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1. Deutsche Zusammenfassung 

 

1.1 Einleitung  

Die Aortenklappenstenose (AKS) ist die häufigste Herzklappenerkrankung beim 

Menschen und gewinnt aufgrund ihrer stark altersabhängigen Inzidenz zunehmend an 

Bedeutung (Martinsson et al., 2015; Yadgir et al., 2020). Bei über 75-Jährigen liegt die 

Inzidenz pro Jahr bei 2,8 %. Die AKS ist mit einer deutlich verkürzten Lebenserwartung 

verbunden: Die 10-Jahres-Überlebensrate beträgt bei Patienten mit einer moderaten AKS 

15,5 % im Vergleich zu 37,3 % bei Patienten ohne oder mit milder AKS (Jacquemyn et 

al., 2024). Bei einer schweren unbehandelten AKS steigt die  4-Jahres-Mortalität auf 

knapp 45 % (Généreux et al., 2023).  Die Entstehung der AKS ist nicht vollständig 

verstanden und bisher konnte keine medikamentöse Therapie das Fortschreiten der AKS 

verlangsamen. Die Therapieoptionen beschränken sich daher auf den Ersatz der defekten 

Aortenklappe. Unter anderem testeten mehrere Studien die Wirksamkeit von Statinen auf 

die Entwicklung der AKS. Randomisiert-kontrollierte Studien konnten jedoch keinen 

protektiven Effekt nachweisen (Chan et al., 2010; Evangelista et al., 2024).  

Risikofaktoren für die Entstehung einer AKS sind neben hohem Alter und einer bikuspiden 

Aortenklappe unter anderem Übergewicht und Insulinresistenz (Larsson et al., 2019; Yan 

et al., 2017). Endotheliale Inflammation und Kalzifikation wurden als Hauptmechanismen 

bei der Entstehung einer AKS identifiziert (Coté et al., 2013; Lindman et al., 2016; Mohler 

et al., 2001). Die Aortenklappe besteht aus einer äußeren Schicht von Endothelzellen 

(VECs, humane aortale valvuläre endotheliale Zellen) und inneren Schichten aus 

Kollagen, Glykosaminoglykanen, Elastin und überwiegend interstitiellen Zellen (VICs, 

humane aortale valvuläre interstitielle Zellen) (Lerman et al., 2015). Stenotische 

Aortenklappen zeigen eine Verdickung der Klappensegel mit einer Infiltration 

inflammatorischer Zellen und Lipidablagerungen auf (Coté et al., 2013; Sverdlov et al., 

2011). Diese Lipidablagerungen von unter anderem oxidiertem LDL (ox-LDL) triggern 

entzündliche Prozesse, die eine osteogene Differenzierung der VICs über den 

Transkriptionsfaktor Runx-2 befördern. (Dharmarajan et al., 2021; Goody et al., 2020; 

Lindman et al., 2016). Aktivierte Leukozyten sezernieren Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 
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und Interleukin-1β (IL-1β), welche ebenfalls die osteogene Differenzierung der VICs 

befördern, wobei Verkalkungen oft in Bereichen von Inflammation zu finden sind (Galeone 

et al., 2013).  

Ceramide sind bioaktive Sphingolipide, die zellulären Stress regulieren (Gaggini et al., 

2022). Die Synthese von Ceramiden erfolgt über drei Hauptwege: die De-novo-Synthese, 

den Salvage Pathway und die Hydrolyse von Sphingomyelin. In der De-novo-Synthese 

katalysiert die Serin-Palmitoyltransferase die Kondensation von L-Serin und 

Palmitinsäure zu 3-Keto-Dihydro-Sphingosin, welches schließlich zu Sphingosin 

umgewandelt wird. Aus Sphingosin werden durch verschiedene Ceramidsynthasen 

(CerS) Ceramide mit unterschiedlich langen Acylgruppen gebildet (Kitatani et al., 2008).  

Die Länge der Acylgruppe bestimmt dabei ihre Funktion, wobei unterschiedliche Enzyme 

Ceramide mit unterschiedlichen Acylgruppenlängen produzieren (Airola und Hannun, 

2013). Die Ceramidsynthase 5 (CerS5) produziert das besonders häufig vorkommende 

d18:1,16:0 Ceramid (C16 Ceramid), welches mit einem erhöhten kardiovaskulären Risiko 

in Verbindung gebracht wird. CerS5 ist notwendig, um die C16 Ceramid-Serumlevel bei 

Mäusen aufrechtzuerhalten (Gosejacob et al., 2016). Zellulärer Stress führt zu einer 

gesteigerten De-novo-Synthese von Ceramiden (Goldkorn et al., 1998; Meyer und de 

Groot, 2003). Der zweite Synthesepfad führt über die Hydrolyse von Sphingomyelin. 

Dabei wird Sphingomyelin durch Sphingomyelinasen gespalten, was zur Bildung von 

Ceramid und Phosphocholin führt. Die neutrale  2 Sphingomyelinase (nSMase 2) wird 

hierbei durch externe Signale wie TNF-α oder oxidativen Stress aktiviert (Clarke et al., 

2011; Levy et al., 2006).  Der Salvage Pathway stellt einen weiteren Mechanismus zur 

Ceramidproduktion dar. In diesem Weg werden Sphingolipide abgebaut, wodurch 

Sphingosin freigesetzt wird. Dieses Sphingosin kann dann von CerS zu Ceramiden 

verarbeitet werden (Kitatani et al., 2008). Neben dem Knockout (KO) von CerS oder 

SMasen werden auch Myriocin, ein Inhibitor der Serin-Palmitoyltransferase und GW4869, 

ein Inhibitor der nSMasen, eingesetzt um die Ceramidsynthese experimentell zu hemmen 

(Miyake et al., 1995; Wu et al., 2021).  

Ceramide wurden oft im Kontext von kardiovaskulären Erkrankungen untersucht. Dabei 

wurden Ceramide mit der Entstehung von Atherosklerose, Diabetes, Übergewicht und 

Herzinsuffizienz in Verbindung gebracht (Choi et al., 2021; Ji et al., 2017; Laaksonen et 
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al., 2016; Mandal et al., 2021). Ein erhöhter Serumceramidspiegel ist mit einer erhöhten 

kardiovaskulären Mortalität assoziiert. Ceramid Risikoscores können zur Evaluation des 

kardiovaskulären Risikos eingesetzt werden (Hilvo et al., 2020a; Vasile et al., 2021). Im 

Mausmodell konnte die Hemmung der nSMase2 die Bildung atherosklerotischer Plaques 

verringern (Lallemand et al., 2018). Im Kontext von Diabetes führen Ceramide zu einer 

verminderten Insulinsynthese und einer Insulinresistenz, indem sie unter anderem die 

GLUT4 Translokation modulieren (Galadari et al., 2013). Bei Mäusen reguliert CerS5 die 

Synthese von C16 Ceramid, und der Verlust von CerS5 konnte vor diätinduziertem 

Übergewicht schützen (Gosejacob et al., 2016). Dieser Effekt wurde auch bei Inhibition 

der Ceramidsynthese durch Myriocin beobachtet (Yang et al., 2009). Bei Patienten mit 

Herzinsuffizienz wurden erhöhte Ceramidspiegel sowie eine erhöhte Aktivität der Serin-

Palmitoyltransferase im Myokard nachgewiesen (Ji et al., 2017). In Tierversuchen zeigten 

Mäuse, bei denen die De-novo-Ceramidsynthese inhibiert wurde, eine verbesserte 

Ejektionsfraktion (Hoffman et al., 2021).  

Ceramide sind Regulatoren von Entzündungsreaktionen. TNF-α führt über die Stimulation 

der Ceramidsynthese, beispielsweise durch die Aktivierung der nSMase2, zu einer 

erhöhten Ceramidproduktion. Diese führt über den Transkriptionsfaktor NF-κB zur 

weiteren Immunaktivierung und Apoptose (Al-Rashed et al., 2020; Gaggini et al., 2022; 

Hernández-Corbacho et al., 2015). Gesättigte Fettsäuren führen, vermittelt über den Toll-

like-Rezeptor 4 (TLR4), zu einer Stimulation der De-novo-Synthese von Ceramiden 

(Holland et al., 2011; Lancaster et al., 2018). Diese lipidinduzierte Ceramidproduktion führt 

dann zu einer verstärkten Ausschüttung proinflammatorischer Zytokinen wie IL-1β und 

TNF-α (Schilling et al., 2013). Der Einfluss von Ceramiden auf Entzündungsreaktionen 

konnte auch in vivo nachgewiesen werden. In Mäusen führt ein KO oder eine Inhibition 

der nSMAse2 zu einer verringerten Inflammation in atherosklerotischen Plaques 

(Lallemand et al., 2018). Eine Analyse menschlicher Blutproben zeigte eine starke 

Korrelation zwischen den Serumceramiden und dem proinflammatorischen Interleukin-6 

(IL-6) (de Mello et al., 2009). Darüber hinaus wurden Ceramide mit verschiedenen 

entzündlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht. So konnte beispielsweise gezeigt 

werden, dass die Ceramidsynthase 6 (CerS6) die T-Zell-Aktivierung beeinflusst und als 

potenzieller Ansatz für die Behandlung der Graft-vs.-Host-Krankheit dient (Sofi et al., 

2017).  
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Ceramide wurden zudem als Regulatoren der Kalzifizierung identifiziert. Sie modulieren 

die TLR4 abhängige, ox-LDL induzierte Verkalkung von humanen vaskulären glatten 

Muskelzellen. So konnte beispielsweise GW4869 die durch ox-LDL induzierte Apoptose 

und Verkalkung dieser Zellen verringern, während die Hinzugabe von C2-Ceramid die 

Verkalkung verstärkte (Liao et al., 2013; Song et al., 2017).  

Obwohl Ceramide die Hauptentstehungsmechanismen der Aortenklappenstenose, 

Inflammation und Kalzifikation, regulieren und in Zusammenhang mit Atherosklerose 

gebracht werden, wurde ihr Einfluss auf die Entwicklung der Aortenklappenstenose 

bislang nicht untersucht. Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss der CerS5 in der 

Entwicklung der AKS, sowie den Einfluss auf valvuläre Inflammation und Kalzifikation in 

vivo und in vitro zu analysieren. In einem Tiermodell der AKS, dem 

Drahtverletzungsmodell, wurde die Entwicklung der AKS in WT- und CerS5-/- Mäusen 

verglichen. Da Ceramide oft mit Adipositas in Verbindung gebracht wurden und eine fett-

und cholesterinreiche Ernährung (Westliche Diät, WD) zu einem Anstieg der 

Serumceramide in Mäusen führt, wurde zusätzlich der Einfluss von WD untersucht.  Wir 

haben erwartet, dass der Verlust oder die Verringerung der CerS5-Aktivität vor 

Entzündungsreaktionen und Kalzifikation schützt und somit zu einer verminderten 

Entwicklung der AKS führt. Darüber hinaus vermuteten wir, dass eine WD die 

Inflammation und Kalzifikation der Aortenklappe verstärken würde und CerS5-/- Mäuse 

davor geschützt sind. 

 

1.2 Material und Methoden 

Zur Untersuchung der Entwicklung von Aortenklappenstenosen und des Effekts von WD 

wurden CerS5-/- und Wildtyp (WT) C57BL/6-J Mäuse, jeweils mit normaler und WD, in 

einem Drahtverletzungsmodell zur Stimulierung der AKS Entwicklung untersucht.  
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Abb.1: Versuchsaufbau der Tierversuche. Modifiziert nach Reese et al (Reese et al., 
2024),Wildtyp (WT), CerS5 Knockout (CerS5-/-). 

 

Mausmodell und Drahtverletzungsmodell  

Die CerS5-/- Mäuse wurden ursprünglich von Gosejacob et al. gezüchtet. Es handelt 

sich dabei um einen konstitutionellen KO bei dem das CerS5-Gen durch homologe 

Rekombination mit einem NLS-lacZ-Gen und einem Neomycin-Resistenzgen ersetzt 

wurde. Nach Entfernung des Neomycin-Resistenzgens wurden die Mäuse mit 

C57BL/6JCrl-Mäusen rückgekreuzt (Gosejacob et al., 2016).  

Die WD enthält 21 % Fett und 0,25 % Cholesterol (Sniff E15721-347). Diese 

Zusammensetzung ist gut etabliert und simuliert die Auswirkungen einer westlichen 

Ernährung im Mausmodell (Getz und Reardon, 2006; Hasegawa et al., 2020). Die Diät 

wurde drei Tage vor Stimulation der AKS begonnen.  

Die Entwicklung einer AKS wurde im Alter von 14-16 Wochen mit einem 

Drahtverletzungsmodell stimuliert. Dieses Modell wurde ursprünglich von Honda et al 

beschrieben und dann von Niepmann et al weiterentwickelt. Dabei wird ein 15° gebogener 

Koronarangiographiedraht unter echokardiographischer Kontrolle über die A. carotis bis 

in den linken Ventrikel vorgeschoben und dann auf der Ebene der Aortenklappe 200-mal  

rotiert und 20-mal vor- und zurückgezogen (Honda et al., 2014; Niepmann et al., 2019).  

Die Tierversuche wurden vom Landesamt für Natur, Umwelt und Verbraucherschutz 

Nordrhein-Westfalen mit dem Aktenzeichen 81-02.04.2019.A437 genehmigt. 
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Echokardiographie 

Die Entwicklung der AKS wurde dann mittels Echokardiographie alle 14 Tage sowie vor 

der Drahtverletzung beurteilt. Hierfür wurde eine Fujifilm Visulasonics Vevo 2100 Ultra 

High Frequency Imaging Plattform verwendet und die Mäuse wurden mit 1,5 % Isofluran 

narkotisiert. Die maximale Flussgeschwindigkeit über der Aortenklappe als 

Hauptparameter für die Entwicklung einer AKS wurde mit einem Pulsed-Wave Doppler 

bestimmt. Daneben wurden auch die Ejektionsfraktion und die linksventrikuläre Masse 

bestimmt.  

Histologie 

Die Tiere wurden 42 Tage nach der Drahtverletzung getötet und die Herzen entnommen. 

Diese wurden in Gewebe-Gefriermedium (Leica) eingebettet und in 8-μm-dicke Schnitte 

auf Klappenebene geschnitten.  

Zur Analyse der Immunzellinfiltration wurde eine CD68-Immunfluoreszenzfärbung 

durchgeführt. Dazu wurden die Schnitte zunächst mit -20 °C kaltem Aceton fixiert, 

anschließend mit bovinem Serum Albumin (BSA) geblockt und mit dem Primärantikörper 

(Ratte, Anti-Maus CD68, antibodies online ABIN 181836) 1:100 verdünnt in 2 % BSA in 

PBS über Nacht bei 4 °C inkubiert. Der Sekundärantikörper (Cy3, Esel Anti-Ratte 

AffiniPure, Jackson ImmunoResearch 712-165-153) wurde 1:500 verdünnt eine Stunde 

bei Raumtemperatur inkubiert. Die Schnitte wurden mit DAPI (4′,6-Diamidino-2-

phenylindol) eingedeckt. Zur Quantifizierung der Verkalkung wurde eine von Kossa 

Färbung nach Angeben des Herstellers (Merck) durchgeführt. Hierzu wurden die Schnitte 

30 Minuten in 2%iger Silbernitratlösung und anschließend 5 Minuten in einer 

Natriumthiosulfatlösung inkubiert. Die Dicke der Aortenklappe wurde in einer 

Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung gemessen. Die Färbung erfolgte nach 

Standardprotokoll. Die Hämatoxylin- und Eosinlösungen (Hämatoxylinlösung nach Gill II, 

Eosin G-Lösung 0,5 % wässrig, beide Carl Roth) wurden dabei jeweils 30 Sekunden 

inkubiert. Die Fibrosierung wurde mittels Siriusrot-Färbung bestimmt. Dafür wurden die 

Schnitte 15 Minuten in einer 0,1%igen Siriusrotlösung (Direktrot 80 Sigma in 1,2 % 

Pikrinsäure) gefärbt.  Die Aufnahmen erfolgten in 10-facher Vergrößerung, und die 
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positiven Flächen für CD68, von Kossa und Siriusrot wurden automatisch mit der Zen3.2 

pro Software (Zeiss) bestimmt.  

Zellkultur 

Für in vitro Versuche wurden VICs und THP-1 Zellen verwendet. Ein CerS5 und CerS6 

Knockdown (KD) wurde mit small interfering RNA (siRNA, Invitrogen Cat# AM16708, 

Assay ID CerS5: 131807, CerS6: 149484; silencer negative control no.1 Cat# AM4611) 

in einer Konzentration von 10 nM und Lipofectamin (RNAiMAX, Invitrogen) in einer 

Konzentration von 3 μL/ml durchgeführt. Der KD erfolgte in antibiotikafreiem Medium mit 

Opti-MEM serumreduziertem Medium (Thermo Fisher). Die Effektivität des KD wurde 

mittels Real-Time-PCR (rtPCR) überprüft. Die RNA-Isolierung wurde mittels Phenol-

Chloroform-Extraktion durchgeführt. Hierzu wurden die Zellen zunächst mit Trizol 

(Invitrogen) lysiert, die RNA nach Hinzugabe von  Chloroform extrahiert und anschließend 

mit Isopropanol gefällt. Die RNA-Konzentration wurde photometrisch mit einem NonoDrop 

2000 (Thermo Fisher) bestimmt. Die Herstellung von cDNA erfolgte mit einem cDNA 

Reverse Transcription Kit mit RNase inhibitor (Thermo Fisher) nach Angaben des 

Herstellers. Für die rtPCR wurden Taqman®-Assays  für RUNX-2, CerS5, CerS6 und 

GAPDH als endogene Kontrolle (Thermo Fisher, RUNX-2 Cat# 4351370, 

Hs01047973_m1, CerS5 Cat# 4448892, Hs00332291_m1, CerS6 Cat# 4448892, 

Hs00826756_m1, GAPDH Cat# 4351368, Hs02758991_g1),  Taqman® Gene Expression 

Master Mix (Thermo Fisher) und auf 1 ng/μl verdünnte cDNA verwendet. Die rtPCR wurde 

mit einem QuantStudio 5 (Thermo Fisher Scientific) durchgeführt und die relative 

Genexpression wurde als 2-(ddCT) berechnet.  

Für die Versuche zur in vitro Verkalkung von VICs, wurde die Verkalkung der Zellen mit 

einem prokalzifizierenden Medium (PCM) für 7 oder 21 Tage stimuliert. Das Medium 

enthält 2 mmol/L Natriumdihydrogenphosphat, DMEM mit 5 % FBS und 50 μg/mL 

Ascorbinsäure und wurde dreimal pro Woche gewechselt (Goto et al., 2019). Zur Analyse 

der Verkalkung wurden die Zellen nach Fixierung mit 4 % Formaldehydlösung mit 

Alizarinrot (Sigma) gefärbt. Dazu wurde mit destilliertem Wasser eine 2 %-Alizarinrot-

Lösung hergestellt und der pH auf 4,2 eingestellt. Die Färbung erfolgte durch 30-minütige 

Inkubation bei Raumtemperatur. Zur Analyse wurde die Alizarinrot-Färbung mit 
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Hexadecylpyridiniumchlorid-Monohydrat (Sigma) aufgelöst und die Absorption bei einer 

Wellenlänge von 540 nm gemessen. 

Zur Untersuchung der immunologischen Effekte von Ceramiden wurden Versuche an 

THP-1-Zellen durchgeführt. THP-1-Zellen sind häufig verwendete humane, 

monozytenähnliche Tumorzellen (Chanput et al., 2014). Für die Simulation der WD, von 

der angenommen wird, die Ceramidsynthese zu stimulieren, wurden die Zellen mit einer 

Lipidmischung, die Arachnoidon-, Linol-, Linolen-, Myristin-, Öl-, Palmitin-, Stearinsäure 

und Cholesterol enthält (1:200 verdünnt, Sigma, L0288) für 12 h behandelt (Beyaz et al., 

2016; Zaytouni et al., 2017). Anschließend wurden die Zellen mit 50 ng/ml 

Lipopolysaccharid (LPS) (aus E. coli, Sigma, L2630) stimuliert. Die Konzentrationen von 

TNF-α und IL-1β im Zellüberstand wurden mit einem ELISA (beide DuoSet ELISA Kit, 

R&D System) bestimmt. Die Durchführung erfolgte gemäß den Herstellerangaben. 

Zunächst wurde eine 96-well Platte mit dem Capture-Antikörper inkubiert. Nach mehreren 

Waschschritten wurden die Zellüberstände und die Standardreihe für zwei Stunden 

inkubiert, gefolgt von einer zweistündigen Inkubation mit dem Detektionsantikörper. Zur 

Signalentwicklung wurde Streptavidin-HRP hinzugefügt, gefolgt von der Inkubation mit 

TMB-Substratlösung (TMB Substrate reagent set, BioLegend). Die Absorption wurde bei 

450 nm mit einer Referenzwellenlänge von 570 nm mit einem TECAN Infinite M Plex 

Mikroplatten-Reader gemessen. Die Auswertung erfolgte mit einer 4-Parameter-Logistik-

Analyse (4-PL Analyse), die mit GraphPad Prism10 durchgeführt wurde. Zur 

Sicherstellung der Zellviabilität wurde diese mit einem MTT-Assay (Merck) gemessen. 

Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. 

Statistische Auswertung  

Die statistische Analyse wurde mit GraphPad Prism10 durchgeführt. Für die Analyse von 

zwei Gruppen wurde ein ungepaarter t-Test durchgeführt, für mehr als zwei Gruppen 

wurde eine one-way ANOVA mit einem Tukey´s Mehrfachvergleichetest durchgeführt. Für 

Versuche im Zeitverlauf wurde eine two-way ANOVA mit Tukey´s Mehrfachevergleiche 

Test durchgeführt. Alle p-Werte sind doppelseitig. 
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1.3 Ergebnisse  

Der Verlust der CerS5 Funktion führt in Kombination mit Westlicher Diät zu einer 

verringerten Entwicklung von Aortenklappenstenosen bei Mäusen 

Bevor, 14, 28 und 42 Tage nach der Drahtverletzung wurde die Flussgeschwindigkeit über 

der Aortenklappe als Parameter für die Entwicklung einer AKS gemessen. Die 

Flussgeschwindigkeiten stiegen 14 Tagen nach der Drahtverletzung in beiden Gruppen 

signifikant an. Dabei zeigten CerS5-/- Mäuse mit WD eine signifikant geringere maximale 

Flussgeschwindigkeit als WT Mäuse 28 und 42 Tage nach Drahtverletzung 1866,6 ± 

183,87 mm/s vs. 1431,32 ± 92,5 mm/s, p=0,028. Außerdem bestand kein signifikanter 

Unterschied der Flussgeschwindigkeit vor und nach der Drahtverletzung bei CerS5-/- 

Mäusen (Abbildung 2). Es gab keine Unterschiede in der Ejektionsfraktion oder der 

linksventrikulären Masse zwischen den Gruppen. Die Körpergewichte der Mäuse 

fettreicher Ernährung waren ähnlich zu denen mit normaler Diät. Es kam in den Gruppen 

mit normaler Diät und WD zu einer Gewichtszunahme von ca. 20 %  (Reese et al., 2024). 

 

Abb. 2: Echokardiographische Analyse der maximalen Flussgeschwindigkeit über der       
Aortenklappe bei Mäusen nach Drahtverletzung und WD, WT n=8 vs. CerS5-/- n=14, mit 
repräsentativen Bildern der Dopplersignale 42 Tage nach Drahtverletzung. Alle Daten mit 
Mittelwert ± SEM, *p < 0.05. Modifiziert nach Reese et al (Reese et al., 2024), Wildtyp 
(WT), CerS5 Knockout (CerS5-/-), Westliche Diät (WD). 
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CerS5 Knockout reduziert die Immunzellinfiltration und die Verkalkung der Aortenklappe 
bei Mäusen mit Westlicher Diät 

 

Die Analyse der Immunzellinfiltration mit einer CD68 Färbung zeigte, dass die 

Aortenklappen von CerS5-/-  Mäusen mit WD eine deutlich geringere Immunzellinfiltration 

aufweisen als WT Mäuse mit WD 3035±586,1 μm² vs. 8745±1182 μm² p=0,0002. Auch 

die Verkalkung, gemessen mittels von Kossa Färbung, war bei CerS5-/- Mäusen mit WD 

signifikant geringer 2331±444,1 μm² vs. 4282±601,4 μm² p=0,015 (Abbildung 3). Die 

Dicke der Aortenklappe und die Fibrosierung, gemessen mittels HE- und Siriusrot-

Färbung, war in beiden Gruppen ähnlich (Reese et al., 2024). 

Abb. 3: Histologische Analyse der Aortenklappe von Mäusen mit Drahtverletzung und 
fett- und cholesterinreicher Diät. A Immunzellinfiltration, CD68 Färbung. B Verkalkung, 
von Kossa Färbung. WT n=9 vs CerS5-/- n=12. Datenpunkte mit Mittelwert, 
*p < 0.05, ‡p < 0.001. Ein ungepaarter t-Test wurde für A und B durchgeführt. Modifiziert 
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nach Reese et al (Reese et al., 2024), Wildtyp (WT), CerS5 Knockout (CerS5-/-), 
Westliche Diät (WD). 

 

CerS5 Knockout kann die Entwicklung einer Aortenklappenstenose bei normaler Diät 

nicht verhindern 

Im Gegensatz zu dem Versuch mit WD, zeigte sich bei normaler Diät kein Unterschied 

der maximalen Flussgeschwindigkeit über der Aortenklappe zwischen CerS5-/- und WT 

Mäusen. Auch in der histologischen Analyse der Immunzellinfiltration und der Verkalkung 

gab es keine Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 4). 
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Abb. 4: Echokardiographische Analyse der maximalen Flussgeschwindigkeit über der       
Aortenklappe und histologische Analyse der Aortenklappe von Mäusen mit 
Drahtverletzung und normaler Diät. A Echokardiographische Analyse der maximalen 
Flussgeschwindigkeit über der Aortenklappe bei Mäusen nach Drahtverletzung mit 
normaler Diät. B Immunzellinfiltration, CD68 Färbung. C Verkalkung, von Kossa Färbung. 
WT n=10 vs. CerS5-/-  n=13. Mittelwert ± SEM in A. Datenpunkte mit Mittelwert für B und 
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C. Ein ungepaarter t-Test wurde für B und C durchgeführt, ns = nicht signifikant. 
Modifiziert nach Reese et al (Reese et al., 2024), Wildtyp (WT), CerS5 Knockout (CerS5-

/-). 

 

CerS5 reguliert die Verkalkung von VICs in vitro 

Um die Ergebnisse der Tierversuche für humane Zellen zu überprüfen, wurden in vitro 

Kalzifizierungsversuche mit VICs durchgeführt. Die Behandlung mit PCM führte nach 

sieben Tagen zu einer signifikant erhöhten RUNX-2 Genexpression im Vergleich zum 

Kontrollmedium, wobei dieser Effekt nach 21 Tagen nicht mehr beobachtet werden 

konnte. Ebenso zeigte sich nach siebentägiger Stimulation mit PCM eine signifikante 

Erhöhung der  CerS5 und CerS6 Expression, CerS5: Relative Genexpression CM: 

1±0,001, PCM: 1,552±0,102 p=0,006. Diese Veränderungen korrelieren mit einer 

verstärkten in vitro Kalzifizierung: Bereits nach sieben Tagen führte die Behandlung mit 

PCM zu einer deutlichen Verkalkung der VICs, die mittels Alizarinrot-Färbung quantifiziert 

wurde. Diese Verkalkung konnte durch einen KD von Cer S5, CerS6 oder der 

kombinierten Suppression beider Gene (CerS5+6 KD) signifikant reduziert werden siRNA 

cont vs. CerS5 KD: 0,78±0,064 vs 0,43±0,084 p=0,042 (Abbildung 5) (Reese et al., 2024). 
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Abb. 5: A rtPCR Analyse von CerS5, CerS6 und Runx-2 nach Kontrollmedium (CM) und 

prokalzifizierndem Medium (PCM), relative Genexpression dargestellt als 2-ddCT vs 

GAPDH n=3 bzw 4. B Alizarin rot Färbung der VICs mit CerS5, CerS6, CerS5+CerS6 und 

Kontrollen nach PCM oder CM. Alle Ergebnisse sind als individuelles Experiment mit dem 

Mittelwert dargestellt, ns, nicht signifikant, *p < 0.05, †p < 0.01, ungepaarter t-Test für A, 

ANOVA+ Tukey´s Mehrfachvergleichetest für B. Modifiziert nach Reese et al (Reese et 

al., 2024), Ceramidsynthase (CerS), Human aortic valvular interstitial cells (VICs), 

Knockdown (KD), Kontroll small interfering RNA (siRNA Cont). 

 

Der CerS5 Knockdown reduziert die TNF-α und IL-1β Sezernierung von THP-1-Zellen  

Um den Einfluss von CerS5 auf die Aktivierung von Immunzellen zu untersuchen, 

wurden THP-1-Zellen 12 h mit 50 ng/ml LPS oder zunächst mit einer Lipidmischung 

und anschließend mit LPS stimuliert. Die Konzentration von TNF-α und IL-1β wurde 

im Zellüberstand gemessen. Die Sezernierung von TNF-α und IL-1β konnte durch 

einen CerS5 KD deutlich reduziert werden. Die Vorbehandlung mit LM zeigte einen 

protektiven Effekt und verringerte die Sezernierung dieser Zytokine IL-1β: sicont LPS 
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vs CerS5 KD LPS: 2659±174,2 pg/ml vs. 1431±82,40 pg/ml p < 0,0001; TNF-α: sicont 

LPS vs CerS5 KD: 153,9±3,92 pg/ml vs 94,79±0,55 pg/ml p < 0,0001 (Abbildng 6) 

(Reese et al., 2024). 

 

Abb. 6: Interleukin 1β (IL-1β) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) Sekretion von THP-1-

Zellen mit Ceramidsynthase 5 Knockdown (CerS5 KD) oder Kontrolle (sicont) nach 

Behandlung mit Lipopolysaccharid (LPS) für 12 h oder Lipidmischung (LM) für 12 h und 

LPS.  IL-1β und TNF-α Konzentrationen wurden in THP-1 Zellüberständen mit einem 

ELISA bestimmt. Alle Daten sind als einzelnes Experiment mit dem Mittelwert dargestellt, 

ns: nicht signifikant, †p < 0.01, ‡p < 0.001, ANOVA+ Tukey´s Mehrfachvergleichetest. 

Modifiziert nach Reese et al (Reese et al., 2024). 

 

CerS5 Knockout in Kombination mit Westlicher Diät führt nicht zu einer Hochregulierung 

von CerS2 oder CerS6 

Um zu untersuchen, ob ein CerS5 KO zu einer vermehrten Synthese von Ceramiden mit 

längerer Acylgruppe durch CerS2 oder zu vermehrter Produktion von C16 Ceramiden 

über CerS6 führt, isolierten wir RNA aus Aortengewebe der Versuchstiere. Hier konnte 

keine erhöhte Expression von CerS2 oder CerS6 festgestellt werden (Reese et al., 2024). 
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1.4 Diskussion 

Diese Studie zeigt erstmals, dass Ceramide die Entwicklung der Aortenklappenstenose 

beeinflussen indem sie Regulatoren der endothelialen Inflammation und Kalzifikation in 

vivo und in vitro sind. Der Verlust der CerS5 Funktion reduziert bei Mäusen die 

Entwicklung einer AKS, wobei der Effekt abhängig von einer WD ist. In vitro verringerte 

ein CerS5 KD die Verkalkung von VICs und die TNF-α und IL-1β Ausschüttung von THP-

1-Zellen.  

Ceramide regulieren Entzündungsreaktionen. (Al-Rashed et al., 2020; Gaggini et al., 

2022; Schilling et al., 2013).  Nach WD zeigen CerS5-/- Mäuse im Vergleich zu WT Mäusen 

eine geringere Expression von pro-inflamamtorischen Zykokinen im weißen Fettgewebe 

des Nebenhodens, in dem CerS5 besonders stark exprimiert ist (Gosejacob et al., 2016). 

Dazu passend wurde auch in unseren Versuchen eine geringere Immunzellinfiltration in 

den Aortenklappen von CerS5-/- Mäusen mit WD im Vergleich zum WT beobachtet. 

Schilling et al zeigte, dass LPS nur in Kombination mit der gesättigten Fettsäure 

Palmitinsäure, zu einer gesteigerten Ceramidsynthese in murinen Makrophagen führt und 

die Ausschüttung Zytokinen steigert (Schilling et al., 2013). Auch dieser Mechanismus 

könnte erklären, dass nur bei WD ein Verlust der CerS5 Aktivität die Entwicklung einer 

AKS verhindert. 

Um den Einfluss von CerS5 auf Immunzellen zu untersuchen nutzten wir THP-1-Zellen. 

Diese sind ein etabliertes Modell für humane Monozyten, wobei ihre Immunantwort der 

von im Blut zirkulierenden Monozyten ähnelt (Bosshart und Heinzelmann, 2016; Chanput 

et al., 2014). In unseren Experimenten reduzierte ein CerS5 KD die Ausschüttung von 

TNF-α und IL-1β stark. Ein ähnlicher Effekt wurde auch bei der Inhibition von anderen 

Enzymen der Ceramidsynthese beobachtet: Die Inhibition nSMase2 mit GW4869 oder 

der KD des codierenden Gens SMPD3 führen zu einer reduzierten Immunantwort von 

THP-1-Zellen und murinen Makrophagen (Al-Rashed et al., 2020).  Die Zugabe einer 

Lipidmischung zu THP-1-Zellen mit CerS5 KD, um den Lipidüberschuss in unserem 

Tierversuch nachzubilden, verstärkt den antiinflammatorischen Effekt, und spiegelt damit 

die in vivo Befunde wider. Dieses Ergebnis könnte erklären, dass der CerS5 KO in 
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unseren Tierversuchen nur in Kombination mit fett- und cholesterinreicher Diät zu einer 

Reduktion der Entwicklung von AKS geführt hat (Reese et al., 2024). 

Kalzifizierung ist ein entscheidender Mechanismus in der Entwicklung von AKS. In 

Studien von Song et al und Liao et al wurde bereits gezeigt, dass Ceramide die 

Verkalkung von humanen vaskulären glatten Muskelzellen regulieren (Liao et al., 2013; 

Song et al., 2017). Passend dazu zeigten unsere Experimente an VICs, dass ein CerS5 

KD zu einer verringerten Verkalkung dieser Zellen führt. Im Tiermodell wiesen Cers5-/- 

Mäusen mit WD im Vergleich zu WT Mäusen eine geringere Verkalkung der Aortenklappe 

auf. 

In vivo konnte ein Verlust der CerS5 Aktivität die Entwicklung einer AKS nur in 

Kombination mit WD abschwächen. Eine fettreiche Diät führt zu einem Anstieg von C16-

22 Ceramiden, vor dem CerS5-/- Mäuse teilweise geschützt sind (Gosejacob et al., 2016). 

Bei normaler Diät bestehen keine Unterschiede der Serumceramide zwischen CerS5-/- 

und WT (Gosejacob et al., 2016). Unsere Versuche zeigen, dass die Immunzellinfiltration 

der Aortenklappen bei Cers5-/- Mäusen mit WD geringer ist als bei CerS5-/- Mäusen mit 

normaler Diät (Reese et al., 2024).  

Ceramide sind eng mit dem Fettstoffwechsel verknüpft und daher untersuchten wir, ob 

eine fettreiche Diät in Kombination mit einem CerS5 KO zu einer Produktion von 

protektiven Ceramiden mit längeren Acylgruppen durch die CerS2 führt. Es zeigte sich 

jedoch kein Anstieg der CerS2 Aktivität und eine Hochregulation von CerS2 kann diesen 

Effekt daher nicht erklären (Reese et al., 2024).  

In unseren Experimenten zeigte sich kein Unterschied des Körpergewichts zwischen 

Mäusen mit WD und normaler Diät. Das kann durch die kurze Fütterungsdauer von nur 

sechs Wochen erklärt werden (Gosejacob et al., 2016).  

Weitere Studien, die Ceramide in Zusammenhang mit Aortenklappenstenosen bringen 

werden gerade durchgeführt. Wir untersuchen neben der CerS5 auch den Einfluss der 

nSMase2, die für die Ceramidproduktion als Reaktion auf Entzündungsreize 

verantwortlich ist. Die Inhibition der nSMase2 ist mit einer verringerten Entwicklung von 

Atherosklerose bei Mäusen assoziiert (Lallemand et al., 2018). Der nSMase-Inhibitor 



23 
 

GW4869 reduziert im Drahtverletzungsmodell die Entwicklung der AKS bei Mäusen und  

bewirkt eine geringere Entzündungsreaktion von humanen aortalen valvulären 

Endothelzellen (Reese et al., 2022). Rawish et al zeigen, dass der Ceramidgehalt in 

verkalktem Aortenklappengewebe von Menschen erhöht ist. Hier zeigte sich  

insbesondere ein vermehrtes C16 Ceramid, welches unter anderem durch die nSMase2 

und die CerS5 gebildet wird. Sie führen ähnliche Versuche zur Verkalkung von VICs durch 

und konnten hier eine verstärkte Verkalkung durch die Zugabe von Ceramiden messen 

(Rawish et al., 2023).  

Der Aufbau der Aortenklappe unterscheidet sich zwischen Menschen und Mäusen. Die 

humane Aortenklappe besteht aus drei Schichten mit valvulären Endothelzellen außen 

und VICs innen, während die Aortenklappe von Mäusen nur wenige Zellen dick ist. Mäuse 

entwickeln natürlicherweise im Alter keine Verkalkung der Aortenklappe (Hinton et al., 

2008). Die Drahtverletzung entspricht nicht dem natürlichen Prozess beim Menschen, 

welcher sich über viele Jahre erstreckt, jedoch kann sie die mechanische Belastung der 

Klappe imitieren und erfordert im Gegensatz zu anderen Modellen keine extreme 

Hypercholesterinämie (Sider et al., 2011). Außerdem spiegelt das Drahtverletzungsmodel 

die Hauptmechanismen der Entstehung der AKS wie Immunzellinfiltration und Verkalkung 

wider (Niepmann et al., 2019).  

Um die Übertragbarkeit auf den Menschen zu überprüfen, haben wir neben den 

Tierversuchen auch Versuche an humanen Zellen durchgeführt. Um die Bedeutung von 

Ceramiden bei der Entstehung von AKS bei Menschen zu untersuchen sind Studien 

notwendig, die Ceramide in humanem Aortenklappengewebe untersuchen.  

Bislang gibt es keine klinisch eingesetzte ceramidreduzierende Therapie. Das in 

Tierversuchen häufig eingesetzte Myriocin, welches das initiale Enzym der De-novo-

Synthese von Ceramiden, die Serin-Palmitoyltransferase, inhibiert, wirkt toxisch auf den 

Darm (Choi et al., 2021). GW4869, ein Inhibitor der nSMasen, den wir ebenfalls für 

Experimente zur AKS eingesetzt haben, führt zu einer Störung des räumlichen 

Gedächtnisses bei Mäusen (Tabatadze et al., 2010). Zur Verwendung bei Menschen 

einsetzbar wären cholesterinsenkende Medikamente wie Statine, Fenofibrat und PCSK9-

Inhibitoren, welche das Serumceramid um etwa 30 % reduzieren (Choi et al., 2021; Hilvo 
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et al., 2020b). Allerdings haben prospektive Studien keinen positiven Effekt dieser 

Medikamente auf die Entwicklung von AKS gezeigt (Chan et al., 2010; Evangelista et al., 

2024). Auch Antidiabetika wie Metformin und Pioglitazon sowie eine 

Ernährungsumstellung können die Ceramidspiegel senken (Hilvo et al., 2020b; Mathews 

et al., 2017). 

Zusammenfassend zeigt unsere Arbeit erstmals, dass Ceramide eine Rolle bei der 

Entwicklung der AKS bei Mäusen mit WD spielen, indem sie Inflammation und 

Kalzifikation beeinflussen. Die CerS5 kann als Ansatzpunkt für eine medikamentöse 

Therapie der AKS dienen. Weitere Studien sind erforderlich, um die klinische Relevanz 

dieser Ergebnisse zu bestätigen und potenzielle therapeutische Strategien zu entwickeln. 

1.5 Zusammenfassung 

Einleitung: Die Aortenklappenstenose ist die häufigste Herzklappenerkrankung beim 

Menschen. Bis heute ist die Pathophysiologie der Erkrankung nicht ausreichend 

verstanden und es ist keine medikamentöse Therapie verfügbar. Hauptmechanismen der 

Entstehung sind Inflammation und Kalzifikation. Ceramide regulieren diese beiden 

Faktoren und erhöhte Serumceramidwerte sind mit einem erhöhten kardiovaskulären 

Risiko verbunden. In unserer Studie untersuchen wir erstmals den Einfluss von 

Ceramiden bei der Entwicklung von Aortenklappenstenosen. Da die Ceramidsynthase 5 

(CerS5) in früheren Studien mit Übergewicht und Insulinresistenz in Verbindung gebracht 

wurde und Übergewicht ein Risikofaktor der AKS ist, wurde der Einfluss einer fett- und 

cholesterinreichen Diät (Westliche Diät, WD) untersucht.  

Methoden und Ergebnisse: Um die Entwicklung einer AKS in Mäusen zu stimulieren 

verwendeten wir ein Drahtverletzungsmodell, bei dem ein Draht über der Aortenklappe 

rotiert wird um eine Verletzung der Aortenklappe hervorzurufen. Unsere Experimente 

umfassten vier Gruppen: CerS5-/- Mäuse und WT Mäuse jeweils mit normaler Diät oder 

WD. Die Entwicklung einer AKS wurde mittels Echokardiographie quantifiziert. Ein CerS5 

Knockout (KO) konnte dabei nur in Kombination mit einer WD die Entwicklung einer AKS 

vermindern. Ohne WD hatte der CerS5 KO keinen Effekt. Damit einhergehend zeigte eine 

CD68 Färbung eine deutlich reduzierte Immunzellinfiltration und eine von Kossa Färbung 
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eine signifikant reduzierte Verkalkung der Aortenklappen der CerS5-/- Mäuse mit WD im 

Vergleich zu WT Mäusen. In den Gruppen mit normaler Diät konnten diese Unterschiede 

nicht festgestellt werden. In vitro Versuche mit humanen aortalen valvulären interstitiellen 

Zellen (VICs) zeigten, dass CerS5 und CerS6 nach einer Behandlung mit pro-

kalzifizierendem Medium (PCM) hochreguliert waren. Eine Alizarinrot-Färbung für 

Verkalkung zeigte, dass VICs mit CerS5- oder CerS6-KD unter PCM-Behandlung weniger 

verkalkten. In monozytenähnlichen THP-1-Zellen führte ein CerS5 KD zu einer deutlich 

geringeren Ausschüttung von TNF-α und IL-1β nach LPS-Stimulation. 

Schlussfolgerung: Unsere Studie zeigt erstmals den Einfluss von Ceramiden  auf die 

Entwicklung von Aortenklappenstenosen. Die Ausschaltung von Cers5 in Kombination mit 

einer WD verringerte die Entwicklung einer AKS, indem Inflammation und Verkalkung 

reduziert wurden. Ceramide sind damit ein Ansatzpunkt in der Entwicklung von 

medikamentösen Therapien und sollten auch im klinischen Bereich weiter untersucht 

werden. 
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