gegeben, n=5. 
C: Signifikante Reduktion von frühapoptotischen EV Zielzellen nach GW4869 Behand-
lung. HCAEC wurden für 24 h mit Serum-freiem Medium und 10 µM GW4869 oder mit 
Serum-freiem Medium und DMSO Kontrolle stimuliert, die EV isoliert und für 24 h mit 
EV Zielzellen inkubiert, n=5. D: Signifikante Reduktion frühapoptotischer EV Zielzellen 
nach Glukose und GW4869 Stimulation. HCAEC wurden zuvor mit 30 mM Glukose für 
72 h stimuliert, anschließend für 24 h mit Serum-freiem Medium und 10 µM GW4869 oder 
DMSO Kontrolle stimuliert, die EV isoliert und mit EV Zielzellen für 24 h inkubiert, n=6. 
A/B/C/D: t-Test für nicht verbundene Stichproben, zweiseitiger Signifikanztest. 
(16 A/B/C/D adaptiert an Zietzer et al., 2021)  
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3.10 Analyse der Ceramid Konzentration in HCAEC und EV nach GW4869 

Behandlung 

Die vorangegangenen Experimente konnten bestätigen, dass eine Inhibition der SMPD3 

die Anzahl apoptotischer EV Zielzellen senken kann. Unklar ist jedoch, inwiefern sich der 

Gehalt an C16 in HCAEC und in EV nach einer pharmakologischen Inhibition verändert. 

Hierfür wurden zum einen HCAEC mit GW4869 behandelt und in der Massen-

spektrometrie analysiert. Zum anderen wurde für die Analyse der EV zuerst HCAEC mit 

GW4869 und mit Serum-freiem Medium behandelt, die EV isoliert und der C16 Gehalt 

mittels Massenspektrometrie untersucht. Es konnte eine signifikante Abnahme der C16 

Konzentration in EV nach einer pharmakologischen Inhibition mit GW4869 nachgewiesen 

werden (s. Abb. 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17: Verringerte C16 Konzentration in EV nach pharmakologischer Inhibition mit 
GW4869. Massenspektrometrie der C16 Konzentration von HCAEC und EV. HCAEC 
wurden für 24 h mit 5 µM GW4869 behandelt. Die EV wurden von HCAEC isoliert, welche 
zuvor mit 5 µM GW4869 im Serum-freien Medium für 24 h stimuliert wurden. Signifikante 
C16 Reduktion in EV nach 5 µM GW4869 Behandlung, n=3, ANOVA + Bonferroni post-
hoc Test, zweiseitiger Signifikanztest. 

 

 

Kontrolle 5 µM GW4869 
HCAEC

Kontrolle
EV

5 µM GW4869
EV

0

1

2

3

4

Massenspektrometrie von C16 in HCAEC
und EV nach GW4869 Behandlung

n
m

o
l 
C

1
6
 /
 m

g
 P

ro
te

in
 [

n
m

o
l/
m

g
]

** 



58 
 

3.11 Einfluss von Glukose, C16 und SMPD3 Knock-down auf die Konzentration 

und Partikelgröße der EV 

Neben der Produktion von Ceramiden hat die SMPD3 eine wichtige Rolle in der Frei-

setzung von Exosomen (Menck et al., 2017). Dadurch ist unklar, inwiefern sich die Anzahl 

der isolierten EV nach einer Glukosebehandlung oder einer Inhibition der SMPD3 ver-

ändert. Aufgrund dessen wurden die Effekte von Behandlungen mit exogenen Ceramiden, 

Glukose und SMPD3 siRNA Knock-down auf Konzentration und Partikelgröße der iso-

lierten EV Population im NTA untersucht. Hierfür wurden HCAEC mit C16, Glukose oder 

mit einer SMPD3 siRNA behandelt, für 24 Stunden mit Serum-freiem Medium stimuliert, 

die EV anschließend isoliert und im NTA eingemessen. Es wurde eine signifikante 

Reduktion der Partikelanzahl nach Glukosebehandlung und ein signifikanter Anstieg der 

Partikelanzahl nach SMPD3 Hemmung detektiert (s. Abb. 18). 
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Abb. 18: Verringerung der Partikelanzahl nach Glukoseschädigung, Erhöhung der Parti-
kelanzahl nach SMPD3 Knock-down (KD). NTA von isolierten EV nach C16, Glukose oder 
SMPD3 siRNA KD Behandlung. A/B: HCAEC wurden zuvor mit 10 µM, 20 µM C16 oder 
DMSO als Kontrolle für 24 h stimuliert, für 24 h mit Serum-freiem Medium behandelt, EV 
isoliert und in 1 ml DPBS gelöst, n=3. ANOVA + Bonferroni post-hoc Test, zweiseitiger 
Signifikanztest. C/D: Signifikante Reduktion der Partikelanzahl nach 30 mM Glukose-
behandlung. Zuvor wurden HCAEC mit 30 mM oder H2O als Kontrolle stimuliert, für 24 h 
mit Serum-freiem Medium behandelt, EV isoliert und in 1 ml DPBS gelöst, n=3.  
E/F: Signifikanter Anstieg der Partikelanzahl nach SMPD3 KD Behandlung. HCAEC wur-
den zuvor 48 h mit einer 15 nM SMPD3 siRNA oder einer siRNA Kontrolle inkubiert, für 
24 h mit Serum-freiem Medium behandelt, EV isoliert und in 1 ml DPBS gelöst, n=3. D/F: 
t-Test für nicht verbundene Stichproben, zweiseitiger Signifikanztest. (18 A/B/C/D/E/F 
adaptiert an Zietzer et al., 2021)  
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4. Diskussion 

 

Extrazelluläre Vesikel gelangen immer mehr in den Fokus aktueller Forschung aufgrund 

ihres Einflusses auf die Endothelfunktion und somit auf die Progression der Arterio-

sklerose (Boulanger et al., 2017; Chistiakov et al., 2017). Pathophysiologisch spielen Ver-

änderung der transferierten bioaktiven Moleküle mittels EV mit Förderung von 

Endotheldysfunktionen, Kalzifizierungen, Plaqueprogressionen und Thrombenbildung 

eine entscheidende Rolle (Jansen et al., 2017). In dieser Arbeit wurde sich auf den Trans-

fer des Sphingolipids d18:1 16:0 Ceramid mittels EV fokussiert und dessen apoptotische 

Effekt auf HCAEC untersucht. In der Massenspektrometrie konnte ein vermehrter Export 

von proapoptotischen C16 in EV nach erhöhten Glukosespiegeln festgestellt werden. 

Erhöhte Glukosespiegel aktivieren und erhöhen die Genexpression des Ceramid-produ-

zierenden Enzyms – die neutrale Sphingomyelinase 2 (SMPD3). Durch den vermehrten 

Export von C16 in EV können diese an EV Zielzellen transferiert werden und dort die 

Apoptose induzieren. Der entstandene Endothelschaden kann die Progression der 

Arteriosklerose fördern. Um die Produktion des proapoptotischen C16 zu reduzieren, 

wurde die SMPD3 durch pharmakologische Inhibition mit GW4869 oder mit einem siRNA 

Knock-down gehemmt. Durch die verringerte Bildung von Ceramiden wurde weniger C16 

in die EV eingebaut und die Anzahl apoptotischer Endothelzellen konnte trotz bestehen-

der erhöhter Glukosespiegel verringert werden. 

 

Einer Herausforderung an die Forschung stellen Isolierung und Quantifizierung der EV 

dar (Jansen et al., 2017). Eine häufig angewandte Methode zur EV Isolierung ist die 

differentielle Zentrifugation (Théry et al., 2018). Aufgrund der überschneidenden Partikel-

größen der verschiedenen EV Populationen - Exosomen, MV und apoptotische Körper-

chen - kann bei dieser Methode keine reine Population separiert, sondern nur eine An-

reicherung einer Isoform erreicht werden (Zaborowski et al., 2015). Die Ausbeute an EV 

ist bei differentieller Zentrifugation zusätzlich abhängig von der Viskosität der Proben, so-

dass Unterschiede in der Menge der isolierten EV zwischen verschiedenen Zellkultur- 

oder Patientenproben zu erwarten und unterschiedliche Studien und Experimente 

schlechter vergleichbar sind (Momen-Heravi et al., 2012; Witwer et al., 2013). Zusätzlich 
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ist weiterhin unklar, ob die hohen Scherkräfte während der Zentrifugation einen Einfluss 

auf die Funktionalität der EV haben (Vion et al., 2013). 

In dieser Arbeit wurde der Zellkulturüberstand zuerst bei 1.500 g für 15 Minuten zentri-

fugiert, um Endothelzellen und größere apoptotische Körperchen abzuzentrifugieren. Der 

Überstand wurde anschließend für 40 Minuten bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert, das 

Pellet gewaschen und nochmals für 40 Minuten bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert 

(Jansen et al., 2013). Zur Quantifizierung der EV wurde das Elektronenmikroskop ein-

gesetzt, welches eine etablierte Methode zur Darstellung von EV ist (Théry et al., 2018). 

Zusätzlich wurden die pelletierten EV in der NTA eingemessen, um die Konzentration und 

Größenverteilung der Partikel zu analysieren (Witwer et al., 2013). Die durchschnittliche 

Partikelgröße lag bei 252 nm. Aus der Größenverteilung lässt sich schließen, dass das 

isolierte Pellet größere EV, überwiegend MV, aber auch kleinere apoptotische Körperchen 

und größere Exosomen, beinhaltet (s. 3.1). 

 

Die Anwendung der Massenspektrometrie hat die Untersuchung der Lipid-

zusammensetzung von EV ermöglicht (Shevchenko und Simons, 2010). Verschiedene in 

vitro Studien konnten zeigen, dass die Lipidzusammensetzungen der EV von den frei-

setzenden Zelllinien abhängen (Llorente et al., 2013; Tjakovic et al., 2008). Tjakovic et al. 

(2008) konnten in Exosomen von Oli-neu Zellen vermehrt Cholesterine, Ceramide und 

Hexosylceramide im Vergleich zur Zellmembran nachweisen. Llorente et al. (2013) detek-

tierten in Exosomen von epithelialen humanen Prostatakrebszellen PC-3 Anreicherungen 

von Cholesterol, Sphingomyelin, Phosphatidylserin, Glykophospholipiden und 

Ceramiden. Im Serum von Patienten mit erhöhtem kardiovaskulärem Risiko konnte eine 

Zunahme von C16 detektiert werden (Cheng et al., 2015). Boon et al. (2013) konnten 

erhöhte Konzentrationen von C16 im Serum von Patienten mit einem DMT2 nachweisen. 

Unklar ist jedoch, wie pathophysiologisch eine veränderte Zusammensetzung der EV von 

endothelialen Zellen durch erhöhte Glukosespiegel vermittelt wird und welchen Effekt 

diese Veränderungen auf EV Zielzellen haben. In unserer Arbeit wurden Endothelzellen 

sowie ihre EV nach einer Glukosebehandlung in der Massenspektrometrie analysiert und 

die Ergebnisse zeigen einen Anstieg aller Sphingolipidklassen in EV. In einer spezifischen 

Analyse der verschiedenen Ceramidklassen konnte zum einen ein großer Anteil an C16 
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in EV und zum anderen eine signifikante Steigerung dieses Anteils nach einer 

Glukosebehandlung nachgewiesen werden (s. 3.2). Back et al. (2018) konnten zeigen, 

dass durch eine Behandlung mit Serum-freiem Medium die Aktivität der SMPD3 in 

Neuroblastom PC12 Zellen der Ratte erhöht wurde, welche die Produktion von Ceramiden 

und die Freisetzung von MV beeinflussen könnte. Da in dieser Arbeit die Kontrollgruppen 

ebenfalls mit Serum-freien Medium behandelt wurden, ist der Effekt der Aktivierung der 

SMPD3 und der daraus resultierenden vermehrten Produktion von Ceramiden bereits 

kontrolliert. Des Weiteren würde der Austausch des Serum-freien Mediums durch ein 

anderes Medium zu Kontaminationen der isolierten EV Pellets führen und weitere Ana-

lysen wären nur eingeschränkt durchführbar (Li et al., 2015; Théry et al., 2018).  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

Um den Einfluss von Glukose auf die Ceramidanreicherung in EV genauer zu analysieren, 

wurde in dieser Arbeit ein Fokus auf die Sphingomyelinasen gelegt, welche für die akute 

Bereitstellung von Ceramiden verantwortlich sind (Mullen und Obeid, 2012; Vit und 

Rosselli, 2003). Die Gruppe der Sphingomyelinasen besteht aus verschiedenen Iso-

formen, der aSMase (SMPD1), der nSMase 1 (SMPD2) und der nSMase 2 (SMPD3). In 

der Genexpression wurde ein signifikanter Anstieg der SMPD3 nach einer Glukose-

behandlung für 48 Stunden und 72 Stunden detektiert. Zusätzlich konnte im Aktivitäts-

assay ein signifikanter Anstieg der nSMase Aktivität nach einer Glukosebehandlung fest-

gestellt werden. Die Aktivität der aSMase hat sich nach einer Glukosebehandlung nicht 

verändert (s. 3.3).  

In anderen in vitro Studien wurde insbesondere der Effekt der Glukose auf die Aktivität 

und die Expression der aSMase untersucht: Luo und Lei (2017) zeigen in humanen 

umbilikalvenösen Endothelzellen (HUVEC) einen Anstieg der SMPD1 Aktivität nach 

30 mM Glukosebehandlung im Aktivitätsassay. In Kady et al. (2017) wurden isolierte hu-

mane retinale Endothelzellen untersucht, welche eine erhöhte Genexpression der SMPD1 

von Patienten mit einem DMT2 detektieren. In dieser Arbeit wurde eine Steigerung der 

Aktivität und Genexpression der SMPD3 und nicht der SMPD1 in HCAEC detektiert, 

welches aufgrund der endothelialen Heterogenität begründet sein kann (Aird, 2007 a; Aird 

2007 b). 
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Erhöhte Glukosespiegel können Auslöser für endotheliale Dysfunktionen und Schädi-

gungen sein (Jansen et al., 2013; Sheu et al., 2005) Aufgrund dessen wurden 

apoptotische HCAEC im MTT-Assay und im Apoptose-Assay nach einer 30 mM 

Glukosebehandlung untersucht, welches in hyperglykämischen Krisen auftreten kann und 

eine gängige Konzentration in Zellkulturstudien ist (Fayfman et al., 2017; Jansen et al., 

2013; Luo und Lei, 2017; Sheu et al., 2005). In beiden Assays wurde eine erhöhte Anzahl 

apoptotischer HCAEC nach einer Schädigung mit 30 mM Glukose festgestellt (s. 3.4). 

Andere Studien konnten ebenfalls einen signifikanten Anstieg apoptotischer HUVEC nach 

30 mM Glukosebehandlung detektieren (Detaille et al., 2005; Leo und Lei, 2017; Sheu et 

al., 2005). Jansen et al. (2013) konnten in HCAEC verringerte endotheliale Reparatur-

mechanismen nach einer 30 mM Glukosekonzentration vermittelt durch den verminderten 

Transfer von miRNA-126 mittels EV nachweisen. Jedoch ist unklar, welchen Effekt die 

Ceramidanreicherung in EV nach der Glukosebehandlung auf native endotheliale EV Ziel-

zellen hat. Dieser Effekt soll genauer untersucht werden, indem zuerst die EV von 

glukosebehandelten HCAEC isoliert und anschließend mit nativen Endothelzellen in-

kubiert wurden. Sowie im MTT-Assay als auch im Apoptose-Assay wurde ein signifikanter 

Anstieg apoptotischer EV Zielzellen nachgewiesen (s. 3.4).  

Aufgrund des vermehrten Exports von proapoptotischen Ceramiden nach einer Glukose-

behandlung sowie den vermehrten apoptotischen HCAEC nach EV Stimulation soll in die-

ser Arbeit geklärt werden, ob exogen zugeführte Ceramide von HCAEC aufgenommen, 

in EV verpackt und von EV Zielzellen aufgenommen werden können (s. 3.2). Eine häufig 

angewandte Methode zum Nachweis der Aufnahme von exogenen Ceramiden und des 

Transfers an EV Zielzellen stellt die direkte Visualisierung mit fluoreszierenden Lipiden 

dar (Canals et al., 2018). Hierfür wurde ein NBD-C12 Ceramid verwendet, welches auf-

grund seiner vier weiteren Kohlenstoffatome im NBD-Rest einer Länge der Kohlenstoff-

kette eines C16 Ceramid entspricht. Jedoch wird die chemische Eigenschaft des 

Ceramids durch den NBD-Rest verändert und kann die Aufnahme in die Zelle, den Export 

und den Transport der EV beeinflussen. Aus diesem Grund wurde zusätzlich in der 

Massenspektrometrie der Gehalt an C16 in HCAEC und in EV nach einer exogenen C16 

Behandlung untersucht. In dieser Arbeit konnte in der Fluoreszenzmikroskopie die Auf-

nahme des exogenen Ceramid in HCAEC und der Transfer via EV an EV Zielzellen dar-

gestellt und in der Massenspektrometrie der Export von exogenen Ceramiden in EV 
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detektiert werden (s. 3.5). Eine Studie von Kjellberg et al. (2015) konnte ebenfalls die 

Aufnahme von exogenen, radioaktiv markierten und in PBS gelösten Ceramiden in 

Epithelzellen eines Zervixkarzinoms (HeLa-Zellen) in verschiedenen Konzentrationen und 

Inkubationszeiten nachweisen. In weiteren Experimenten können nun die Effekte der 

transferierten Ceramide mittels EV auf EV Zielzellen untersucht werden.   

 

Anschließend wurde das Apoptoseverhalten von HCAEC und EV Zielzellen nach 

exogener Ceramidbehandlung untersucht aufgrund ihrer proapototischen Wirkung 

(Mullen und Obeid, 2012). Im MTT-Assay konnte eine verstärkte Reduktion der Zell-

viabilität und im Apoptose-Assay ein Anstieg frühapoptotischer Zellen nach C16 Behand-

lung in HCAEC und EV Zielzellen nachgewiesen werden (s. 3.6). Andere Studien konnten 

ebenfalls den proapoptotischen Effekt von exogenen Ceramiden auf Zellkulturen nach-

weisen. Kjellberg et al. (2015) konnten in HeLa-Zellen nachweisen, dass eine Behandlung 

mit exogenen Ceramiden (C16, C10 und C6) den programmierten Zelltod induzieren. 

Shabbits et al. (2003) konnten im MTT-Assay ebenfalls die zytotoxische Wirkung von C16 

auf die humane Brustkrebszelllinie MDA435/LCC6 und auf murine Makrophagen J774 be-

stätigen. Darüber hinaus konnte in der Arbeit von Aflaki et al. (2012) gezeigt werden, dass 

durch eine Steigerung des endogenen Ceramidanteils durch Überexpression der 

Ceramid-Synthase 4, 5 und 6 vermehrt Makrophagen zugrunde gehen. Stiban und Perera 

(2015) konnten nachweisen, dass Ceramide Poren in die äußere Mitochondrienmembran 

einbauen und durch die Freisetzung von Cytochrom C ins Zytosol die Apoptose indu-

zieren. Unklar ist jedoch, welchen Effekt die Ceramid-angereicherten EV auf die EV Ziel-

zellen haben. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass im MTT-Assay die Zell-

viabilität der EV Zielzellen gesenkt und im Apoptose-Assay die Anzahl apoptotischer 

EV Zielzellen erhöht wurde nach einer Behandlung mit Ceramid-angereicherten EV 

(s. 3.6). Die Ergebnisse zeigen, dass Ceramid-angereicherte EV in EV Zielzellen die 

Apoptose induzieren können. Wang et al. (2012) konnten im 5XFAD Mausmodell eben-

falls nachweisen, dass PAR-4/C18-Ceramid-angereicherte EV von Astrozyten ins-

besondere nach Aktivierung der nSMase 2 freigesetzt werden und die Apoptose in astro-

zytären Zielzellen induzieren können.  
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Anschließend wurden die Auswirkungen einer Inhibition der SMPD3 auf den Ceramid-

vermittelten apoptotischen Effekt bei bestehender Glukoseschädigung untersucht. Hierfür 

wurde die SMPD3 spezifisch mit dem pharmakologischen Inhibitor GW4869 oder mit ei-

nem siRNA Knock-down gehemmt und die Lipidzusammensetzung der EV, die Partikel-

anzahl im NTA und das Apoptoseverhalten von EV Zielzellen analysiert.  

Die Beeinflussung der Inhibition auf das Apoptoseverhalten in in vitro Versuchen wurde 

bereits in verschiedenen Studien untersucht. Aflaki et al. (2012) konnten zeigen, dass 

durch eine Hemmung der Ceramid-Synthase 4, 5 und 6 mit Fumonisin B1 die Anzahl 

apoptotischer Makrophagen gesenkt werden konnte. Auch die Review-Arbeit von Mullen 

und Obeid (2012) erklärt, dass eine Inhibition der Ceramidakkumulation während der 

Apoptose die Zelle vor dem apoptotischen Untergang schützen kann. Wang et al. (2012) 

konnten im 5XFAD Mausmodell zeigen, dass eine verringerte nSMase 2 Aktivität zu einer 

verringerten Freisetzung von PAR-4/Ceramid-angereicherten Exosomen und zu einer 

Reduktion apoptotischer astrozytärer Zielzellen führt. In dieser Arbeit konnte eine signi-

fikante Reduktion frühapoptotischer EV Zielzellen nach einer GW4869 Behandlung, nicht 

nach einer SMPD3 Knock-down Behandlung nachgewiesen werden (s. 3.9). Zusätzlich 

wurde überprüft, ob eine Inhibition der SMPD3 bei bestehenden erhöhten Glukose-

spiegeln einen Einfluss auf das Apoptoseverhalten von EV Zielzellen hat. Um dies zu 

klären, wurden EV nach Glukoseschädigung und gleichzeitiger SMPD3 Inhibition isoliert 

und mit EV Zielzellen inkubiert. Im Apoptose-Assay wurde eine signifikante Reduktion der 

frühapoptotischen EV Zielzellen detektiert (s. 3.9). Daraus lässt sich annehmen, dass 

eine Inhibition der SMPD3 den proapoptotischen Effekt der Ceramidanreicherung nach 

Glukoseschädigung aufheben konnte. Eine Inhibition der SMPD3 während einer akuten 

Hyperglykämie könnte vermutlich weitere EV-vermittelte Endothelschäden und die Pro-

gression der Atherogenese vermindern. Weitere in vivo Studien konnten nachweisen, 

dass eine Inhibition der SMPD3 sich positiv auf die Pathogenese der Arteriosklerose aus-

wirkt. Lallemand et al. (2018) und Wu et al. (2021) konnten im Mausmodell (ApoE und 

Fxr/ApoE) zeigen, dass durch eine Hemmung der SMPD3 mit GW4869 die Ausbildung 

atherosklerotischer Plaques vermindert wurde. Ebenfalls wies Habibi et al. (2022) im 

C57BL/6L Mausmodell nach, dass eine GW4869 Inhibition mit einer zusätzlichen Western 

Diät die Lipidakkumulation, den oxidativen Stress, die Inflammation und Gefäßwand-

veränderungen in der Aorta reduzieren konnte. 
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Zusätzlich wurde die Lipidzusammensetzung der EV nach Inhibition der SMPD3 mit 

GW4869 in der Massenspektrometrie untersucht und es konnte eine signifikante 

Reduktion der Menge von C16 in EV detektiert werden. Es liegt keine signifikante 

Reduktion des Gehalts an C16 in HCAEC vor (s. 3.10). In der Studie von Menck et al. 

(2017) konnte zusätzlich eine Reduktion im Ceramidgehalt in den SKBR3 Zellen nach 

GW4869 Behandlung bei gleicher Konzentration und Inkubationszeit festgestellt werden. 

Außerdem wurde ein signifikanter Anstieg des Anteils an Sphingomyelin in EV detektiert, 

was sich auf einen verminderten Abbau durch die Sphingomyelinasen in Ceramid und 

Phosphocholin zurückführen lassen könnte (Menck et al., 2017). Zusammengefasst zei-

gen die Ergebnisse, dass die Inhibition mit GW4869 wirksam gegen den Export von 

Ceramiden in EV ist. Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass eine Inhibition der 

SMPD3 während einer akuten Hyperglykämie den Export von proapoptotischen C16 in 

EV reduzierte und EV Zielzellen vor dem apoptotischen Untergang geschützt werden 

konnten.  

 

Da Sphingomyelinasen Einfluss auf die Freisetzung von EV haben, wurde in der NTA die 

Anzahl der freigesetzten EV nach Glukosebehandlung und Inhibition gemessen (Catalano 

und O'Driscoll, 2020; Trajkovic et al., 2008). In der Untersuchung konnte nach Induktion 

der SMPD3 durch eine Glukosebehandlung vermehrt und nach Inhibition der SMPD3 

durch einen siRNA Knock-down weniger freigesetzte EV detektiert werden (s. 3.11). Die 

Ursache der Veränderung in der Partikelanzahl liegt einem komplexen Prozess der EV 

Freisetzung zugrunde. Zum einen werden MV durch Abschnürung der Zellmembran ge-

bildet; zum anderen werden Exosomen über den ESCRT-Komplex oder Ceramid- und 

Sphingomyelinasen-abhängig in den extrazellulären Raum freigesetzt (Jansen et al., 

2017). Aufgrund der Beeinflussung der SMPD3 Aktivität durch die Glukosebehandlung 

oder durch die Inhibition mit einem siRNA Knock-down oder mit GW4869 werden Zusam-

mensetzung und Anzahl der freigesetzten EV-Populationen beeinflusst. Menck et al. 

(2017) in SKBR-3 Zellen und Trajkovic et al. (2008) in Oli-neu Zellen konnten nachweisen, 

dass eine erhöhte nSMase Aktivität zu einer vermehrten Freisetzung von Exosomen und 

dass eine Hemmung der nSMase mit GW4869 oder siRNA Knock-down zu einer 
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verringerten Freisetzung von Exosomen führt, welche bei 100.000 g pelletiert wurden. Zu-

sätzlich konnte Menck et al. (2017) nachweisen, dass nach einer Inhibition mit GW4869 

vermehrt MV vorliegen, welche bei 14.000 g pelletiert wurden. Unsere Studienergebnisse 

sind vergleichbar mit denen von Menck et al. (2017). In unserer Arbeit wurden ebenfalls 

überwiegend MV nach einer Zentrifugation von 20.000 g untersucht (s. 3.1). Beide Stu-

dien detektieren eine Zunahme der MV Freisetzung nach einer Hemmung der SMPD3 – 

Menck et al. (2017) nach einer Inhibition mittels GW4869, in unsere Arbeit nach einer 

Inhibition mittels siRNA Knock-down (s 3.11). Daraus lässt sich schließen, dass eine 

Inhibition der SMPD3 die Freisetzung von MV steigert und eine Aktivierung der SMPD3 

durch eine Glukosebehandlung zu einer Reduktion der MV Freisetzung führt. Hier sind 

weitere Studien notwendig, um die Pathophysiologie und Interaktionen der Freisetzung 

von MV und Exosomen und den Einfluss der SMPD3 zu verstehen.  

Klinische Studien konnten zeigen, dass vermehrt EV im Plasma von Patienten mit einem 

DMT2 vorliegen (Feng et al., 2010; Koga et al., 2005; Landers-Ramos et al., 2018; Leroyer 

et al., 2008). Koga et al. (2005) konnten im Plasma einen erhöhten EV-Anteil 

endothelialen Ursprungs bei Patienten mit einem DMT2 nach einer Zentrifugation mit 

100.000 g nachweisen. Freeman et al. (2018) konnten eine Zunahme der Partikelanzahl 

im Plasma von Patienten mit einem DMT2 nach einer Isolierung bei einer Zentrifugation 

von 10.000 g oder 120.000 g detektieren. Aufgrund unterschiedlicher Isolierungs-

techniken und Analysen der EV in verschiedenen Studien sind weitere Untersuchungen 

notwendig, um den Einfluss eines DMT2 auf die Freisetzung und die Zusammensetzung 

von Exosomen, MV und apoptotischen Körperchen sowie auf die Aktivität der SMPD3 zu 

verstehen. 

Zusätzlich sollten weitere Studien zur Untersuchung verschiedener Einflussfaktoren auf 

die EV Freisetzung und Lipidzusammensetzung, wie Alter, Vorerkrankungen und Medi-

kamenteneinnahme durchgeführt werden. Darüber hinaus zeigen Diamant et al. (2002), 

dass nur ein kleiner Anteil der EV im Patientenserum von Endothelzellen stammen. In 

weiteren Untersuchungen sollte der Einfluss von Glukose auf die Aktivität und Expression 

der SMasen anderer Zellreihen wie Thrombozyten, T-Zellen, B-Zellen, Monozyten, 

Granulozyten und Erythrozyten untersucht und der Ceramidgehalt in den freigesetzten 

EV gemessen werden (Boulanger et al., 2017; de Carvahlo et al., 2018; Feng et al., 2010; 
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Jansen et al., 2017; Koga et al., 2005; Landers-Ramos et al., 2018). Somit sind weitere 

Studien nötig, um den komplexen Prozess zwischen einem DMT2, erhöhten Ceramid-

spiegeln und dem Risiko eine koronare Herzerkrankung zu erleiden, zu verstehen und um 

weitere Therapieoptionen ableiten zu können.  

 

Es werden weitere Experimente benötigt, um die komplexen Prozesse des Ceramid-

transportes zwischen den Zellen zu verstehen. Im Vordergrund stehen zum einen weitere 

Untersuchungen über den Einfluss auf die Apoptose verschiedener Organsysteme durch 

Ceramide und Sphingomyelinasen, zum anderen die Etablierung neuer Methoden und 

Analysen im Bereich der EV Forschung.  

Da die Apoptose eine entscheidende Rolle in der Zell- und Organhämostase übernimmt, 

sind weitere Untersuchungen über den Ceramidtransfer und die Aktivität der Sphingo-

myelinasen aufgrund ihres ubiquitären Vorkommens entscheidend (Airola und Hannun; 

2013; Kerr et al., 1972). Weitere Studien sind notwendig, um den Pathomechanismus von 

transferierten Ceramiden auf die Progression der Arteriosklerose zu verstehen. Neben 

kardiovaskulären Erkrankungen werden Ceramide aufgrund ihrer proapoptotischen Wir-

kung häufig in der Onkologie und in der Neurologie bei Alzheimerpatienten untersucht 

(Ogretmen und Hannun, 2004; Wang et al., 2012). Auch in anderen Fachbereichen sollte 

die EV-vermittelte Apoptose in vitro und in vivo untersucht werden, um ein besseres Ver-

ständnis über den Einfluss von EV auf andere Zellreihen zu erhalten. Mögliche Therapien 

basierend auf einer Hemmung der ubiquitären Sphingomyelinasen müssen aufgrund des 

Einflusses auf die Zell- und Organhämostase kritisch hinterfragt werden. 

Da bei der Isolierung der EV mittels differentieller Zentrifugation verschiedene EV-Iso-

formen nicht exakt voneinander getrennt werden können, werden durch die 

verschiedenen Isoformen die Forschungsergebnisse beeinflusst. Aufgrund dessen sollten 

weitere Methoden zur Isolierung der MV, Exosomen und apoptotischen Körperchen ent-

wickelt werden, um Effekte Isoform-spezifisch nachweisen zu können. Neben der häufig 

angewendeten differentiellen Zentrifugation gibt es zahlreiche weitere Verfahren zur 

Vesikelisolation (z. B. Filtration, Chromatographie, Immunaffinität) mit unterschiedlichen 

Vor- und Nachteilen (Théry et al., 2018). Weitere Untersuchungen über den Mechanismus 
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der Lipidzusammensetzung von EV sowie die Rolle von Ceramiden und nSMasen in der 

Biogenese von Exosomen und deren Interaktion auf die Freisetzung von MV sollten 

durchgeführt werden. Darüber hinaus sollten die Lipidzusammensetzungen und die 

apoptotischen Effekte ebenfalls in anderen Zellreihen untersucht werden. Die konti-

nuierliche Weiterentwicklung der Leitlinien zur EV Isolation und EV Analyse ist ent-

scheidend, um eine Vergleichbarkeit unterschiedlicher Studien zu ermöglichen (Théry et 

al., 2018). 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Transfer von C16 mittels EV das 

endotheliale Zellüberleben beeinflusst und die Progression der Arteriosklerose fördern 

könnte. Durch erhöhte Glukosespiegel kommt es zur Steigerung der Aktivität und Gen-

expression der SMPD3 und das proapoptotisch wirkende C16 wird vermehrt mittels EV 

exportiert. Durch die Aufnahme des C16 in die EV Zielzellen wird die Apoptose induziert 

und Endothelschäden können entstehen. Eine Inhibition der SMPD3 mit GW4869 oder 

siRNA Knock-down verhindert den vermehrten Export des C16 während einer Glukose-

schädigung und schützt die EV Zielzelle vor dem apoptotischen Untergang. Eine Hem-

mung der SMPD3 könnte ein neuer Ansatz zur Verbesserung der Diabetes Mellitus 

Therapie darstellen und die Progression atherosklerotischer Plaques reduzieren. Die 

Durchführungen weiterer in vitro sowie in vivo Experimente sind entscheidend, um den 

komplexen Prozess aus erhöhten Glukosespiegeln, SMPD3-Aktivität, Lipid-

zusammensetzung und Freisetzung der EV zu verstehen und den Einfluss auf EV Ziel-

zellen zu analysieren (s. Abb. 20). 
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Abb. 19: Zusammenfassung der Forschungsergebnisse: Hyperglykämien lösen in 
HCAEC eine vermehrte SMPD3 Aktivität und Genexpression aus, wodurch vermehrt 
proapoptotisches C16 in EV eingebaut wird. EV Zielzellen nehmen die mit C16-ange-
reicherten EV auf, es kommt zur Induktion der Apoptose und die EV Zielzelle geht zu-
grunde.  
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5. Zusammenfassung 

 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind eine der häufigsten Todesursachen weltweit (World 

Health Organization, 2017). Pathomechanistisch liegt diesen eine Verengung arterieller 

Gefäße durch Ausbildung atherosklerotischer Plaques zugrunde (Lusis, 2000). Im Fokus 

der aktuellen Forschung stehen extrazelluläre Vesikel (EV), welche einen bedeutenden 

Einfluss auf die Zell- und Organhomöostase haben. Aufgrund des interzellulären 

Austausches von bioaktiven Molekülen zwischen Endothelzellen wird Einfluss auf die 

Endothelfunktion und die Ausbildung atherosklerotischer Plaques genommen (Jansen et 

al., 2017). Insbesondere das proapoptotisch wirkende Sphingolipid d18:1 16:0 Ceramid 

(C16) liegt vermehrt im Serum von Patienten mit einem Diabetes Mellitus Typ 2 (DMT2) 

vor und birgt ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko (Boon et al., 2013; de Carvahlo et al., 

2018).  

In diesem Kontext sollte die Arbeit der Frage nachgehen, inwiefern ein erhöhter 

Glukosespiegel einen Einfluss auf die Zusammensetzung von Sphingolipiden in 

extrazellulären Vesikeln hat und welche Auswirkungen diese auf ihre EV Zielzellen haben. 

Hierbei handelt es sich um eine präklinische Grundlagenforschung mit Zellexperimenten 

(HCAEC), deren Resultate zur weiteren Forschung für Tiermodelle und folgende klinische 

Studien mit Patienten dienen sollen.  

Die Ergebnisse der Arbeit liefern neue Erkenntnisse zum Transfer von Ceramiden mittels 

extrazellulärer Vesikel sowie zu deren pathophysiologischer Bedeutung im Rahmen der 

Arteriosklerose. Ein erhöhter Glukosespiegel, welcher bei DMT2 auftreten kann, fördert in 

humanen koronararteriellen Endothelzellen (HCAEC) den Export des proapoptotisch 

wirkenden C16 in extrazellulären Vesikeln durch eine Aktivierung der neutralen 

Sphingomyelinase 2 (nSMase 2). Nach Aufnahme des transferierten C16 in die 

EV Zielzellen kommt es zur Induktion der Apoptose. Der daraus entstandene 

Endothelschaden kann die Ausbildung oder Progression atherosklerotischer Plaques 

weiter fördern. Unter Inhibition der nSMase 2 Aktivität mittels siRNA-Knock-down oder 

eines pharmakologischen Inhibitors GW4869 konnte trotz erhöhter Glukosespiegel der 

Export von C16 reduziert und die EV Zielzellen vor dem apoptotischen Untergang 

geschützt werden. Die Inhibition der nSMase 2 könnte somit der Entstehung und 
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Progression von Endothelläsionen vorbeugen und stellt somit einen Ansatzpunkt zur 

weiteren Forschung zur Prävention und Therapie der Arteriosklerose spezifisch bei 

Diabetikern dar. 
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